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ONSOZz

Ciftlik hayvanlart yetistiriciliginin  temelinde, insanlar tarafindan bagkaca
degerlendirilemeyen kaynaklarin, insan beslenmesinde 6nemli yeri olan hayvansal
proteine doniistiiriilmesi yatmaktadir. Keci bu anlamda 6ne ¢ikan tlirlerden biridir.
Zira keciler diger bir ¢ok evcil tiriin tiiketmedigi veya tiiketemedigi besinleri
tilketerek hayvansal iirline doniistiirmektedirler. Bu bakimdan kegi ¢ogu iilkede

“fakirin inegi “olarak tanimlanmaktadir.

Yillar itibariyle Tiirkiye keg¢i populasyonundaki cesitli nedenlerle olusan
kiiciilmeye karsin, bircok boélgemiz i¢in degismeyen durum kil kegi genotipinin
populasyon igerisindeki agirligidir. Tiirkiye’de tiim bolgelerde yetistirilen kil
kecileri, 6zellikle orman kenar1 ve dag kdylerindeki ekonomik diizeyi diisiik tarim
isletmelerinin baslica gida ve gelir kaynagidir. Ke¢i populasyonun az bir kismi ise
Ankara Kegisi ile Malta, Kilis ve Saanen gibi siit¢ii irklardan meydana gelmektedir.
Ulke hayvanciliginin  potansiyelinde ©6nemli bir yere sahip olan kegi
yetistiriciligimizin et, sit, tiftik, deri, kil gibi verimlerinin gelistirilmesi
gerekmektedir. Hayvansal {retimin artirilmasi, ¢evre kosullarin iyilestirilmesi
yaninda, hayvan 1rklarinin genotiplerinin 1slah1 ile miimkiindiir ve 1slah

caligsmalarinin yiiriitiilmesindeki en 6nemli ara¢ suni tohumlamadir.

Tiirkiye’de kecilerde genetik 1slah stratejilerinin ortaya konmasi gerekir. Kil
kecilerinin 1slahina yonelik, Kil kegilerinin sayilarini azaltilmasi i¢in Kil kegisi
yerine melez siit kegisini yayginlastiracak etkinlikler yogun olarak devam
ettirilmelidir. Bu konularda yapilan g¢aligmalarda basarili olundugu gozlenmistir.
Yapilmasi1 gereken is keci yetistiriciliginde giderek artan damizlik sorununun
¢Oziimiidiir. Tikanan nokta buradadir. Keci yetistiriciliginde damizlik gereksinimini
karsilamak iizere Saanen 1rki siitcii genotipler gerekmektedir. Bu noktada
dondurulmusg teke spermasi ile yapilacak sun’i tohumlamalarin 6nemi daha da
artmaktadir. Suni tohumlamanin yayginlastirilmasindaki en énemli unsur spermanin

dondurularak uzun sureli saklanmasidir.
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Kegilerde dondurulmus spermayla ile yapilan tohumlamalardan elde edilen
fertilite orami biiyiikkbas hayvanlardaki tohumlamalardan daha disiiktir. Bunun
nedeni kullanilan sulandiricilarin, sperma dondurma ve tohumlama tekniklerinin
yeterince gelistirilmemis olmasidir. Teke spermasi i¢in kullanilan sperma yikama,
sulandirma, dondurma tekniklerinin optimum motilite ve fertiliteyi saglayacak

nitelige kavusturulmasi i¢in bu yonde arastirmalar devam etmektedir.

Yapilan bu tez caligmasinin amaci, teke spermasinin dondurulmasinda
kullanilan baz1 sulandiricilarin ~ karsilastirilmasi  ile  sulandiricilara  katilan
antioksidanlarin  ¢ozdiirme sonrast  spermatolojik  parametrelere  etkisinin

arastirtlmasina yonelik olmustur.

Doktora Ogrenimim ve tez calismam siiresince yardim ve desteklerini
esirgemeyen danisman hocam Sayin Prof. Dr. Ali DASKIN’a, Anabilim Dali
Bagkanimiz Sayin Prof. Dr. Necmettin TEKIN’e ayrica Anabilim Dalinin tiim
akademik ve teknik personeline, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Ogretim Uyesi
Sayin Dog¢. Dr. Fattin CEDDEN’e, c¢alismamin istatistik degerlendirilmesinde
katkida bulunan Sayin Aytag¢ AKCAY’a, hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu

donemde de bana her zaman destek olan aileme siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

1.1. Saanen Kegisinin Irk Ozellikleri

1.1.1. Morfolojik Ozellikleri

Saanen 1rk1 kegiler, kirli beyaz ve krem renginde, kisa tiiyli ve genellikle
boynuzsuzdur. Derisi ince, elastiki ve pembe renklidir. Killar1 kisa, parlak ve siktir.
Tekelerde sakal iyi gelismistir. Disilerde genel olarak gerdanda tek veya c¢ift kiipe
bulunur. Disilerde bas zarif, gozler biiyiik ve parlak, kulak ince ve hafif sarkik veya
diktir. Saglam kemik yapili ve durusu muntazamdir. Meme siit yoniine uygun olarak
1yi gelismis olup, karin altina ve arka bacaklara dogru yayilmistir. Canli agirliklar
kecilerde 50 kg, tekelerde 65-70 kg dolayindadir (Ertugrul ve ark., 1993; Haris ve
Frederich, 1996; Kaymake1 ve Askin, 1997; Ozcan, 1989).

1.1.2. Verim Ozellikleri

Diinya’da kegci yetistiriciliginde yerli irklarin 1slah edilmesi amaciyla en ¢ok Saanen
k1 kegiler kullanilir. Bunun nedeni Saanen kegisinin farkli iklim ve c¢evre
kosullarina kolayca uyabilmesidir. Bu 1rkta siit verimi en basta gelen dzelliktir. Tyi
bakim-besleme sartlarinda ve kiigiik siiriilerde ortalama laktasyon siiresi 280 giin,
ortalama laktasyon siit verimi 750 kg’dir. Iyi bakim kosullarinda bu verim 1 ton’un
listiine cikabilmektedir. Siitteki yag oran1 % 3-4" diir. Ustiin siit verimleri yaninda
yemden yaralanma yetenekleri de oldukca yiiksektir. Hizli gelisme gosterirler ve
erken ¢agda seksiiel olgunluga erisirler. D6l verimleri yiiksek olup genellikle ikiz ya
da TUgliz yavru dogururlar ve bir batimdaki oglak sayis1 1,8-1,9 arasinda
degismektedir (Ertugrul ve ark., 1993; Haris ve Frederich, 1996; Kaymak¢1 ve
Askin, 1997; Ozcan, 1989).



1.2. Tekelerde Reprodiiksiyon

1.2.1. Tekelerde Reprodiiktif Organlar ve Fonksiyonlari

Tekelerde reprodiiktif organlar 4 grup halinde degerlendirilmektedir. Bunlar primer

iireme organlari, erkek eklenti bezleri ve dis genital organlaridir.

Primer Ureme Organlar

Testis: Testisler primer lireme organlardir. Saglikli, ergin tekelerde her bir
testis 100-150 g agirligindadir. Ciftlesme mevsiminde testisin ¢apt maksimum
diizeyine ulasir. Bu durum, ¢iftlesme doneminde spermatozoon iiretiminin artmasiyla
iligkilendirilmektedir. Testislerin iki ana gorevi vardir; birincisi erkek gametlerinin
iretimi (spermatozoa), digeri ise erkek  ilireme hormonlarinin (androjenler)
tiretimidir. Spermatozoa {iretimi androjenlerin {iretimine baglidir. Spermatazoa
{iretimi seminifer tubiillerde gergeklesir. Interstisyel dokuda bulanan leydig
hiicrelerinden de androjen firetilir. Tubulus seminiferus epitelyumunda bulanan
sertoli hiicreleri, spermatozoon gelisimi esnasinda bu hiicrelerin beslenmesini ve

gelisimini desteklemektedir (Evans ve Maxwell, 1987; Herman ve ark., 1994).

Epididimis: Epididimis testislerin posterior ve siiperior kisminda yer alir. Bag
(caput), govde (corpus) ve kuyruk (cauda) olmak {iizere {i¢ ana boliime sahiptir.
Tekelerde epididimis kanallar1 yaklasik 60 m uzunlugundadir. Her epididimisin
kuyruk (cauda) kisminda 12-16 milyar spermatozoon depo edilir. Epididimisin
baslica, spermatozoonlarin tasinmasi, yogunlagmasi, olgunlasmasi ve depolanmasi

gorevleri vardir (Evans ve Maxwell, 1987; Herman ve ark., 1994).

Deferent kanallar: Vas defens (duktus deferensler) spermayi kauda
epididimisten {iretraya aktaran (tasiyan) ince uzun boru seklindeki yapilardir. Vas
deferens kauda epididimisten ¢iktiktan sonra kaput epididimis yakinlarindan itibaren

kan, lenf damarlar1 ve sinirlerle bir arada seyrederek spermatik kordonu (funikulus



spermatikusu) olusturur. Bu yap1 da inguinal kanaldan abdominal kaviteye gecer.
Vezikiilo iirethralisin (sidik kesesinin) {ist iki yanindan seyreden duktus deferensler
kademeli olarak daha kalinlagarak ampulla duktus deferensi olusturur. Bu iki ampulla
vezikular bezlere gore ¢ok daha kiiclik captadir. Ancak vezikiiler bezlere gore kalin
duvar yapisina sahiptir. Her iki ampulla prostatin altindan gegerek vezikiiler bezin
sekretorik kanaliyla birleserek (bu durumda kanal duktus ejekulatoryus ismini alir)

iretraya agilir (Evans ve Maxwell, 1987; Herman ve ark., 1994).

Erkek eklenti bezleri

Tekelerde erkek eklenti bezleri olarak prostat, vesikula seminalis ve bulbouretral

glandlar bulunmaktadir.

Prostat: Tekelerde prostat kiigiik ve yayilmis durumdadir. Uretranm etrafin
saran prostat bezi iki boliimden olusmaktadir. Bu iki bdliim corpus prostatae ve pars
disseminate prostat olarak isimlendirilir. Alkali icerikli bir salg1 yaparak {iretranin ve

vaginanin asidik ortamini nétralize ederler.

Vezikiiler Bezler: Vezikiiler bezler (glandulae vesiculares) eskiden spermanin
depo edildigi yer oldugu diisliniilmekteydi. Bu yanlis degerlendirme nedeniyle
seminal kese olarak adlandiriliyordu. Vezikiiler bezlerin yiiksek konsantrasyonda
potasyum, sitrik asit ve bir ¢ok enzimi icerdigi belirlenmistir. Yiiksek flavin icerigi
nedeniyle sekret icerigi ruminantlarda yesil renklidir. Igerigin pH’s1 5,2 ile 6,2

arasinda degismektedir.

Cowper bezleri (bulboiirethral glandlar): Uretranin pelvik bosluktan ¢iktigi
kisimda yer almaktadir. Ejalillasyonda spermatozoa transportunda goérev alir.
Ciftlesme Oncesi lretranin temizlenmesinden sorumlu bir bezdir. Alkali igerikli
berrak bir salg1 yapar (pH 7,5-8,2). On hazirlik yapmaksizin (kizistirma/teasing) suni
vajenle alinan spermada bol miktarda bulunur (Evans ve Maxwell, 1987; Herman ve

ark., 1994).



Dis Genital Organlar

Eksternal iireme organlari penis, skrotum ve prepisyumdan olusmaktadir. Penis
spermanin disi genital kanala birakilmasinda gorev alir. Penis ucunda bulunan glans
penis ejeakiilasyon refleksinin uyarilmasinda rol alan en 6nemli organdir. Prepisyum
deriden meydana gelen ve penisin korunmasini saglayan bir yapidir. Skrotum ise
icinde testislerin bulundugu bir yap1 olup, en 6nemli gorevi; testisin 1sisin1 regiile
ederek spermatogenezisin diizenli olarak sabit ve viicut 1sisindan diistiik bir 1sida

yapilmasini saglamaktadir (Evans ve Maxwell, 1987; Herman ve ark., 1994).

1.2.2. Tekelerde Ergenlik (Pubertas)

Erkek oglaklarda eseysel olgunluk; dollenme (fertilizasyon) yapacak nitelikte sperma
tiretimi yapmalar1 ve cinsel istek (libido) gostermeleri durumudur. Disi kegilerde
oldugu gibi, erkeklerde de ergenlik yasi; 1rk, 1s1, 151k ve beslenme gibi c¢evresel
etkilere bagli olarak farklilk gostermektedir. Erkekte ergenlik yasi,
spermatogenesis’in baglamasi olarak kabul edilirse de, pratikte ergenlik yasinin
saptanmasi, ejakulatta spermatozoalarin ilk kez goriilmesiyle yapilir (Elwishy ve
Elsawaf, 1971; Madani ve Rahal, 1988; Chakraborty ve ark., 1989; Deveson ve ark.,
1992; Bilaspuri ve Singh, 1992).

1.2.3. Tekelerde Eseysel Davranmslar

Geng tekelerde seksiiel davraniglarin (koklama, flehmen, siirtinme davraniglart ve
asim) goriilmesi 1rklar arasinda birka¢ aydan (avrupa irklari) bir yila kadar
(Damaskus ve Ankara Tekesi) degisiklik gosterir. Ozellikle sifat sezonunda, boynuz
diplerinde tekeye 0zgli koku bezleri aktiflesir, koku salinimi artar. Libido ya da
cinsel istek, ergenlikten once gelismeye baslar, ergenlikle birlikte oldukga sabit bir

diizeyde, tiim yasam boyu siirer. Cinsel istek, kalitsal faktorlere bagli olmakla



birlikte, temel olarak testesteron hormon sentezi ve salgisina baglidir. Cinsel istek ya
da libido kendini “flehmen “ ya da “olfaktorik refleks” ile belli eder. Genellikle
kizgin disinin perineum bdlgesinin koklanmasi ya da sidiginin koklanmasindan sonra
sekillenir. Bas ve boynun tam olarak gerilmesi, burun deliklerinin acilip kapanmasi

ve iist dudagin yukart dogru kivrilmasi ile karakterizedir (Fraser, 1980).

Tekede seksiiel davranislar, testikular boyut ve sperma iiretimi sezonal olarak
meydana gelen fotoperiyodik degisimlerce etkilenir. Tekelerde beslenmenin
iyilesmesine ragmen bahar siiresince seksiiel aktivitede diisme tespit edilmistir.
Hayvanlara ciftlestirme denemeleri yapilarak, bu diislis azaltilmistir (Corteel, 1981).
Yazin sonlarma dogru ve sonbahar doneminde Avustralya kasmir tekelerinde,
sekstiel aktivitenin yeniden baslamasi, canli agirliktaki, bliylimedeki, skrotal ¢evre
Olciisiindeki, testesteron konsantrasyonundaki ve beslenmedeki degisimlerle

iliskilendirilmektedir (Walkden-Brown ve ark., 1994a).

1.2.4. Ureme (Ciftlesme) Mevsimi

Teke, yilin her mevsiminde dolerimsel aktivite gostermekle birlikte, sperma
veriminde ve kalitesinde fotoperiyoda bagl olarak degisimler gozlenir. Giin 15181n1n
azalmaya basladigt normal sifat sezonunda, testesteron ve LH’imn kandaki
diizeylerinde, testis agirhiginda ve dolayisiyla spermatolojik aktivite de artiglar
goriiliir (Bon Durant, 1979; Muduuli, 1979). Sezonal wrklarin ¢iftlesme mevsimi
sonbahar ve erken kis donemidir. Tersi olarak, tropik ve subtropik irklarda tiim yil

boyunca goriiliir veya fotoperiyot disindaki diger faktorlerce etkilenir (Restall, 1991).

1.2.5. Spermatozoon Uretimi (Spermatogenezis)

Spermatogenezis islemi, fotal hayatta baslamaktadir. Erken fotal hayatta seminifer
tubiil duvarinda yer alan primordial hiicrelerden spermatogonia denilen kok hiicreler
sekillenmektedir. Gelisen spermatogonialar pubertaya erisim zamanina kadar inaktif

kalir, daha sonra ise spermatozoon iiretimi i¢in boliinmeye baslarlar. Kok hiicre



spermatagoniumlar1 diploid sayida kromozom (2n:60) igerir ve pubertasa kadar daha
fazla sayida diploid spermatozoa iiretmek icin mitotik bdliinmelere ugrar.
Boliinmeler sonrasi olusan yeni spermatogoniumlar kok hiicrelerden farkli olup, son
asamada primer spermatositlere farklilagir. Primer spermatositler mayotik boliinmeye
ugrar, Once sekonder spermatositler onlarin da mayotik boliinmesiyle de spermatidler
olusur. Spermatidler spermiogenesiz islemiyle bir takim morfolojik degisiklige
ugrayarak spermatozoa halini alirlar. Bu siirecte yaklasik 22 giin siirer (Evans ve

Maxwell, 1987).

1.2.6. Sperma Verimi ve Spermatolojik Ozellikler

Tekelerde her bir testisin giinliik {irettigi spermatozoon sayisi, 2,76 dan 7,23 milyar
arasinda degisiklik gostermektedir. Bu fazlaligin nedeni sezonal veya tiirler arasi

farkliliklardan kaynaklanmaktadir (Walkden-Brown ve ark., 1994b).

Tekelerde sperma verimi ve niteligi lizerine mevsimin, yasin, irkin ve bireysel
ayrim gibi etmenlerin payr vardir. Tekelerde sperma iiretimi biitiin y1l boyunca
araliksiz devam etmesine ragmen mevsimsel degisikliklerden etkilenebilir (Devendra

ve Burns, 1983).

Tekelerde sperma iiretimi ve libido yazin en diisiik olup giin uzunlugu gibi
uyarici etmenlerle bu donemde de ¢iftlesebilirler. Spermatozoa motilitesi kisin en az,
sperma {iretimi ve spermatozoa motilitesi ise sonbaharda en yiiksek olup goreli
olarak azalir. Gilin uzunlugunun azalmasiyla birlikte iireme etkinligi, yaz mevsiminin
sonlarinda ve sonbahar mevsiminde en yiiksek diizeye yaklasir. Anilan donemlerde,

testesteron salgisi en list seviyeye ulasir (Copland, 1984; Hafez , 1993).

Tekelerde ejakiilat miktar1 az olurken spermatozoa yogunlugu yiiksektir.
Sperma kivamu diger etkiler yaninda daha ¢ok spermatozoon sayisina bagli olarak
sulu kivamdan koyu kivama kadar degisir (Blokhius, 1962). Teke spermasi beyaz,
krem, ya da agik sar1 renktedir. Teke spermasi kimi arastiricilarca (Eaton ve ark.,

1952) 0,7-2,0 ml olarak belirtilirken, kimi aragtiricilara (Ewans ve Maxwell, 1987)



gore de tekelerde sperma miktar1 0,5-1,5 ml arasindadir. Spermatozoa yogunlugu
1,5-5 milyar/ ml arasindadir. Spermatozoa motilitesi genelde % 75°den ytiksektir.

Teke spermasi kog¢ spermasina gére donmaya kars1 daha dayaniklidir (Ak, 2000).

1.2.7. Tekelerde Dolermenin Hormonal Mekanizmasi

Testis fonksiyonlari; spermatozoa ve androjenlerin iiretimi, hipofizden salgilanan
gonadotropinler tarafindan saglanmakta ve diizenlenmektedir. Pubertaya ulagmis
geng tekede, ¢evresel, psikolojik, metabolizmal ve diger endojen faktorlerin merkezi
sinir sistemine etkisiyle hipotalamus uyarilir. Uyarilan hipotalamus, Gn-RH sentezler
ve salar, hipotalamo-hipofizel portal damar aracilifiyla tasmnan Gn-RH,
adenohipofizde gonadotropik komplex hormonlarinin yapimina ve salinimina neden
olur. Salinan gonadotropik hormonlardan FSH, tubulus seminiferusun bazal kismini
doseyen ve gonadal hiicrelere desteklik eden  hiicrelerin sertoli hiicrelerine
doniisiimiinii ve LH ile birlikte spermatogenik aktiviteyi baglatir. Artan miktarda
FSH salinimi, seminiferus tubullerde sentezlenip, salgilanan bir “non-androgenik
hormon” olan inhibinin olumsuz geri etkisi ile hipotalamus ve hipofiz ilizerine etkisi
ile kontrol edilir (Setchell, 1980; Houp ve Wolski, 1982). FSH ile birlikte artan LH,
leydig hiicrelerini etkileyerek artan miktarda testesteron hormonu iiretimine ve
salmmmina ve ayrica spermatogonik siklusta, bir bagka deyisle spermatogonikal
farklilagmada rol oynar. Testesteron salinimi, olumsuz geri- etki ile hipotalamus veya

hipofiz bezini etkileyerek LH salinimini kontrol eder (Muduuli ve ark., 1979).

Yetistirme mevsimi disinda giin uzunluguna bagli gonadotropin saliniminda bir
azalma olmasina ragmen, spermatozoa ve androjen iiretimi i¢in yeterli diizeyde
gonadotropin iiretimi ger¢eklesmektedir. Yine de bu donemde testis biiyiikliigiinde,
spermatozoa iiretiminde ve fertilitede diismeler olmaktadir (Evans ve Maxwell,

1987).



1.3. Teke Spermasinin Dondurularak (Uzun Siireli) Saklanmasi

Teke spermasmin ilk kez Smith ve Polge (1950) tarafindan dondurulmasindan ve
Barker (1957)’in dondurulmus ¢6zdiiriilmiis tek spermasinin pratik uygulamalar igin
yetersiz oldugunu belirtmesinden bu yana, bir¢ok arastirmaci teke spermasinin
dondurulmasma iliskin arastirmalar yapmistir. Ilk zamanlarda, teke spermasimi
dondurmak amaciyla ¢ogunlukla bogalar i¢in gelistirilen sulandiricilar denenmistir.
Belirtilen fertilizasyon sonuglart ise yetersiz (% 3-15), orta (% 20-48) ve glivenilir
(% 70’ e kadar) diizeylerde olmustur.

Teke spermanin saklanmasi, 6zellikle de dondurulmasi, spermatozoonlarda,
yapisal, biyokimyasal ve fonksiyonel hasara neden olur. Bunun sonucu olarak,
motilite ve canlilikta kayip goriiliir. Motilite ve canliliktaki kayiplar fertilite oranini
etkiler. Bu nedenle dondurulmus spermanin fertilitesi, taze spermaninkinden daha

diisiiktiir. (Maxwell ve Watson, 1996; Purdy, 2006).

1.3.1 Teke Spermasinin Dondurulmasinda Kullanilan Sulandiricilar ve

Kriyoprotektanlar

Spermatozoa natif spermada uzun siire canli kalamadigindan kullanilan

sulandiricilarin bazi temel 6zellikleri tasimasi gereklidir.

Buna gore sulandiricilar;

e Laktik asit olusumuna bagli pH degisikliklerini telafi etmek icin buffer roli
oynamali,

e Ortamdaki elektolit dengesini ve optimum ozmotik basinci devam
ettirebilmeli,

e Spermatozoonlar i¢in besin ve enerji temin etmeli,

e Patolojik olanlar dahil mikroorganizmalarin iiremesini durdurabilmeli,



e Hizli sogutma ve 1s1 sokuna karsi koruyucu olmalidir.
Bu temel faktorlerin disinda sulandiricilar ekonomik, rutin sartlar altinda
nispeten hazirlamasi kolay ve sulandiriciy1 olusturan maddeler mutat laboratuar veya
kimya acentelerinden kolayca temin edilebilmelidir (Hafez, 1993, Evans ve

Maxwell, 1987).

Spermatozoanin metabolik aktivitesi hidrojen iyonlarinin agiga c¢ikmasina
neden olur. Ac¢iga ¢ikan bu iyonlarin taginmasi i¢in bir mekanizmanin olmamasi
sulandirict pH’sinin  diigmesine ve dolasiyla motilite ve ve fertilite giicliniin
azalmasina yol ac¢maktadir. Bu nedenle tampon soliisyonlarin sperma
sulandiricilarinda kullanilmasi zorunludur (England, 1993). Spermatozoa genellikle
pH degisikliklerine kars1 dar bir tolerans araligina sahip oldugundan, sulandiricilarin
buffer 6zelliginde olmas1 gereklidir. Metabolik aktivite sogutulan spermada kayda
deger kaldigindan tampon maddeleri 6zellikle spermanin dondurulmadan onceki
sogutma donemlerinde 6nemlidir (Arthur ve ark., 1996). Sperma sulandiricilarinin
ozmotik basinci ve pH’ s1 kan plazmasi, seminal plazma, diger viicut sivilarinda
oldugu gibi izotonik veya izo-ozmotik ve ndtrale yakin veya hafif asidik olmalidir

(Herman ve ark., 1994).

Sulandiricilarda ozmotik basing ve hidrojen iyon konsantrasyonunu ayarlamak
icin sitrat (2,9-trisodyum sitrat dihidrat), tris (hidroksimetil aminometan), sitrik asit
ve fosfat gibi tampon maddeleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Tris en yaygin
olarak kullanilan tampon maddelerdendir. Ayrica tris hiicre icine niifus ederek K
alimmi disiirdigi ve bu sayede yiikksek oranda K’un sogutma esnasinda
spermatozoonlar {izerindeki olumsuz etkileri azalttig1 kabul edilmektedir. Yagsiz siit
tirtinleri de sulandiricilar i¢in buffer 6zelligine sahiptir. Siite dayali sulandiricilarda
bulunan laktoz fark edilebilir oranda spermatozoa tarafindan metabolize edilemez.
Ancak sulandiricilarda laktoz kullanildiginda tampon madde gerekli degildir (Peters

ve Ball, 1995; Arthur ve ark., 1996).

Bir¢ok sulandiriciya spermatozoanin yasamasi igin gerekli olan enerjiyi temin

eden fruktoz ve glukoz gibi sekerler ilave edilmektedir. Tirler arasinda sekerlerin
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kullanma oranlar1 degismekle birlikte, genel olarak spermatozoa glukoz, fruktoz,
mannoz ve arabinoz  gibi basit sekerleri enerji kaynagi olarak kolayca
degerlendirebilir (Arthur ve ark., 1996). Glukoz fruktoza gore hiicre
membranlarindan daha iyi niifus edebilir ve sulandiricilarda yaygin olarak kullanilir.
Glukoz gibi basit sekerlerin yoklugunda, spermatozoa hiicrenin zararma hiicreler
aras1 fosfolipitleri kullanir (Klemn, 1993). Dondurulan spermatozoada metabolik
aktivite gecici olarak durduruldugundan enerji temini nispeten daha az onemlidir.
Zira spermatozoonlar dondurulmadan 6nce ¢ogunlukla sadece birkag saat ic¢in aktif
kalirlar. Ancak sperma sogutularak kullanildiginda spermatozoon metabolizmasi
birka¢ giin takviyeye ihtiya¢ duydugundan enerji temini daha onemlidir (Arthur ve

ark., 1996).

Sogutmanin zararh etkilerine karsi spermatozoayr korumanin en etkili yolu
spermaya yumurta sarisi, slit veya bunlarin yapisinda bulunan lipoprotein, lesitin,
sefalin ve protein gibi biiyiik molekiil agirlikli benzer bilesiklerin katilmasidir.
Sulandiricilara katilan yumurta saris1 fosfolipit yapisinda olup spermatozoay1 soguk
sokundan korudugu ve diizenli olarak sulandiricilara katilmasi gerektigi
bildirilmektedir. Gerekli olana yogunlugu tiirlere gore farkli olmakla birlikte
genellikle % 3-25 oranlarinda sulandiriciya katilmaktadir. Yumurta sarisin1 soguktan
koruyucu etkisi tam olarak bilinmemekle birlikte, Yumurta sarist muhtemelen iki
belirli faktorde rol oynamaktadir. Bu faktorler, soguk sokuna karsi hiicreleri
korumasi (direng faktorii) ve bir dereceye kadar spermatozoanin yagaminin devamina
yardimc1 olmasidir (muhafaza faktorii). Yumurta sarisi fosfolipitleri bir direng
faktorii olarak gorev yaparken, lipo-protein kompleksi hem direng hem de muhafaza
faktorii olarak rol oynamaktadir. (Kampschmidt ve ark., 1953; Pace ve Graham,
1974; Foulkes, 1977). Yumurta sarisinin seminal plazma proteinlerine baglanarak,
spermatozoon membranint seminal plazma proteinlerinin zararli etkilerinden

korudugu bildirilmektedir (Bergeron ve Manjunath, 2006).

Spermanin dondurulmasinda kullanacak sulandiricida kriyoprotektif 6zellikli
maddelerin bulunmasi gereklidir. Kriyoprotektanlar (soguk sokuna karst koruyucu

maddeler) hiicrenin sogutulmasi, dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi esnasinda gelisen
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fiziksel, kimyasal ve oksidatif stresi ve bunlardan dogan 1s1 soku, ozmotik degisim,
intaseliiler kristal olusumunu azaltmak amaciyla kullanilmakta, direkt olarak
¢cozdiirme sonras1 spermatolojik parametreleri ve fertiliteyi etkilemektedir (Chen ve
ark., 1993; Ball ve ark., 2001; Funahashia ve Sao, 2005). Teke spermasinin
dondurulmasinda bir¢ok internal 6zellikli kriyoprotektan (gliserol, dimetilsiilfoksit
(DMSO), etilen glikol, propilen glikol ve bunlarin kombinasyonu) denenmis, fakat
en fazla kullanilan1 ¢6zdiirme sonrasi en iyi korumay1 saglayan gliserol olmustur.
Sulandiriciya katilim oranlart ise % 4-7 arasinda degisim gostermektedir. Gliseroliin
tek adimda ve 37°C’ta katilmasi diger katilim prosediirlerine gore optimum sonucu
saglamaktadir. Gliserol, dimetilsiilfoksit (DMSO), 1,2-propanediol gibi hiicre i¢ine
niifus edebilen kriyoprotektanlar sadece hiicrenin su kaybini azaltarak soliisyon
hasarin1 azaltmakla kalmazlar, ayni zamanda buz kristalleri olusumuna meydan
vermeyecek sekilde suyu tutarak donmanin etkilerini azaltirlar. Gliseroliin teke
spermasini dondurmak i¢in sulandiricilara katilmasindaki amag, buz kristalleri
olusumunu engellemektir. Buz kristallerinin olusumunu tamamen engellemek i¢in %
30’ dan fazla gliseroliin sulandiricilara katilmas1 gerekir. Etilen glikol ve propilen
glikol, teke spermatozoonlari icin gliserole gére daha az koruma saglar. Bu nedenle
gliserol teke spermasinin dondurulmasinda kullanilan baglica kriyoprotektan

olmustur (Leboeuf ve ark., 2000; Purdy, 2006).

Teke spermasinin dondurulmasinda ¢ok degisik sulandiricilar denenmistir. En
cok siit, yumurta saris1, ya da temel bilesimler olarak ikisinin kombinasyonunu igeren
sulandiricilar kullamlmustir. Ozellikle, siit ve yumurta saris1 spermatozoalar1 soguk
sokuna kars1 korudugu igin tercih edilmektedir (Memon ve ark., 1985). Spermanin
kalite ve fertilitesi dikkate alindiginda en iyi sperma sulandiricis1 mevcut olmamakla
birlikte, bilesenleri diizenlenmis inek siitii, sodyum sitrat- glukoz -yumurta sarisi,
laktoz -yumurta sarisi, sakkaroz -EDTA.CaNa2- yumurta saris1, raffinoz- yumurta
sarisi, spermasol- yumurta saris1, IVT (llini Variable Temperature)- yumurta sarisi
gibi bir ¢ok sulandirici teke spermasinin dondurulmasi i¢in incelenmistir. Cozdiirme
sonrasi1 canlilik ve fertilite oranlarinin degerlendirilmesi sonucunda sulandiricilar

arasinda onemli farklar belirlenememistir. En yaygin kullanilan sulandiricilar, yagsiz
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siit tozu- glukoz (Corteel, 1977) ve tris- sitrik asit- glukoz- yumurta sarisidir
(Salamon ve Ritar, 1982).

Teke spermanin dondurulmasinda sulandiriciya katilan yumurta saris1 ve siitiin
spermatozoonlara zararli etkileri oldugu belirtilmektedir. S6z konusu etkinin;
yumurta sarisinda bulunan lesitinin seminal plazmada bulunan fosfolipaz A2
enzimiyle ve siit sulandiricisinda bulunan bir komponent ile de bulbouretral baz
kokenli SBUIII olarak adlandirilan protein fraksiyonun reaksiyona girerek,
spermanin  sogutulmast ve dondurulmasinda yasamini baskiladigi, akrozom
reaksiyonunu uyardigt ve hiicre kromatinlerinde ayrigsmalara neden oldugi
bildirilmektedir (Roy, 1957; Iritani ve Nishikawa, 1961; Pellicer ve ark., 1997;
Leboeuf ve ark., 2000). Belirtilen olumsuz etkilerin giderilmesi i¢in, spermanin
yikanarak seminal plazmadan ayrilmasi gerektigi bildirilmektedir (Leboeuf ve ark.,
2000 ). Fakat baz1 yazarlar , yikama isleminin zaman kaybettirici bir iglem oldugunu,
yikamayla seminal plazmadaki bazi yararli bilesenlerin kaybedildigi ve yikama
islemi olmaksizin yapilacak dondurma isleminde diger isleme gore ¢ozdiirme sonrasi
spermatozooa kalitesi ilizerine bir farkliligin olmadigimi belirtmektedir (Ritar ve

Salomon, 1982; Villemure ve ark., 2003).

1.3.2. Teke Spermasinin Dondurulmasinda Basariy1 Etkileyen Faktorler

Teke spermasinin dondurulmasinda bir¢ok faktér etkili olmaktadir. Bunlar soyle
siralanabilir:

a) Spermasinin dondurulmasinda infertil ya da damizlik degeri olmayan erkeklerin
kullanilmasi,

b) Seminal plazmasinin ayrilmis olup olmadigina, yikama yontemine, yikamada
kullanilan yikama soliisyonunun igerigine, yikamanin yogunlugu (sulandirma oran
ve santrifiij sayist),

¢) Dondurmada kullanilan sulandiricinin igerigi ve yumurta sarisinin olup olmamasi,
d) Sulandirmanin yontemi, gliseroliin eklenmesi ve konsantrasyonu,

e) Dondurmadan once, ekilibrasyonun uygulanip uygulanmamasi ve stiresi,
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f) Mini (0,25 ml) veya orta boy (0,50 ml) payet veya pelet yontemi ile dondurma
teknikleri,
g) Dondurulmus spermanin ¢ozdiiriilmesi (Leboeuf ve ark., 2000)

1.3.3. Teke Spermasinin Sulandirilmasi ve Sulandirma Oram

Teke spermasmin sulandirilmasi bir ya da iki etapta yapilabilmektedir. Iki etaplh
sulandirmada, spermanin tekeden alimindan sonra kriyoprotektan icermeyen
sulandiriciyla, final sulandirma oraninin yarisiyla sulandirilmakta ve daha sonra 5 °C
‘ta lizerine kriyoprotektan iceren sulandirici ile ilk sulandirict miktar1 kadar
eklenerek final sulandirma islemi gerceklesmektedir. Iki etapli sulandirmanin
digerine bir Ustlinliigli olmadig1 bildirilmistir. Tek etapli sulandirma, sulandirici
hazirlama ve spermanin sulandirilmasi islemini kolaylastirmas1 bakimindan tercih

edilmektedir (Evans ve Maxwell, 1987).

Spermanin sulandirma orani, optimum tohumlama dozunun eldesinde 6nemli
olmaktadir.  Sulandirma  islemi  1:1-1:23  (sperma:sulandirici)  oranlar
yapilabilmektedir (Purdy, 2006). Bazi aragtiricilar da basarili dondurma ve fertilite
oranmnin ml’de 80-500 x 10° oraminda spermatozoaya sahip numunelerden elde
edildigini bildirmislerdir (Ritar ve Salomon, 1983; Ritar ve ark., 1990). Servikal
tohumlamada kullanilacak dondurulmus ¢o6zdiiriilmiis spermanin bir tohumlama
dozunda yaklasik 200 x 10° milyon, serviks araciligiyla intrauterin tohumlamada 60
x 10° milyon, laporoskop tohumlamada ise 20 x 10° milyon motil spermatozoa

olmasi gerektigi belirtilmektedir (Evans ve Maxwell, 1987).

1.3.4. Teke Spermasini Dondurma Yontemleri

Sulandirilmis teke spermasi 4-5°C” de ekilibrasyona (1,5- 4 saat) birakildiktan sonra,
payet veya pelet seklinde dondurma islemi gergeklestirilir. Normal kosullarda,
sperma igeren payetler yatay olarak sivi azotun 4-5 cm lizerinde, sivi azot buharinda
7-8 dakika tutulur ve bu siirenin sonunda siv1 azota daldirilir. Fransa’da, payetlerin

Once s1vi azotun 16 cm Ustiinde 2 dakika sonra ise 4 cm lizerinde 3 dakika tutulmasi
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onerilmektedir. Donma hiz1 payetlerin sivi azot seviyesinden uzakligi ve payetlerin
hacimlerine gore degisebilir (Evans ve Maxwell, 1987; Leboeuf ve ark., 2000).

Pelet yonteminde ise, dondurma kuru buzda (-79°C’ de) gergeklestirildikten
sonra peletler sivi azota aktarilir. —79°C” da dondurmanin hizi peletlerin hacmine
bagli olarak degisebilir. Spermanin payet veya peletteki hacmi dondurma hizi {izerine
onemli etkiye sahiptir. Fakat, dondurma ¢6zdiirme sonrasi canlilik orani iizerine
etkisi goriilmemistir. Payetlerin 6nceden sogutulmus ag veya delikler acilmis metal
ylizey lizerinde dondurulmasinin, sadece iki noktadan temas saglayan yonteme gore
daha iyi sonug verdigi belirtilmektedir. Bu durumun, ¢ok noktadan temasi saglayan
rafin ani donmay1 engelleyerek veya en aza indirerek sicaklik dalgalanmasinin 6niine
gecmesinden kaynaklandig belirtilmektedir (Ritar ve ark., 1990). Cozdiirme sonrasi
canlilik ve fertilite oranlarmma bakildiginda pelet yonteminin payete gore {istiin
olmasina (Ritar ve ark., 1990) ve payet yonteminin daha fazla zaman almasina
ragmen (Corteel, 1981), tercih edilen yontem payet seklinde dondurmadir. Ciinkii, bu

yontem sperma miktariin en dogru sekilde belirlenmesini saglamaktadir.

1.3.5. Teke Spermasinin Cozdiiriilmesi

Cozdiirme sonrasi en iyi fertiliteyi elde etmek amaciyla, ¢esitli ¢ozdiirme sicakliklar
ve siireleri Onerilmektedir. Payet veya pelet seklinde dondurulmus spermanin
37°C’de 30 saniyede ¢Ozdiiriilmesi kabul edilebilir fertilite sonuglari vermistir
(Salamon ve Ritar, 1982; Corteel, 1977). Deka ve Rao (1987) yaptiklar1 calismada,
en iyi sonucu 37 °C de 30 saniyede almiglardir. Andersen (1969) ise 75°C” de 10
saniyede ¢Ozdiirmenin 37°C’ de 30 saniyede ¢ozmekten daha iyi sonu¢ verdigini
belirtmistir. Tuli ve ark. (1991) Boer kegilerinin kullanildig1 ¢alismada, payetlerin 70
°C’ de 7 saniyede ¢ozdiirmenin hem 37 °C’ de 2 dakikada hem de 40 °C’ de 20
saniyede cozdiirmekten {istiin oldugunu bulmuslardir. Fakat, saha kosullarinda
yapilan suni tohumlamada 37 °C” de 30 saniyede ¢6zdiirmenin daha uygun olduguna
dikkat edilmelidir. Boylece ¢6ziilmiis spermanin asir1 1sinmasinin oniine gecilmis

olur.
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1.4. Serbest Radikaller (Oksidanlar)

Atomlar, nétron ve protondan olusan bir ¢ekirdekle, bu ¢ekirdegin ¢evresinde donen
elektronlardan olusurlar. Atom c¢ekirdeginin g¢evresindeki, elektronlarin bulundugu
bosluga da orbital denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1]) olan iki elektron

bulunur. Bu elektronlara eslenmis veya ortaklanmig elektronlar denir (Dikici, 1999).

Atom veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslesmis ve ters
pozisyonda yer aldiklarinda kararli bir yap1 gosterirler. Bu kararli yap1 eslesmemis

elektron bulundurduklarinda bozulur (Halliwell, 1987; Basaga, 1990; Firat, 1997).

Serbest radikaller; bu sekilde atomik veya molekiiler yoriingesinde bir veya
daha fazla sayida eslesmemis “elektron” bulunduran basit bir molekiil, atom veya
iyondur. Baska bir ifadeyle serbest radikaller, negatif yiiklii elektron sayisinin, pozitif
yukli proton sayisi ile esit olmadigi molekiillerdir Serbest radikallerdeki
ciftlenmemis elektronlar kararli duruma ge¢mek ister ve kararli halde bulunan bir
bilesikten elektron alarak, bu bilesigi yeni bir serbest radikal haline doniistiiriir.
Serbest radikallerin baglattigi bu zincirleme reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar

tarafindan durduruluncaya kadar devam eder (Akkus, 1995; Yanbeyi, 1999).

Serbest radikal molekiilleri eslenmemis elektron igceren, ¢ok kararsiz, diger
molekiillerle ¢ok hizli reaksiyona giren ve kimyasal olarak kararli hale gecebilmek
icin elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile saldirdiginda
onun elektronunu ¢alarak okside eder ve bu yeni molekiiliin kendisi bir serbest
radikal haline doniislir. Bu sekilde basliyan bir zincir reaksiyonlar dizisi canli
hiicrenin zarar gormesi ile sonuglanir. Serbest radikallerin yarattig1 en biiyiik zarar
hiicre zarlar lizerinedir. Bunlar hiicre zarlarindan elektron ¢alarak eslenir, hiicre zar1

ve sonug olarak hiicre yapisin1 bozar (Kiling, 1985; Holley ve ark., 1993).

1.5. Serbest Oksijen Radikalleri ve Reaktif Oksijen Tiirleri
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Biyolojik sistemlerdeki en 6nemli serbest radikaller oksijenden olusmus radikallerdir
(Cheeseman ve Slater, 1993; Akkus, 1995). Oksijen, kararsiz yapisini giderebilmek
icin baska bir oksijen atomunun dis yoriingesindeki iki elektronu ortaklasa
kullanarak “Oksijen Radikalleri”ni olusturur. (Naqui ve Chance, 1986; Grisham ve

Granger, 1989; Firat, 1997; Stahl ve ark., 2002).

Serbest oksijen radikalleri, oksijenin belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu
cok kisa omiirlii ve gii¢lii oksidan nitelikli oksijen metabolitleridir. Bunlar su sekilde

siralanabilir:
1. Siiperoksit radikali (O,
2. Hidroksil radikali (OH")
3. Singlet oksijen (O;)
4. Peroksil radikali (ROO)
5. Hidrojen peroksit (H,O;)

Bu reaktif maddeler bazi1 biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler.
Etraflarindaki molekiiller ile reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale

gelirler (Frei, 1994; Battal ve ark., 1995; Yanbeyi, 1999).

Organizmada cesitli reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan siiperoksit (O7), hidrojen
peroksit (H,O, ) ve hidroksil (OH") radikalleri bilinen en 6nemli radikalik yapilardir.
Ayrica serbest radikallerin etkisi sonucu alkoksil radikali, peroksil radikalleri ile
oksijen merkezli olmayan diger radikaller de meydana gelir. Bunlarin tiimiine reaktif
oksijen tiirleri denir (Cheeseman ve Slater, 1993; Erenel ve ark.,1993). Reaktif
oksijen tiirleri, maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre fonksiyonlarin

bozarlar (Battal ve ark., 1995).

1.6. Serbest Radikallerin Meydana Getirdigi Hiicresel Hasar
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Serbest radikaller viicutta antioksidan savunma mekanizmasinin kapasitesini astiklari
zaman cesitli bozukluklara yol agarlar. Karbonhidrat, lipid, protein ve DNA gibi
biyomolekiillerin tiim simniflar1 ve tiim hiicre komponentleri ile etkilesme 6zelligi
gostererek hiicrede yapisal ve metabolik degisikliklere neden olurlar (Cheeseman ve
Slater, 1993; Akkus, 1995; Gutteridge, 1995; Yanbeyi, 1997; Dikici, 1999). Serbest
oksijen radikallerinin etkileri ¢ok genis bir alanda goriiliir, fakat hiicre

zedelenmesinde 4 reaksiyon 6nemlidir.

1.6.1. Lipitlerle Serbest Radikallerin Etkilesimi

Serbest radikallerin en onemli etkisi lipitler lizerine yaptig1 etkidir. Bu olay lipit
peroksidasyonu olarak adlandirilir. Lipit peroksidasyonu aerobik metabolizmanin
geregi olarak siirekli gerceklesmektedir. Ozellikle hiicre membranlarinin yapisinda
bulunan poliansatiire (doymamis) yag asitleri, ihtiva ettikleri fazla sayidaki cift
baglar nedeniyle serbest radikal hasarina en duyarh lipit yapilardir (Halliwell ve

Gutteridge, 1984a; Halliwell ve Gutteridge, 1984b; Niki, 1987).

1.6.1.2. Proteinlerle Serbest Radikallerin Etkilesimi

Proteinlerin ~ serbest radikal hasarindan etkilenme dereceleri aminoasit
kompozisyonuna baglidir. Doymamis ve siilfiir igeren molekiillerin serbest
radikallerle aktivitesi yliksek oldugundan sistein, metiyonin, trozin, histidin gibi
aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenir. Serbest
radikalin etkisiyle proteinlerde molekiiler kiimelesme, boliinme, karst bag olusumu

gozlenir (Freeman ve Crapo, 1982).

1.6.1.3. Karbonhidratlarin Peroksidasyonu
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Glukoz, mannoz ve deoksi sekerlerin fizyolojik sartlarda otooksidasyona ugrayarak,
hidrojen peroksit ve siliperoksit radikali meydana getirdikleri bildirilmektedir

(Thornalley, 1985).

1.6.1.4. Oksidasyon Sonucu Genomik Yapilarin Degisimi

Serbest radikallerin, DNA molekiillerinde tek ve ¢ift iplik kirilmalarma, baz
diziliminde degisikliklere, baz eksilmelerine yol agtig1 bildirilmektedir (Moraes ve

ark., 1990; Erenel ve ark., 1993).

1.7. Serbest Radikallerin Spermatozoonlar Uzerine Etkisi

Spermatozoonlar ~ oksidatif ataklara karst  oOzellikle duyarhdirlar.  Ciinkd,
spermatozoonlar doymamis yag asitlerinden zengindir (Jones ve ark., 1979).
Spermatozoon hiicresindeki yag asitlerinin yaklasik % 50’ sini, alt1 ¢ift doymamis
bag iceren ve 22:6 olarak gosterilen dekosaheksanoik asit (DHA) olusturur.
Spermatozoonlarin plazma membranlarinin yiiksek oranlarda doymamis yag asidi
icermesinin nedeni sperm-oosit kaynasmasi i¢in gerekli olan membran akigskanliginin
saglanmasidir. Lipit peroksidasyonun sonucu olarak, plazma membran akiskanligini
ve Dbitiinliglinii kaybeder. Bu degisimlerin sonucu olarak spermatozoonlar
fonksiyonlarini vyitirir. Membran akiskanliginin kaybi, bu yapinin flizogenitesi
tizerine direkt etkiye sahiptir. Bunun sonucu olarak sperm-oosit kaynasmasi oranlari

belirgin sekilde diismektedir. (Aitken ve ark., 1993).

Spermatozoon hiicresinin oksidatif ataklara kars1 duyarli olmasinin bir nedeni
de, spermatozoonlarda normal hiicrelerin sahip oldugu, siiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GSH-PX) ve katalaz (KAT) gibi antioksidan enzim
etkinliklerinin, stoplazmalarinin az olmasi nedeni ile yetersiz veya yok olmasidir. Bu
enzimlerin yoklugu, oksidatif strese direnim acisindan ¢ok biiylik eksikliktir.

Aslinda, spermatozoonlarin antioksidatif etkinlikten yoksun olmalari normaldir.
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Ciinkii, dogal sartlarda altinda spermatozoonlar oksijen basincina maruz
kalmamaktadir. Fakat, gelistirilmis olan suni tohumlama yontemleri sonucunda,
dogal sartlar disinda direkt olarak oksijen basincina ve giin 1s1§ina maruz
kalmaktadir. Bu durum kac¢inilmaz olarak reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve
hiicresel hasar artiracaktir (De Lamirande ve Gagnon 1992a; 1992b).

Oksidatif stres yalniz, lipit peroksidasyonuna neden olan sperm fonksiyonlarini
etkilemez, ayn1 zamanda ATP kaybina da neden olur. Reaktif oksijen tiirlerine maruz
kalmis spermatozoonlarinin motilite kaybi, hiicre i¢ci ATP diizeyindeki ani diisiisle
iligkilendirilir. Glikolizisteki anahtar enzimler iizerine hidrojen peroksitin (H,0,)
direkt etkisi, bu degisimin sorumlu mekanizmasi olarak ileri siiriilmiistiir (Bilodeu ve

ark., 2000).

Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermada azalan antioksidan kapasite ve artan
reaktif oksijen radikal olusumu, spermatolojik parametreleri ve fertiliteyi olumsuz
olarak etkiler. Dondurulmus- ¢ozdiiriilmiis sperma, taze spermaya gore
peroksidayona daha  duyarhidir. Lipit peroksidasyonuyla artan reaktif oksijen
radikalleri iiretimi, spermanin ¢ozdiiriilmesi esnasinda en yiiksek seviyededir.
Cozdirme esnasinda spermatozoonlarin yliksek oranda oksijen kullanma kapasitesi,
serbest radikal olusumunda etkili faktordiir. Bu esnada gelisen hizli 1s1 artist
membranlarda faz degisimlerine ve membran lipitlerinde destabilizasyonuna neden
olarak membran lipit yapilarinin ve siilfidril gruplarinin miktar ve dagiliminda yeni
diizenlemelere yol acar. Bu durum reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu beraberinde
getirir. Reaktif oksijen tiirleri i¢inde tanimlanmis en toksik iirlinler siiperoksit anyonu,
hidrojen peroksit ve hidroksi radikalidir. Son zamanlarda aragtirmacilar spermanin
saklanmas1 sirasinda fertilitide ortaya c¢ikan azalmaya en Onemli sebep olarak
spermatozoon membran lipitlerinin peroksidasyonu oldugunu gostermektedirler. Bu
nedenlerden dolay1 teke spermasinin dondurma amagli sulandiricilarina antioksidan
maddelerin katilmasinin dondurma-¢dzdiirme sonrasit spermatolojik parametreler
tizerine olumlu etkileri olabilecegi disiiniilmektedir (Bilodeau ve ark., 2001;
Bilodeau ve ark., 2000; Chatterjee ve ark., 2001, Chatterjee ve Gagnon, 2001; Sinha
ve ark., 1996; Slaweta ve Laskowska, 1987).
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Memeli hayvanlarin  viicut sivilar1 ve reprodiiktif dokularinda yliksek
konsantrasyonlarinda bulunan antioksidan maddeler, eksojen olarak sperma
sulandiricilarina  katildiginda, spermadaki reaktif oksijen tiirlerinin (stiperoksit
anyonu, hidroksi radikali ve hidrojen peroksit) neden oldugu, hiicre membranindaki
doymamis yag asitleri ve fosfolipitlerin peroksidasyonunu minumuma
indirgemektedir. Boylece lipit peroksidasyonun neden oldugu hasar azaltilabilmekte
ve elde edilen ddlverimi dnemli Olclide yiikseltilmektedir (Aitken, 1989; Beconi ve
ark., 1991; Vishwanath ve Shannon, 1997; Donnelly ve ark., 2000; Lopez- Saez ve
ark., 2000).

1.8. Spermada Serbest Radikallerin Kaynagi

1.8.1. Lokositler

Her ejakiilat 16kositlerle bulasiktir ve 16kositlerin biiyiik bolimiinii ise graniilositler
olusturur (Wolff ve Anderson 1988; Amstrong ve ark., 1999). Ejakiilattaki
16kositlerin 6nemi; bunlarin oksijen radikallerinin giiglii {ireticileri olmalaridir.
Ciinkii notrofil l16kositlerin bakterileri fagosite ettikten sonra onlari dldiirmek igin
reaktif oksijen tlrleri irettigi ve kullandigi 1980’lerden beridir bilinmektedir.
Lokositler, hipoklorit ve siiperoksit molekiiliiniin ayrismasindan olusan singlet
oksijeni kullanmaktadir. Singlet oksijen, rastladig: tiim ¢ift baglarla reaksiyona girer.
Cok yiiksek 16kosit kontaminasyonu sperma kalitesini kot etkilemektedir (Wolff ve
ark., 1990). Yine de sperma Orneklerinin biiyiik ¢ogunlugu icin 16kositler tarafindan
iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin spermatozoon fonksiyonlarinin yeterliligi {izerine
onemli etkiye sahip olmadig1 gozlenmistir. Bu durum seminal plazmanin giiclii bir
antioksidan kaynagi olmasi ile bagdastirilmistir (Jones ve ark., 1979). Ancak,
seminal plazma yikama ile ayrildiginda durum dramatik olarak degismektedir.
Lokositler tarafindan {iretilen oksijen radikalleri spermatozoonlarin fonksiyonel

yeterliligine biiyiik ol¢lide zarar vermektedir (Aitken ve ark., 1994a).
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1.8.2. Spermatozoa

Lokositlere ek olarak, yiliksek diizeylerde reaktif oksijen tiirleri, kusurlu ve normal
spermatozoonlar tarafindan da iiretilebilir. Bu durum, 6zellikle diisiik spermatozoa
yogunlugu gosteren ve oligospermik drnekler i¢in gegerlidir (Aitken ve West, 1990)
Kusurlu spermatozoonlar tarafindan fazlasiyla iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin
ve peroksidatif hasarin ortaya ¢ikmasi, arta kalan stoplazmanin biiylik miktarlarda
alikonulmasi ile orta kisimda olusan hasarlarla iligskilendirilmektedir (Aitken ve ark.,
1994b). Diger taraftan normal spermatozoonlarda serbest radikallerin {iretiminden
sorumludur. Yapilan calismalarda kusurlu spermatozoonlara ek olarak normal
spermatozoonlarinda reaktif oksijen tiirlerini iirettigi belirlenmistir. Spermatozoonlar
l6kositlere benzer sekilde membrana bagli nikotin amid dintikleotid fosfat (NADPH)
oksidaz enzimi aracilifiyla ve mitokondrial solunum esnasinda reaktif oksijen

molekiilii tiretmekte ve bulunduklar1 ortama salmaktadirlar (Ball ve Vo, 2001).

Mitokondri igeren her hiicre oksijenli solunum yapmaktadir. Spermatozoon
motilitesini devam ettirmek amaciyla ATP’ ye ihtiya¢ duymaktadir. Ornegin boga
spermatozoonu sulu ortamda {irettigi ATP’nin yarisin1 motilitesini devam ettirmek
i¢in harcadig1 bilinmektedir (Halangk ve ark., 1990). Spermatozoon ¢esitli metabolik
yollarla ihtiyact olan ATP’ yi karsilamaktadir ve iki onemli yol glikolizis ve
mitokondrial solunumdur (Barthoov ve ark., 1980). Bu nedenle somatik hiicrelerdeki
gibi, spermatozoonlarda da mitokondriler reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminde 6nemli
merkezlerden birisidir, ayrica spermatozoonlarin orta kisminda bulunan mitokondria
somatik hiicrelerden ¢ok daha yogundur ve bu kisimdan reaktif oksijen tiirlerinin

sizmast s0z konusudur (Marti ve ark., 2003).

1.8.3. Spermaya Bulasmis Bakteriler

Erkek genital kanal enfeksiyonlarindan kaynakli, bakterilerin (6zellikle gram negatif

olanlar, Ornegin E. Coli) reaktif oksijen tiirlerinin {retimini tetikleyen

lipopolisakkarit (LPS) irettigi yapilan calismalar sonucunda belirlenmistir.
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Bakterilerin irettigi LPS ile muamele edilen spermatozoonlarin motilitesinin
olumsuz etkilendigi ve reaktif oksijen tiirlerinin tiretiminin belirgin bir sekilde arttig
tespit edilmistir. Ayrica tekrar antioksidanlarin eklenmesinin motilitede tekrar

lyilesme sagladig1 da gézlenmistir (Kenichiro ve ark., 2001).
1.9. Antioksidan Savunma Mekanizmalar:

Serbest radikallerin zararli etkilerine karst organizmada koruyucu mekanizmalar
vardir. Bu mekanizmalardan bir kismu serbest radikal olusumunu, bir kismi ise
olusmus serbest radikallerin zararli etkilerini 6nler. Bu islevleri yapan maddelerin
tiimiine birden genel olarak antioksidanlar denir (Frei, 1994; Akkus, 1995; Yanbeyi,
1999; Dikici, 1999).

Antioksidanlar serbest radikalin meydana gelisini 6nleyenler ve mevcut olanlari
etkisiz hale getirenler seklinde ayrilabildigi gibi, dogal (endojen kaynakli) ve ekzojen
kaynakli antioksidanlar olmak {izere iki ana gruba ayrilmaktadir. Ayrica
antioksidanlar  nonenzimatik ve enzimatik antioksidanlar  seklinde de

siniflandirilmaktadir (Moscio ve ark., 1991; Frei, 1994).

Antioksidanlar etkilerini, simdiye kadar tesbit edilebilen alti degisik
mekanizma ile gosterirler. Bu mekanizmalar, birbirinden bagimsiz veya bir arada

isleyebilmektedirler.

1. Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2. Hidroksil (OH") radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 bag
olusturabilecek yapidaki iriinleri temizleyerek peroksidasyonun baglamasini

Onleyebilirler.

3. Membran lipidlerine direkt etkiyerek peroksit olusturabilen singlet oksijeni

(102) baskilayabilir ya da temizleyebilirler.
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4. Metal iyonlarmi baglamak yoluyla reaktif gruplarin (OH-, ferril ya da
+2 +3
Fe /Fe /O2 kompleksleri gibi) ve /veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil

radikallerinin olusumunu Onleyebilirler. Membranlarda lipid peroksidasyonunun
baslamasina hangi reaktif {iriinlerin neden oldugu tartisilmaktadir, ancak hem
baslangi¢ icin ve hem de olusan lipid peroksitlerinin dekompozisyonu ig¢in

transisyonel metal iyonlarina ihtiya¢ oldugu konusunda genel bir kan1 vardir.

5. Peroksitleri, alkol gibi nonradikal iiriinlere cevirebilirler. Ornegin; GSH-Px,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6. Zinciri kirabilirler yani; zincir olusumuna neden olabilen serbest radikallerle
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salinimini
Onleyebilirler. Zincir kiric1 antioksidanlar i¢in de fenoller, aromatik aminler ve en
yaygin olanit o-tokoferol yer almakla birlikte bagka lipid solubl zincir kirici
antioksidanlar da vardir (Cross ve ark., 1987; Halliwell ve Gutteridge, 1989;
Gueumori ve ark., 1991; Yanbeyi, 1999). Burada, 6zellikle vurgulanmasi gereken
nokta antioksidanlarin pek ¢ogunun tek bir mekanizma iizerinden etki etmedigi,

birden fazla mekanizma ile asil etkisini olusturdugudur.

Serbest oksijen radikallerinin zararl etkilerine kars1 koymak i¢in, spermatozoa
ve seminal plazma lipit peroksidasyonuna karst bir takim antioksidanlari
icermektedir (Alvarez ve Storey, 1983). Fakat bu antioksidan sistemi, reaktif oksijen
tirlerinin olas1 toksik etkilerine ve oksidatif hasara karsi koymada yeterli
gelmemektedir (Taylor, 2001). Bu amacla sperma sulandiricilarina ek olarak

antioksidanlarin katilmasi gerekmektedir.
1.9.1. Nonenzimatik Antioksidanlar

1.9.1.1. Glutatyon
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Rediikte glutatyon (GSH); glutamik asit, sistein ve glisin igeren bir tripeptit olup,
aktif bir stlfidril (-SH) grubuna sahiptir. Viicuttaki GSH’nun biiyiik boliimii
karacigerde genetik bilgiye ihtiya¢ duyulmadan iki asamada sentezlenebilen bir
tripeptittir (Beutler, 1975; Akkus, 1995; Firat, 1997; Champe, 1997; Dikici, 1999;
Yanbeyi, 1999).

Viicutta enzimatik olmayan 6nemli bir antioksidan olan GSH, serbest radikaller
ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasara karst korur
(Beutler,1975; 1963; Akkus, 1995; Firat, 1997; Dikici, 1999; Yanbeyi, 1999). En
Oonemli gorevi, enzim ve proteinlerin tiyol gruplarinin (-SH) indirgenmesi ile rediikte
formlarinin yeterli diizeylerde kontroliinii saglamaktir. Tiyol grubuna sahip bir¢ok

enzim digik hizda fakat okside olarak ya da Oz’nin direkt etkisiyle hizla

aktivitelerini yitirirler. iste GSH kendisi okside olup tiyol gruplarmi tekrar

indirgeyerek bunlarin aktivasyonunu saglar. Ozellikle HZOZ’nin elimine edilmesinde

de GSH’in oksitlenebilirliginden faydanilir (Calberg ve Mannervik, 1985; Akkus,
1995; Yanbeyi, 1999).

1.9.1.2. Sistein

Tiol terimi siilfiir iceren bilesikleri ifade eder. Tiol igeren bilesikler tiim viicut
hiicrelerinde bulunur ve yasamsaldir. Tiol i¢eren antioksidan bilesiklerden bazilari
sistein, metionin, taurin, glutatyondur. Tiol igeren bilesikler cesitli oksidanlari

indirgeyerek ve temizliyerek biyolojik sistemleri korurlar (Parcell, 2002).

Tiol iceren aminoasitlerden biri olan sistein, GSH (Glutatyon) sentezinde temel
rol oynar. Siilfiir igeren aminoasitler sistein katabolizmasi ve GSH sentezi arasinda
sisteinin akis yoniinii belirlemede 6nemli rol oynar. Sistein, GSH ve taurin sentezi
icin hiz belirleyici bir enzim olan gama glutamat sistein ligaz enzimini onarir.
Dolayisiyla sistein, GSH sentezi i¢in hiz belirleyici bir aminoasit olarak kabul
edilebilir. Ayn1 zamanda hiicre dis1 indirgeyici ajan olarak 6nemli rol oynar (Kim ve

ark., 2003; Puka- Sundvall ve ark., 1998).
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1.9.1.3. Vitamin E (a-Tokoferol)

Vitamin E, dogada en yaygin bulunan antioksidandir. Yagda ¢oziinen ve hiicre
membranlarindaki en 6nemli zincir kiric1 antioksidandir. Cok giiclii bir antioksidan
olan E vitaminin en 6nemli gorevi serbest oksijen radikallerinin ataklarina karsi
membran lipitlerindeki doymamis yag asitlerini korumaktir (Rice ve Kennedy, 1988;
Burton ve Traber, 1989). Antioksidan aktiviteleri altinci karbonda bulunan hidroksil
gurubundan kaynaklanir. Peroksil radikali ile reaksiyona girerek bu radikale bir
hidrojen verirler ve kendileri de tokoferoksil radikaline doniisiirler. Boylece kendileri
oksitlenerek protein, lipit, enzim gibi diger molekiilerin oksitlenmesini engellerler.
Sonugta lipit peroksidasyon zinciri kirilmis olur (Niki, 1987; Putman ve Comber,

1987; Wefers ve Sies, 1988; Sies, 1993).

1.9.1.4. Vitamin C (Askorbik asit)

Vitamin A ve E nin aksine vitamin C hidrofiliktir. Sulu ortamda etkindir.
Antioksidan olarak 06zelligi, bilinen serbest radikal temizleyici islevi ile
gosterilmistir. Indirgeyici ve antioksidan ajan olarak, dogrudan singlet oksijen (0,)
ve hidroksil radikali (OH") ¢esitli lipid peroksitlerle etkilesir. Buna ek olarak, okside
olmus vitamin E’nin antioksidan 6zelligini restore eder. Bu 6zelligi vitamin C’nin en
onemli fonksiyonun vitamin E radikalini yeniden antioksidan aktiviteye kazandirmak
oldugunu gostermektedir (Witting ve Horwitt, 1964). Diger suda ¢oziiniir
antioksidanlarla karsilastirildiginda, vitamin C plazma lipid peroksidasyonuna karsi

en etkili korumay1 saglar (Frei ve ark., 1990).

1.9.1. 5. Karotenler

Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada onemli gorevleri olan

pigmentlerdir (Yanbeyi, 1999). A vitamininin metabolik 6n maddesi olan B-
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karotenin, singlet oksijeni bastirabildigi, siiperoksit radikalini temizledigi ve peroksi
radikalleri ile direkt olarak etkileserek antioksidan olarak rol oynadigi tesbit
edilmistir (Akkus, 1995; Frei, 1994; Firat, 1997; Yanbeyi, 1999).

1.9.1.6. Hyaluronik asit (Hyaluran)

Hyaluronan ya da hyaluronik asit bir glikozaminoglikan olup, antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Radikal olusumuna neden olan Fe®" ve Cu®’ gibi agir metallerle selat
yaparak, etkinlik gosterir (Balogh ve ark., 2003).

1.9.1.7. Melatonin
Hidroksil radikalini yakalayip ortadan kaldiran ¢ok giiclii bir antioksidandir.
Antioksidan olarak bir bagka 6zelligi de lipofilik olmasidir (Okotani ve ark., 2000).
1.9.1.8. Urik asit

Suda ¢oziinen bir antioksidandir. Metal iyonlariyla selat yapar ve oksidasyona karsi
askorbik asidi korur (Niki, 1987).

1.9.2. Enzimatik Antioksidanlar

1.9.2.1. Katalaz (KAT)

Katalaz (KAT), tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan dort tane

hem grubu igeren bir hemoproteindir. Molekiil agirligi 248,000 Dalton’dur. Hidrojen
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peroksidi molekiiler oksijene ve suya katalizler (Tudhope, 1967; Akkus, 1995;
Yanbeyi, 1999; Dikici; 1999).

1.9.2.2. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutazlar, siiperoksit radikallerinin hidrojen peroksite dismutasyonunu
katalizleyen bir metalloenzim grubudur. Hiicrelerin sitosoliinde, mitokondrilerinde
ve plazmada bulunurlar (Marklund ve ark., 1982; Poul ve ark., 1993; Hearn ve ark.,

1999).

1.9.2.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Ilk defa 1957 yilinda Mills tarafindan kesfedilmis olan bu enzim indirgenmis
glutatyon (GSH) varliginda hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerinin parcalanmasinda
rol alir. Aktif bolgesinde prostetik grup olarak selenyum bulunur. Membran lipidlerini

lipid peroksidasyonunun zararl etkilerinden korur ( Poul ve ark., 1993).

Bu c¢alismada, teke spermasinin dondurulmasinda, farkli sulandiricilarin  ve
antioksidanlarin ~ ¢ozdiirme  sonras1  spermatolojik  Gzelliklere  etkilerinin

karsilastirilmas1 amacglandi.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu ¢alismada, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Hayvancilik

Isletmesinde bulunan 2 yas ve iizerindeki 4 adet Saanen Tekesi kullanilds.

2.2. Hayvanlarin Bakim ve Beslenmesi

Calismada kullanilan Saanen Tekeleri, ¢alisma boyunca Ankara Universitesi Ziraat
Fakiiltesi Zootekni Boliimii Hayvancilik Isletmesinde kiiciik bas hayvan iinitesinde
siriiden ayr1 olarak 6zel bir bolmede barindirildi. Tekelerin bakim ve beslenmeleri
bagli bulundugu kurulus tarafindan gerceklestirildi. Tekeler calisma oncesinde saglik

kontroliinden gegirildi ve saglikli olan tekelerden yararlanildi.

2.3. Spermanin Alinmasi

Teke spermasi 4 adet tekeden disi varliginda suni vajen ile alindi. Sperma alma
isleminde fantom olarak arama tekesi ile kizginlig1 tespit edilmis kegiler kullanildi.
Ciftlesme sezonu boyunca diizenli olarak tekelerden haftada iki kez suni vajenle

sperma alindi.
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Resim 2.1. Saanen Tekesinden sperma alma asamalari ve kadeh i¢inde sperma.

2.4. Calismada Kullanmilan Sulandirici ve Antioksidanlarin Kompozisyonu

A. Tris stok soliisyonu icin:

Trisma base 3,63 g
Sitrik asit 1,82 g
Glukoz 0,5 ¢g

Bidistile su ile 100 ml’ ye tamamlanarak tris-sitrik asit-glukoz soliisyonu hazirlandi.
Elde edilen sulandiriciya % 10 yumurta saris1, % 5 gliserol, 100 IU/ml kristal penisilin ve
1 mg/ml streptomisin eklendi (Evans ve Maxwell, 1987).
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Hazirlanan bu sulandirma soliisyonuna 5 mM sistein, 1000 ug/ml hyaluronik
asit eklenerek ve herhangi bir antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 3 farkli grup

olusturuldu.

B. Yagsiz siit tozu sulandiricisi i¢in:

Yagsizsittozu 9g
Glukoz 09¢g

Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak, 95°C’deki su banyosunda 10 dakika,
var olan toksik protein fraksiyonlarimi inaktive etmek ig¢in 1sitildi. Sulandiricinin
sogumas1 beklenerek sulandirictya % 10 yumurta sarisi, % 5 gliserol, 100 IU/ml

kristal penisilin ve 1 mg/ml streptomisin eklendi (Herman ve ark., 1994).

Hazirlanan bu sulandirma soliisyonuna 5 mM sistein, 1000 pg/ml hyaluronik
asit eklenerek ve herhangi bir antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 3 farkli grup
olusturuldu.

C. Laiciphos 488 sulandiricisi i¢in:

Laiciphos 488 10 g

Bidistile su ile 100 mlI’ye tamamlanarak elde edilen sulandiriciya % 10 yumurta

saris1 ve % 5 gliserol eklendi.

Hazirlanan bu sulandirma soliisyonuna 5 mM sistein, 1000 pg/ml hyaluronik asit

eklenerek ve herhangi bir antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 3 farkli grup olusturuldu.

Boylece, tris (hidroksimetilaminometan), yagsiz siit tozu, laiciphos 488 olmak
tizere ii¢ farkli sperma sulandiricis1 ve sistein ve hyaluronik asit antioksidanlari

kullanilarak arastirma i¢in 9 farkli grup olusturuldu.
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Calismada kullanilan sulandiricilarin pH’s1 7,0 olarak ayarlandi.

2.5. Saanen Teke Spermasinin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Dort bas Saanen Tekesinden alinan spermalar deney tiiplerinde birlestirilip karisim
elde edildikten sonra, 9 esit gruba ayrilarak split 6rnekler olusturuldu. Split 6rnekler
9 farkli sperma sulandiricisi ile bir tohumlama dozunda (0,25 ml) 200 x 10° motil
spermatozoa bulunacak sekilde sulandirildi. Sulandirma islemi yapilirken sulandirici
ile spermanin 1sisimin ayni olmasina dikkat edilerek, sulandirici spermaya kademeli
olarak katildi. Sulandirilan spermalar 9 farkli renkte 0,25 ml’lik payetlere ¢ekildikten
sonra, payetlerin agik ucglar1 Polivinil alkol ile kapatildi ve +4°C’de 2 saat
ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyondan sonra payetler sivi azot seviyesinin 4 cm

tizerinde (-120 °C ) sivi azot buharinda 15 dakikada donduruldu ve sivi azota

daldirilarak saklandi. Dondurma islemi 10 kez tekrarlandi.
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Resim 2.2. Teke spermasmin sulandirilmasinda kullanilan ekipmanlar: Teke
spermasinin sulandirildigr  kiivet (a), spermanin sulandirilmasinda kullanilan
soliisyonlar (b), payetlerin agik uglarinin kapatilmasinda kullanilan Polivinil alkol
(¢), dokuz farkl grup icin, dokuz farkli renkte hazirlanmis payetler (d).

Teke 1 Teke 2 Teke 3 Teke 4

Karisim Sperma

\

Tris Yagsiz siit tozu Laciphos 488

Yumurta sarisi Yumurta sarisi Yumurta sarisi
(% 10) (% 10) (% 10)

Gliserol (% 5) Gliserol (% 5) Gliserol (% 5)

| Sistein | | Hyaluran) | Kontrol | | Sistein | | Hvaluran] | Kontrol| | Sistein | | Hvaluran | Kontrol|

TcmQ -
TCmQN
TCcmQWw
Scmos
ScmQw
TcmaQo
TCcmQN
T mQ®
TCmQ

Sekil 2.1. Caligsma i¢indeki gruplarin olusturulmasi.

Cahismadaki Gruplar:

1. Grup (TS): Tris-yumurta sarist (% 10)-gliserol (% 5)+5 mM sistein ile
sulandirilmis teke spermasini,

2. Grup (TH): Tris-yumurta saris1 (% 10)-gliserol (% 5)+1000 pg/ml hyaluronik asit
ile sulandirilmis teke spermasini,

3. Grup (TK): Tris-yumurta sarist (% 10)-gliserol (% 5) ile sulandirilmis teke

spermasini,
4. Grup (YS): Yagsiz siit tozu-yumurta sarist (% 10)-gliserol (% 5)+5 mM sistein

ile sulandirilmis teke spermasini,
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5. Grup (YH): Yagsiz siit tozu- yumurta saris1 (% 10)-gliserol (% 5)+1000
pug/ml hyaluronik asit ile sulandirilmis teke spermasini,

6. Grup (YK): Yagsiz siit tozu-yumurta sarist (% 10)-gliserol (% 35) ile
sulandirilmis teke spermasini,

7. Grup (LS): Laiciphos 488-yumurta sarist (% 10)-gliserol (% 5)+5 mM sistein
ile sulandirilmis teke spermasini,

8. Grup (LH): Laiciphos 488-yumurta saris1 (% 10)-gliserol (% 5)+1000 pg/ml
hyaluronik asit ile sulandirilmis teke spermasini,

9. Grup (LK): Laiciphos 488-yumurta sarisi (% 10)-gliserol (% 5) ile

sulandirilmis teke spermasini igermektedir.

Resim 2.3. Saanen Tekesi spermasinin sivi azot buharinda dondurulmasi (a), donma
islemi tamamlanmis Saanen Tekesi spermasinin sivi azot tankina aktarimi (b),
spermatolojik degerlendirmeye kadar sivi azot tankinda saklanmasi (c), spermanin su
banyosunda ¢ozdiiriilmesi (d).
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2.6. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Gergeklestirilen caligmada Oncelikle dort Saanen Tekesinden alinan spermalarin
karistirilmasiyla elde edilen miks ejakiilatin miktar1 (ml), spermatozoa motilitesi (%),
spermatozoa yogunlugu (x10%ml), 6lii spermatozoa orani (%), anormal spermatozoa
orani (%), anormal akrozom orani (%), Hipo-ozmotik sisme test (HOS test) (%)

parametreleri ve pH y0Oniiyle degerlendirildi.
Dondurulmus spermalardan her grup i¢in 10 olmak {izere 9 sulandirici igin
toplam 90 payet 37 °C’lik su banyosunda 30 saniyede ¢Ozdiiriildiikten sonra

spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa orani, anormal akrozom orani, 6li

spermatozoa orani ve hipo-ozmotik sisme test parametreleri yoniiyle degerlendirildi.

2.7. Spermatolojik Degerlendirme Parametreleri

2.7.1. Makroskobik Muayene

2.7.1. 1. Spermanin Miktar:

Dort Saanen Tekesinden alinan spermalar dereceli bir tiipte birlestirilerek, miktar

mililitre (ml) olarak kaydedildi.

2.7.1.2. Spermanin pH Degeri

Spermanin kimyasal muayenesinde, birlestirilmig (miks) sperma numunelerinin pH

degerleri pH indikator kagidi kullanilarak (5,5- 9,0 Merck) belirlendi.
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2.7. 2. Mikroskobik Muayene

2.7.2.1. Spermatozoa Motilitesi

Motilite tayini amaciyla, spermadan kiiciik bir damla lam tizerine konulduktan sonra
sperma damlasinin {izerine lamel kapatilarak 1sitma tablali faz kontrast mikroskopta
x200 biiyiitmede muayene edildi. Motilitenin belirlenmesine yonelik olarak, en az ii¢
mikroskop alaninda degerlendirme yapilarak ve bir yonde diizgiin dogrusal hareket
eden spermatozoonlarin ayni alandaki tiim spermatozoonlara yiizde (%) oram

seklinde motilite tespit edilerek kaydedildi.

2.7.2.2. Olii-Canh Spermatozoa Oram

Olii-canli spermatozoa oranini saptamak icin eosin boyama testinden yararlamildi.
Testte eosin boyasinin, % 3’liik sodyum sitratla hazirlanmis % 2’lik konsantrasyonu
kullanildi. Temiz bir lam iizerine konulan bir damla sperma 6rnegi esit biiytikliikte
eosin boyastyla nazik bir sekilde karigtirildi. Bu karisimdan ayni lam iizerine siirme

froti ¢ekilerek kisa siirede kurumasi saglandi.

Bu yontemle hazirlanan slirme preparatlar 151k mikroskobunun immersiyon
objektifi (x100) ile muayene edildi. Her preperattan 200 adet spermatozoon sayilip
bulunan say1 5 ile carpilip 10’a boliinerek 6l spermatozoon orant % olarak
belirlendi. Siirme preparatlarin degerlendirilmesinde; bas kismi boya almamis

spermatozoonlar canli, bag kismi boya almis olanlar ise 6lii olarak kabul edildi.
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Resim 2.4. Olii ve canli spermatozoonlar (eozin boyama-siirme preparat). Canli
spermatozoonlar eozin boyay1 almamakta ve bas kismi agik renkte goriilmektedir
(oklar). Olii spermatozoonlar ise membran gegirgenligi bozuldugundan boyayi
almakta ve daha koyu renkte goriilmektedir.

2.7.2.3. Anormal Spermatozoa Oram

Sperma numunelerinde anormal spermatozoa orani sivi tespit yontemi kullanilarak
saptand1. Tespit amactyla igerigi asagida belirtilen Hancock soliisyonu (Hancock,
1952) kullanildz.

Hancock soliisyonu:

1. Soliisyon: NaCl 9¢
Bidistile su ad. 500 ml
2. Soliisyon: A) Na,HPO4.2H,0 21,682 ¢

Bidistile su ad. 500 ml
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B) KH, PO, 22254 ¢

Bidistile su ad. 500 ml

200 ml A ile 80 ml B karistirilarak 2. soliisyon hazirlanir.

500 ml Hancock soliisyonu eldesi;

Formalin 62,5 ml
1. Soliisyon 150 ml
2. Soliisyon 150 ml

Bidistile su ile 500 ml’ye tamamlanarak stok soliisyon hazirlandi.

Anormal spermatozoa oraninin belirlenmesinde; Hancock soliisyonunda tespit
edilen sperma numunesinden temiz bir lam {izerine damlatilan spermanin iizerine
lamel kapatildi. Daha sonra daldirma objektif altinda (x1000) 200 adet spermatozoon

incelenmesi sonunda anormal yapi sergileyen spermatozoa orani % olarak belirlendi.



Resim 2.5. Anormal spermatozoa Ornekleri. Toplanmis akrozoma sahip
spermatozoon (a), ¢oziilmiis akrozoma sahip spermatozoon(b), kuyrugun u¢ kismi
kivrilmis spermatozoon (¢), orta kismu distalinden kivrilmis kuyruga sahip
spermatozoon (d).

2.7.2.4. Spermatozoa Yogunlugu

Natif karigim ejakulatin  yogunlulugunun saptanmasinda hemositometrik yontemden

yararlanildi. Elde edilen sonuglar x10°/ml olarak kaydedildi (Tekin, 1994).

Spermalardan alinan numunelerin sulandirilmas1 amaciyla asagida formiilii

belirtilen Hayem eriyigi kullanildi.
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Hayem eriyigi:
Sodyum siilfat 50¢g
Sodyum kloriir 1,0g
Civa kloriir 0,5¢g
Bidistile su 200,0 ml

Thoma laminda sayimlarin gerceklestirilmesinden sonra yogunluk hesaplamasi

asagida verilen formiile gore yapildi.

Sayilan Hiicre Sayis1 (n) X 1000

Yog.(10°/ml)=
Sayilan Biyiik Sulandirma
Biiyiikk Kare X Kare Hacmi X  QOram
(10) (1/250ul) (1/500)

Natif karisim spermalardan alinan numunelerin sulandirilmasi i¢in 5 ml
Hayem eriyigi iceren tiiplerden 10 pl soliisyon otomatik pipetle atilarak, 10 pl

sperma numunesi konularak sperma numuneleri 1/500 oraninda sulandirildu.
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Resim 2.6. Saanen Tekesi spermasinda yogunluk tayini. Lameli kapatilmis Thoma
lam1 (a), Thoma laminin bir kamarasinin mikroskop altindaki goriiniimii (kiiciik
biiylitmede) (b), bir biiyiik karenin goriiniimii (orta biiyiitme) (¢) ve bir biiyiik kare
icindeki spermatozoonlar (d).

2.7.2.5. HipoOsmotik Swelling (HOS) Test

Numunelerdeki spermatozoon membran fonsiyonel biitlinliigliniin belirlenmesi
amactyla HOS test uygulandi. Su banyosunda (benmari) 37°C’taki 100 mOsm’liik
HOS sivisindan 100 pl alinarak, iizerine sperma numunesinden 10 pl eklendi. Bu
karisgimin 37°C’ta 60 dakika inkiibasyonu sonrasi, lam {izerine bu karisimdan bir

damla alinip frotil ¢ekilerek, 1sitma tablasi iizerinde fikse edildi.
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Hazirlanan slirme preparatlar mikroskop altinda (x400) incelenerek 200 hiicre
sayilip ve kuyruktaki kivrilmalar dikkate alinarak HOS teste yanit veren

spermatozoonlar % olarak belirlendi.

HOST sivisiin hazirlanisi:

0,9 g Fruktoz

0,49 g Trisodyum sitrat

100 ml’ ye tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazirlandi (Revel ve Mrode, 1994).

Resim 2.7. Saanen Tekesi spermasinda Hipoosmotik siviya degisik sekillerde
yanit vermis spermatozoonlar.
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2.8. istatistiksel Analiz

Arastirmada elde edilen verilerin ortalama degerleri ve standart hatalar1 hesaplandi.
Istatiksel analizler SPSS 14.0 (Lisans No: 9869264) paket programi ile yapildi.
Gruplar arasinda farklilik olup olmadigini anlamak i¢in tek yonlii varyans analizi
(Anova) uygulandi. Analiz sonucunda farklilik bulundugunda, farkliligi yaratan

gruplarin tespitinde Duncan testi kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Taze Spermanin Spermatolojik Parametreleri

2 yags ve lizeri 4 Saanen Tekesinden suni vajen ile alinan spermalar, dereceli bir tiipte
birlestirilerek karisim hale getirildikten sonra, taze spermanin spermatolojik
ozellikleri degerlendirildi. Karisim spermanin miktari en fazla 5,5 ml, en diisiik 4 ml
ve ortalama 4,901+0,39 ml olarak kaydedildi. Spermatozoa motilitesi ise en yiiksek %
85, en diisik % 70 ve ortalamada ise % 77+4,83 olarak tespit edildi. Olii
spermatozoa orani en yiiksek % 16,25, en diisiik % 6,75 ve ortalamada % 11,10+2,93
olarak bulundu. Anormal spermatozoa orani en yiiksek % 18, en diisiik % 8,50 ve
ortalama % 11,85+2,72 olarak belirlendi. Anormal akrozom orani en yiiksek % 3,75,
en diisiik % 1,25 ve ortalama % 2,58+0,88 olarak kaydedildi. HOS teste yanit en
yiiksek % 77,75, en diisiik % 67,00 ve ortalama % 72,5443,38 olarak belirlendi.
Spermatozoa yogunlugu en yiiksek 4,26 x 10°/ml, en disiik 3,15 x 10°/ml ve
ortalama 3,6240,41 x 10°/ml olarak belirlendi. pH degeri en yiiksek 6,80, en diisiik

6,30 ortalama 6,50+ 0,04 olarak saptandi. Taze spermadan elde edilen spermatolojik

parametreler Cizelge 3.1.’de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Birlestirilmis nativ teke spermalarinda belirlenen baglica spermatolojik parametreler.

Karisim| Karnigim | Motilite Olii Anormal | HOS test | Yogunluk | Anormal pH
sperma | sperma (%) (%) (%) (%) (10°/ml) akrozom
miktart (ml) (%)
Deneme
1 4,5 70 13,50 12,00 68,25 3,72 3,10 6,5
2 4,0 70 16,25 18,00 72,75 4,10 3,50 6,3
3 4,0 80 8,75 9,25 75,25 4,26 1,75 6,4
4 4,5 75 10,00 11,50 76,00 3,75 1,25 6,5
5 4,0 75 12,50 12,75 71,75 4,06 3,00 6,6
6 4,5 80 8,75 10,50 72,75 3,85 3,20 6,5
7 5,0 80 9,25 12,50 70,50 3,15 2,75 6,5
8 5,5 75 14,00 13,75 67,00 3,32 3,75 6,5
9 5,0 85 6,75 8,50 77,75 3,73 1,50 6,8
10 5,0 80 11,25 9,75 73,00 3,85 2,00 6,5
X 4,90 77 11,10 11,85 72,54 3,62 2,58 6,5
Sx 0,39 4,830 2,930 2,729 3,388 0,413 0,884 0,04
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3.2. Calisma Gruplarmin Coziim Sonrasi Spermatolojik Parametreleri

Dondurulmus spermalardan her grup i¢in 10 olmak tizere 9 sulandirici i¢in toplam 90
payet 37 °C’lik su banyosunda 30 saniyede ¢Ozdiiriildiikten sonra spermatozoa
motilitesi (%), anormal spermatozoa orant (%), anormal akrozom orani (%), olii
spermatozoa orani (%) ve hipo-ozmotik sisme test (%) parametreleri yOniiyle

degerlendirildi.

3.2.1. Spermatozoa Motilitesi

Coziim sonrast gruplardaki spermatozoa motilitesinin ortalama degerlerine
bakildiginda, Grup 1 (TS), Grup 2 (TH), Grup 3 (TK), Grup 4 (YS), Grup 5 (YH),
Grup 6 (YK), Grup 7 (LS), Grup 8 (LH), Grup 9 (LK) icin sirasiyla % 24,5+2,29, %
17£1,10, % 19,5£1,16, % 44,0+,44, % 30,50£1,57, % 39,5+3,11, % 42,0£2,49, %
32,0+1,33 ve % 37,5+1,86 olarak saptandi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Coziim sonrasi ¢alisma gruplarina ait spermatozoa motilitesi (%).

Motilite | Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | Grup8 | Grup9
(%) (TS) | (TH) | (TK) | (YS) | (YH) | (YK) | (LS) | (LH) | (LK)
Deneme
1 15 15 20 35 25 25 40 35 40
2 15 15 15 30 25 30 35 30 35
3 20 15 15 45 30 45 35 30 35
4 20 15 20 40 35 45 40 30 30
5 25 15 25 50 30 50 45 35 40
6 30 20 20 50 35 50 40 35 40
7 35 25 25 55 40 50 55 40 45
8 25 20 20 35 30 30 30 25 25
9 35 15 15 45 30 40 45 30 40
10 25 15 20 30 20 30 35 25 30
X 24,5 17,0 19,5 44,0 30,50 39,5 42,0 32,0 37,5
Sx 2,29 1,10 1,16 1,44 1,57 3,11 2,49 1,33 1,86

TS: Tris+Sistein, TH: Tris+ Hyaluronik asit, TK: Tris+Kontrol
YS: Yagsiz siit +Sistein, YH: Yagsiz siit + Hyaluronik asit YK: Yagsiz siit + Kontrol
LS: Laiciphos + Sistein, LH: Laiciphos + Hyaluronik asit LK: Laiciphos + Kontrol
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Cizelge 3.3. Tris, Yagsiz Sit Tozu ve Laiciphos sulandicilarina katilan antioksidanlarin,
¢Ozlim sonrasi spermatozoa motilitesi oranlar1 farkinin 6nemliligi.

Sulandirict Antioksidan N | Motilite Onem Diizeyi
(%) (p degeri)
Sistein 10 | 24,5"+2.29
Tris Hyaluronik asit 10 | 17,0°+1,10 p<0,01
Kontrol 10 | 19,5"+1,16
5 B Sistein 10 | 44,0°+1,44
Yagsiz sit tozu Hyaluronik asit 10 | 30,5"+1,57 p<0,01
Kontrol 10 | 39,5"+3,11
Sistein 10 | 42,0°+2.49
Laiciphos Hyaluronik asit 10 | 32,0°+1,33 p<0,01
Kontrol 10 | 37,5+1,86

a, b: Her sulandiricida farkli harf tagiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatiksel olarak
Onemlidir.

Tris sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda spermatozoa motilitesi
bakimindan, sisteinin hem hyaluronik asit eklenmis sulandirict grubundan hem de
herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubundan farkinin 6nemli oldugu
belirlenirken (p<0,01), kontrol grubu ile hyaluronik asit eklenmis sulandiric1 grubu

arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.3).

Yagsiz siit tozu sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda spermatozoa
motilitesi bakimindan, sistein ile kontrol grubu sulandiricist arasinda farkin 6nemli
olmadig1 (p>0,05), sistein ile kontrol grubu sulandiricilarinin, hyaluronik asit
eklenmis sulandiric1 grubundan farkinin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge

3.3).

Laiciphos sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda spermatozoa motilitesi
bakimindan, sistein eklenmis sulandirici grubu ile hyaluronik asit grubu arasindaki
farkin 6nemli oldugu (p<0,01), kontrol grubu ile hyaluronik ve sistein eklenmis
sulandiric1 gruplart arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlendi (p>0,05) (Cizelge

3.3).
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Cizelge 3.4. Sistein, Hyaluronik asit antioksidanlar1 ile Kontrol grubunun, eklendikleri
sulandiricilardaki ¢6ziim sonrast spermatozoa motilitesi (%) oranlari farkinin 6nemliligi.

Antioksidan Sulandirict N | Motilite Onem Diizeyi
(%) (p degeri)
Tris 10 | 24,5'+2,29
Sistein Yagsiz siit tozu 10 | 44,0°+1,44 p<0,001
Laiciphos 10 | 42,0°+2,49
Tris 10 | 17,0°+1,10
Hyaluronik asit Yagsiz siit tozu 10 | 30,50°+1,57 p<0,001
Laiciphos 10 | 32,0°+1,33
Tris 10 | 19,5°+1,16
Kontrol Yagsiz siit tozu 10 | 39,5°+3,11 p<0,001
Laiciphos 10 | 37,5"+1,86

a, b: Her antioksidanda farkli harf tasiyan sulandiric1 degerleri arasindaki fark istatiksel olarak
onemlidir.

Sisteinin eklendigi sulandiricilardaki karsilastirmasi, spermatozoa motilitesi
bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin
onemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricis1 ile yagsiz siit tozu ve laiciphos
sulandiricist arasindaki farkin oldukc¢a 6nemli oldugu belirlendi (p<0,001) (Cizelge

3.4).

Hyaluronik asitin eklendigi sulandiricilardaki karsilastirmasi, spermatozoa
motilitesi bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricisi ile yagsiz siit tozu ve
laiciphos sulandiricist arasindaki farkin oldukg¢a énemli oldugu belirlendi (p<0,001)

(Cizelge 3.4).

Sulandiricilarin kontrol gruplarmin karsilastirilmasi, spermatozoa motilitesi
bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin
onemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricis1 ile yagsiz siit tozu ve laiciphos
sulandiricist arasindaki farkin olduk¢a 6nemli oldugu belirlendi (p<0,001) (Cizelge

3.4).
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3.2.2. Olii Spermatozoa Oram

Gruplardaki 6lii spermatozoa oranlarina bakildiginda, Grup 1 (TS), Grup 2 (TH),
Grup 3 (TK), Grup 4 (YS), Grup 5 (YH), Grup 6 (YK), Grup 7 (LS), Grup 8 (LH) ve
Grup 9 (LK) i¢in sirasiyla % 54,643,51, % 67,1£2,06, % 65,0+2,56, % 48,8+2,65, %
58,1+1,54, % 53,8+3,80, % 54,6+1,77, % 61,5+£1,09 ve % 58,2+1,98 olarak saptandi
(Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. Coziim sonrasi ¢alisma gruplarina ait 6lii spermatozoa oranlari (%).

Olii Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | Grup8 | Grup9
(%0) (TS) | (TH) | (TK) | (YS) | (YH) | (YK) | (LS) | (LH) | (LK)
Deneme

1 70,25 | 79,33 | 82,24 | 55,45 | 63,66 | 70,32 | 50,55 | 55,00 | 50,00
2 68,75 | 68,20 | 79,70 | 58,28 | 62,00 | 65,00 | 55,64 | 62,50 | 55,60
3 63,20 | 67,25 | 71,35 | 42,34 | 53,75 | 48,76 | 62,50 | 60,00 | 60,44
4 60,30 | 70,00 | 67,00 | 47,65 | 53,65 | 44,60 | 60,00 | 63,65 | 65,75
5 51,65 | 72,36 | 62,43 | 43,30 | 65,00 | 40,00 | 45,25 | 60,00 | 53,40
6 43,90 | 58,25 | 55,77 | 40,00 | 58,43 | 37,80 | 49,29 | 59,80 | 63,31
7 37,74 | 55,62 | 50,46 | 35,25 | 49,70 | 40,90 | 61,45 | 65,00 | 60,25
8 55,50 | 61,40 | 62,50 | 50,40 | 60,00 | 60,25 | 56,40 | 65,55 | 68,58
9 42,25 | 80,00 | 73,59 | 62,45 | 62,00 | 65,60 | 63,30 | 61,32 | 65,20
10 53,00 | 72,45 | 69,00 | 58,20 | 55,35 | 64,75 | 58,61 | 66,35 | 60,75
X 54,6 67,1 65,0 48,8 58,1 53,8 54,6 61,5 58,2
Sx 3,51 2,06 2,56 2,65 1,54 3,80 1,77 1,09 1,98

TS: Tris+Sistein, TH: Tris+ Hyaluronik asit, TK: Tris+Kontrol
YS: Yagsiz siit +Sistein, YH: Yagsiz siit + Hyaluronik asit YK: Yagsiz siit + Kontrol
LS: Laiciphos + Sistein, LH: Laiciphos + Hyaluronik asit LK: Laiciphos + Kontrol

Cizelge 3.6. Tris, Yagsiz Siit Tozu ve Laiciphos sulandicilarina katilan antioksidanlarin,
¢Oziim sonrasi 0lii spermatozoa oranlar1 farkinin 6nemliligi.

Sulandirict Antioksidan N Olii Onem Diizeyi
(%) (p degeri)
Sistein 10 54,65"43,51
Tris Hyaluronik asit 10 67,18°+2,06 p<0,01
Kontrol 10 65,02°42.56
Sistein (S) 10 48,81°+2,65
Yagsiz siit tozu | Hyaluronik asit 10 58,13%+1,54 p>0,05
Kontrol 10 53,85%+3,80
Sistein 10 54,67°+1,77
Laiciphos Hyaluronik asit 10 61,59°+1,09 p<0,05
Kontrol 10 | 58,50"+1,56
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a, b: Her sulandiricida farkl harf tasiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatiksel olarak
onemlidir.

Tris sulandiricisina katillan antioksidanlar arasinda olii spermatozoa oranlari
bakimindan, sistein eklenmis sulandirict grubu ile hyaluronik asit eklenmis
sulandirici grubu ve herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki
farkin 6nemli oldugu belirlenirken (p<0,01), kontrol grubu ile hyaluronik asit

eklenmis sulandirici grubu arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlendi (p>0,05)

(Cizelge 3.6).

Yagsiz siit tozu sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda 6lii spermatozoa
oranlar1 bakimindan, sistein ve hyaluronik asit katilmis sulandirici gruplariyla konrol

grubu arasinda farkin 6nemli olmadig1 belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.6).

Laiciphos sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda 6lii spermatozoa
oranlar1 bakimindan, sistein eklenmis sulandiric1 grubu ile hyaluronik asit eklenmis
sulandirici grubu arasindaki farkin 6nemli oldugu (p<0,01), kontrol grubu ile
hyaluronik asit ve sistein gruplari arasindaki farkin 6nemli olmadigi belirlendi

(p>0,05) (Cizelge 3.6).

Cizelge 3.7. Sistein, Hyaluronik asit antioksidanlar1 ile Kontrol grubunun, eklendikleri
sulandiricilardaki ¢6ziim sonrasi 6lii spermatozoa oranlar farkinin dnemliligi.

Antioksidan Sulandirict N | Oli Onem Diizeyi

(%) (p degeri)
Tris 10 | 54,65"+3,51

Sistein Yagsiz siit tozu 10 | 48,81*+2,65 p>0,05
Laiciphos 10 | 54,67°+1,77
Tris 10 | 67,18°+2,06

Hyaluronik asit Yagsiz siit tozu 10 | 58,13°+1,54 p<0,01
Laiciphos 10 | 61,59°+1,09
Tris 10 | 65,02°+2,56

Kontrol Yagsiz siit tozu 10 | 53,85°+3,80 p<0,05
Laiciphos 10 | 58,50%+1,56

a, b: Her antioksidanda farkli harf tagiyan sulandirict degerleri arasindaki fark istatiksel olarak
onemlidir.
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Sisteinin eklendigi sulandiricilardaki karsilastirmasi, 6lii spermatozoa oranlari
bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu, laiciphos sulandiricisi ve tris sulandiricilar

arasindaki farkin 6nemli olmadig1 belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.7)

Hyaluronik asitin eklendigi sulandiricilardaki karsilastirmasi, 6li spermatozoa
oranlart bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricist ile yagsiz siit tozu ve
laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge

3.7).

Sulandiricilarin kontrol gruplarmin karsilastirilmasi, 6l spermatozoa oranlari
bakimindan yapildiginda, tris ve yagsiz siit tozu sulandiricist arasindaki farkin
onemli oldugu (p<0,01), Ilaiciphos sulandiricisiyla, tris ve yagsiz siit tozu

sulandiricist arasindaki farkin 6nemli olmadig: belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.7).

3.2.3. Anormal Spermatozoa Oram

Ortalama anormal spermatozoa oranlart Grup 1 (TS), Grup 2 (TH), Grup 3 (TK),
Grup 4 (YS), Grup 5 (YH), Grup 6 (YK), Grup 7 (LS), Grup 8 (LH) ve Grup 9 (LK)
i¢in sirastyla % 65,7+2,12, % 68,3+2,81, % 69,3+2,07, % 52,8+2,55, % 53,6+1,92 %
59,142,20, % 54,7£2,23, % 57,1£2,49 ve % 56,31£2,24 olarak tespit edildi (Cizelge
3.8).
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Cizelge 3.8. Coziim sonrast anormal spermatozoa oranlari (%).

Anormal Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | Grup8 | Grup9
(%) (TS) | (TH) | (TK) | (YS) |(YH) [(YK) | (LS) |(LH) | (LK)
Deneme
1 73,25 176,50 | 75,00 | 65,25 | 60,00 | 6575 | 60,00 | 56,55 | 65,88
2 78,55 | 75,45 69,75 | 55,00 |52,80 | 6546 | 55,00 |55,00 |60,90
3 75,20 | 66,33 | 6525 | 53,46 |59,22 |66,00 | 50,12 | 55,00 | 55,00
4 65,66 | 72,21 | 66,00 | 47,13 |4525 |47,34 |4231 |44,65 | 47,75
5 60,50 | 58,46 | 6545 | 45,56 |45,00 |52,71 | 50,68 |47,99 |4645
6 65,00 | 63,16 | 72,50 | 39,00 |48,75 | 54,26 | 5445 |55,00 | 54,89
7 51,42 | 50,00 | 55,00 |47,59 |55,00 |55,00 |63,66 |5550 |60,09
8 65,10 | 70,00 | 75,58 | 60,18 | 60,00 | 65,00 | 62,81 | 63,00 | 65,00
9 65,97 70,38 | 80,90 | 65,62 | 55,23 |55,19 |60,00 | 57,10 | 63,75
10 70,34 | 65,55 | 75,52 | 55,25 |50,77 | 55,00 | 50,00 |50,00 | 55,00
X 65,7 68,3 69,3 52,8 53,6 59,1 54,7 57,1 56,3
Sx 2,12 2,81 2,07 2,55 1,92 2,20 2,23 2,49 2,24

TS: Tris+Sistein, TH: Tris+ Hyaluronik asit, TK: Tris+Kontrol
YS: Yagsiz siit +Sistein, YH: Yagsiz siit + Hyaluronik asit YK: Yagsiz siit + Kontrol
LS: Laiciphos + Sistein, LH: Laiciphos + Hyaluronik asit LK: Laiciphos + Kontrol

Cizelge 3.9. Tris, Yagsiz Siit Tozu ve Laiciphos sulandicilarina katilan antioksidanlarin,
¢Oziim sonrasi anormal spermatozoa oranlari farkinin 6nemliligi.

Sulandirict Antioksidan N Anormal Onem Diizeyi
(%) (p degeri)

Sistein 10 | 65,75°+2,12

Tris Hyaluronik asit 10 | 68,39°+2,81 p>0,05
Kontrol 10 | 69,34°+2.07
Sistein 10 | 52,81°+2,55

Yagsiz siit tozu | Hyaluronik asit 10 | 53,67°+1,92 p>0,05
Kontrol 10 | 59,14°+2.20
Sistein 10 | 54,78%+2,23

Laiciphos Hyaluronik asit 10 | 57,14°+2,49 p>0,05
Kontrol 10 | 56,34°+2,24

a, b: Her sulandiricida farkl harf tasiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatiksel olarak
onemlidir.

Tris sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda anormal spermatozoa
oranlar1 bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirict gruplariyla
herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin Onemli

olmadigi belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.9).
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Yagsiz siit tozu sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda anormal
spermatozoa oranlar1 bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirici
gruplartyla herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin

onemli olmadig1 belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.9).

Laiciphos sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda anormal spermatozoa
oranlar1 bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirici gruplariyla
herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin Onemli

olmadigi belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.10. Sistein, Hyaluronik asit antioksidanlarn ile Kontrol grubunun, eklendikleri
sulandiricilardaki ¢éziim sonrasi anormal spermatozoa oranlari farkinin 6nemliligi.

Antioksidan Sulandirici N Anormal Onem Diizeyi
(%) (p degeri)

Tris 10 | 65,75"+2,12

Sistein Yagsiz siit tozu 10 | 52,81°+2,55 p<0,01
Laiciphos 10 | 54,78°+2.23
Tris 10 | 68,39°+2,81

Hyaluronik asit Yagsiz siit tozu 10 | 53,67°+1,92 p<0,01
Laiciphos 10 | 57,14°+2.49
Tris 10 | 69,34*+2,07

Kontrol Yagsiz siit tozu 10 | 59,14°+2,20 p<0,01
Laiciphos 10 | 56,34°+2,24

a, b: Her antioksidanda farkli harf tasiyan sulandirict degerleri arasindaki fark istatiksel
olarak 6nemlidir.

Sisteinin eklendigi sulandiricilardaki karsilastirmasi, anormal spermatozoa
oranlar1 bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricisi ile yagsiz siit tozu ve
laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin onemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge

3.10).

Hyaluronik asitin eklendigi sulandiricilardaki karsilagtirmasi, anormal
spermatozoa oranlar1 bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos

sulandiricist arasindaki farkin 6nemli olmadigi (p>0,05), tris sulandiricisi ile yagsiz
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siit tozu ve laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01)

(Cizelge 3.10).

Sulandiricilarin  kontrol gruplarinin karsilagtirilmasi, anormal spermatozoa
oranlari bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricisi ile yagsiz siit tozu ve
laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge

3.10).

3.2.4. Akrozoma Bagh Anormal Spermatozoa Orani

Akrozoma bagli anormal spermatozoa oranina bakildiginda; Grup 1 (TS), Grup 2
(TH), Grup 3 (TK), Grup 4 (YS), Grup 5 (YH), Grup 6 (YK), Grup 7 (LS), Grup 8
(LH) ve Grup 9 (LK) i¢in sirastyla % 47,5+1,44, % 49,7+2,19, % 51,0+£1,62, % 35,9
+2,13, % 38,31£2,32, % 40,4+2,50, % 36,3£1,96, % 37,1+2,39, % 40,0+2,73 olarak
saptand1 (Cizelge 3.11).

Cizelge 3.11. Cozlim sonras1 akrozoma bagli anormal spermatozoa oranlari (%).

Anormal | Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | Grup8 | Grup9
(%) (TS) | (TH) | (TK) [ (¥S) | (YH) | (YK) |(@S) | ([LH) | (LK)
Deneme
1 46,48 | 49,25 |52,00 |40,00 |43,50 |46,90 |35,07 |39,25 |46,00
2 50,40 | 57,25 |48,00 |3500 |37,00 |43,50 |40,00 |40,00 |46,35
3 50,23 | 58,75 |53,37 | 41,50 |43,25 |46,60 |33,25 |39,35 |43,50
4 45,50 | 52,25 |54,78 130,90 |30,08 |3586 |27,06 |2516 |29,50
5 41,36 | 39,95 4532 [3226 |36,80 |30,25 |40,21 |23,45 |24,50
6 42,75 149,37 53,25 22,05 |2429 27,09 |27,75 |3975 |30,25
7 45,00 | 36,06 |40,29 |32,75 |37,45 40,23 |41,45 |29,45 |40,50
8 35,00 | 51,00 |46,25 |4525 |50,75 |51,75 | 45,75 |46,00 |49,00
9 42,75 146,35 42,00 |3929 |41,00 |45,45 |40,25 |43,00 | 45,40
10 4532 | 47,75 47,25 140,05 |39,25 36,26 |32,23 |37,775 |45,25
X 47,5 49,7 51,0 35,9 38,3 40,4 36,3 37,1 40,0
Sx 1,44 2,19 1,62 2,13 2,32 2,50 1,96 2,39 2,73

TS: Tris+Sistein, TH: Tris+ Hyaluronik asit, TK: Tris+Kontrol
YS: Yagsiz siit +Sistein, YH: Yagsiz siit + Hyaluronik asit YK: Yagsiz siit + Kontrol
LS: Laiciphos + Sistein, LH: Laiciphos + Hyaluronik asit LK: Laiciphos + Kontrol
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Cizelge 3.12. Tris, Yagsiz Siit Tozu ve Laiciphos sulandicilarina katilan antioksidanlarin,
¢Ozlim sonrasi akrozoma bagli anormal spermatozoa oranlari farkinin 6nemliligi.

Sulandirici Antioksidan N Akrozoma = .
N Onem Diizeyi
bagli anormal (p degeri)
(%) Pee
Sistein 10 | 47,59°+1,44
Tris Hyaluronik asit 10 | 49,70°+2,19 p>0,05
Kontrol 10 | 51,00°+1,62
Sistein 10 | 35,95%+2,13
Yagsiz siit tozu | Hyaluronik asit 10 | 38,32°+2.32 p>0,05
Kontrol 10 | 40,42°+2,50
Sistein 10 | 36,31°+1,96
Laiciphos Hyaluronik asit 10 | 37,17°4+2,39 p>0,05
Kontrol 10 | 40,01°+2,73

a, b: Her sulandiricida farkli harf tasiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatiksel
olarak onemlidir.

Tris sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda anormal akrozom oranlari
bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandiric1 gruplari ile herhangi bir
antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin dnemli olmadig1 belirlendi

(p>0,05) (Cizelge 3.12).

Yagsiz siit tozu sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda anormal akrozom
oranlar1 bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirict gruplar ile
herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin Onemli

olmadigi belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.12).

Laiciphos sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda anormal akrozom
oranlar1 bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirict gruplar ile
herhangi bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin Onemli

olmadig1 belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.12).
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Cizelge 3.13. Sistein, Hyaluronik asit antioksidanlari ile Kontrol grubunun, eklendikleri
sulandiricilardaki ¢6ziim sonras1 anormal akrozom oranlari farkinin 6nemliligi.

Antioksidan Sulandirici N Akrozoma Onem Diizeyi
bagli anormal | (p degeri)
(%)

Tris 10 | 47,50°+1.,44

Sistein Yagsiz siit tozu 10 | 35,95°42,13 p<0,01
Laiciphos 10 | 36,31°42,95
Tris 10 | 49,70°+2,19

Hyaluronik asit Yagsiz siit tozu 10 | 38,32°+2,32 p<0,01
Laiciphos 10 | 36,38°+2,39
Tris 10 | 51,00°+1,62

Kontrol Yagsiz siit tozu 10 | 40,42°4+2,50 p<0,01
Laiciphos 10 | 40,01°+2,73

a, b: Her antioksidanda farkli harf tasiyan sulandirici degerleri arasindaki fark istatiksel
olarak dnemlidir.

Sisteinin eklendigi sulandiricilardaki karsilagtirmasi, anormal akrozom oranlari
bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laciphos sulandiricisi arasindaki farkin
onemli olmadigr (p>0,05), tris sulandiricisi ile yagsiz siit tozu ve laiciphos

sulandiricist arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge 3.13).

Hyaluronik asitin eklendikleri sulandiricilardaki karsilagtirmasi, anormal
akrozom oranlar1 bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05); tris sulandiricisi ile yagsiz siit tozu ve
laiciphos sulandiricisi arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge

3.13).

Sulandiricilarin kontrol gruplarinin karsilastirilmasi, anormal akrozom oranlari

bakimindan yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricist ile tris

sulandiricist ile arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge 3.13).

3.2.5. HipoOsmotik Sweling(Sisme) (HOS) Test Orani

Ortalama HipoOsmotik sisme test oranlar1 Grup 1 (TS), Grup 2 (TH), Grup 3 (TK),
Grup 4 (YS), Grup 5 (YH), Grup 6 (YK), Grup 7 (LS), Grup 8 (LH) ve Grup 9 (LK)



55

icin sirastyla % 29,443,09, % 24,7+3,63, % 26,0£2,80, % 43,4+3,69, % 41,2£3,55,
% 46,314,22, % 42,7£2,95, % 41,4£3,20 ve % 45,242,51 olarak tespit edildi
(Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14. Coziim sonras1 Hipoosmotik Swelling (HOS) test oranlari (%).

HOST Grupl | Grup2 | Grup3 | Grup4 | Grup5 | Grup6 | Grup7 | Grup8 | Grup9
(%) (TS) | (TH) | (TK) | (YS) | (YH) | (YK) | (LS) | (LH) | (LK)
Deneme

1 25,00 | 20,00 | 20,70 | 40,80 | 37,00 | 42,00 | 35,00 | 30,02 | 4048

2 20,75 | 15,88 | 18,25 | 45,70 | 41,01 | 47,75 | 40,05 | 38,00 | 45,00

3 25,43 | 25,49 | 27,35 | 36,30 | 45,50 | 45,05 | 45,19 | 35,11 | 43,00

4 23,30 | 15,00 | 17,65 | 44,65 | 40,75 | 40,10 | 38,00 | 45,77 | 40,00

5 38,04 | 30,00 | 33,32 | 49,39 | 46,00 | 50,55 | 48,75 | 45,00 | 42,75

6 52,10 | 45,75 | 42,25 | 57,21 | 58,25 | 65,75 | 55,45 | 55,75 | 50,25

7 3543 | 34,16 | 33,31 | 61,13 | 55,14 | 68,45 | 54,25 | 52,75 | 55,00

8 30,35 | 30,05 | 32,61 | 46,69 | 40,70 | 47,00 | 50,95 | 51,55 | 60,78

9 24,39 | 23,55 | 19,60 | 27,24 | 26,00 | 32,09 | 35,75 | 36,30 | 41,08
10 21,00 | 15,40 | 16,00 | 24,09 | 22,00 | 25,00 | 25,00 | 26,42 | 33,65
X 294 24,7 26,0 434 41,2 46,3 42,7 414 45,2
Sx 3,09 3,63 2,80 3,69 3,55 4,22 2,95 3,20 2,51

TS: Tris+Sistein, TH: Tris+ Hyaluronik asit, TK: Tris+Kontrol

YS: Yagsiz siit +Sistein, YH: Yagsiz siit + Hyaluronik asit YK: Yagsiz siit + Kontrol

LS: Laiciphos + Sistein, LH: Laiciphos + Hyaluronik asit LK: Laiciphos + Kontrol

Cizelge 3.15. Tris, Yagsiz Siit Tozu ve Laiciphos

sulandicilarina katilan antioksidanlarin,

¢Oziim sonrast HOS Test oranlar1 farkinin 6nemliligi.

Sulandirict Antioksidan N HOST Onem diizeyi
(%) (p degeri)

Sistein 10 | 29,47°+3,09

Tris Hyaluronik asit 10 | 24,73"43,36 p>0,05
Kontrol 10 | 26,03%+2,80
Sistein 10 | 43,44°+3,69

Yagsiz siit tozu | Hyaluronik asit 10 | 41,22°+3,55 p>0,05
Kontrol 10 | 46,33%+4,22
Sistein 10 | 42,75°+2,95

Laiciphos Hyaluronik asit 10 | 41,42°+3,20 p>0,05
Kontrol 10 | 45,25"+2 .51

a, b: Her sulandiricida farkli harf tasiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatiksel

olarak 6nemlidir.
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Tris sulandiricisina katilan antioksidanlarin HOS testine verdikleri yanit
bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandiric1 gruplari ile herhangi bir
antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin dnemli olmadig1 belirlendi

(p>0,05) (Cizelge 3.15).

Yagsiz siit tozu sulandiricisina katilan antioksidanlarin HOS testine verdikleri
yanit bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirict gruplari ile herhangi
bir antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin 6nemli olmadigi

belirlendi (p>0,05) (Cizelge 3.15).

Laiciphos sulandiricisina katilan antioksidanlarin HOS testine verdikleri yanit
bakimindan, sistein ve hyaluronik asit eklenmis sulandirict gruplar ile herhangi bir
antioksidan eklenmemis kontrol grubu arasindaki farkin 6nemli olmadig: belirlendi

(p>0,05) (Cizelge 3.15).

Cizelge 3.16. Sistein, Hyaluronik asit antioksidanlar1 ile Kontrol grubunun, eklendikleri
sulandiricilardaki ¢6ziim sonrast HOST test oranlari farkinin 6nemliligi.

Antioksidan Sulandirict N HOST Onem Diizeyi
(%) (p degeri)

Tris 10 | 29,47°+3,09

Sistein Yagsiz siit tozu 10 | 43,44°+3,69 p<0,01
Laiciphos 10 | 42,75°42.95
Tris 10 | 24,73%+3,36

Hyaluronik asit Yagsiz siit tozu 10 | 41,22°43.55 p<0,01
Laiciphos 10 | 41,42°43.20
Tris 10 | 26,03%+2,80

Kontrol Yagsiz siit tozu 10 | 46,33°+4,22 p<0,01
Laiciphos 10 | 45,25°+2.51

a, b: Her antioksidanda farkli harf tasiyan sulandirici degerleri arasindaki fark istatiksel
olarak dnemlidir.

Sisteinin eklendigi sulandiricilardaki HOS testine verdikleri yanit bakimindan
karsilastirilmast yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laciphos sulandiricisi arasindaki
farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricist ile yagsiz siit tozu ve laiciphos

sulandiricist arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge 3.16).
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Hyaluronik asitin eklendigi sulandiricilardaki HOS testine verdikleri yanit
bakimindan karsilagtirilmast yapildiginda, yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi
arasindaki farkin 6nemli olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricist ile yagsiz siit tozu ve
laciphos sulandiricist arasindaki farkin énemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge

3.16).

Sulandiricilarin kontrol gruplarinin HOS testine verdikleri yanit bakimindan
karsilagtirilmasi yapildiginda, karsilagtirilmasi yapildiginda, HOS teste verdikleri
yanit bakimindan, yagsiz siit tozu ve laciphos sulandiricisi arasindaki farkin 6nemli
olmadig1 (p>0,05), tris sulandiricis1 ile yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisi

arasindaki farkin 6nemli oldugu belirlendi (p<0,01) (Cizelge 3.16).
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4. TARTISMA

Dort Saanen tekesinden alinarak birlestirilen spermanin toplam miktar1 en ytiksek 5,5
ml en diisiik 4 ml olarak belirlenmistir. Ortalama karisim sperma miktar1 4,90 + 0,39
ml olmustur. Teke basina diisen ortalama sperma miktari ise yaklasik 1,22 + 0,23 ml
olmustur. Bu calismada elde edilen sperma miktarinin Saanen tekelerinde Kamal
ve ark.’lariin (2005) 0,77 ml, Karatzas ve ark.’larinin (1997) 1,1 ml, Tewari ve
ark.’larinin (1968) 0,99 ml, Tirk ve ark.’larinin (2005) Saanen x Kil tekelerinde
0,89 ml olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarlarindan yiiksek; Saanen
tekelerinde Gacitua ve Arav’in (2005) 2,0 ml, Peterson ve ark.’larmin (2007) 1,3 ml
olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarindan diisiik; Saanen tekelerinde
Karagiannidis ve ark.’larinin (2000) 1,27 ml olarak elde ettikleri ortalama sperma

miktariyla paralellik gostermektedir.

Calismada elde edilen ortalama sperma miktari, Ankara tekelerinde calisan
arastiricilardan Daskin’in (1991) 0,9 ml, Tekin ve ark.’larinin (1996) 0,9 ml, Ritar
ve ark.’larinin (1992) 0,7 ml, Sevin¢ ve ark.’larinin (1985) 1,07 ml, Muyan’in
(1987) 1,1 ml, Sungur ve ark.’larinin (1993) 0,94 ml, Ari’min (2006) 0,9 ml,
Bucak’in (2007) 0,9 ml, Roca ve ark.’larinin (1992) Murciano-Granadina tekelerinde
1,05 ml, Perez ve Mateos’un (1996) Verata ve Malaguena tekelerinde 1,01, 1,20 ml
olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarlarindan yiiksek; Daskin ve Tekin’in
(1996) 1,44 ml, Ali ve Mustafa’nin (1986) Nubian tekelerinde 1,5 ml olarak elde
ettigi degerden diisilk; Dorado ve ark.’larinin (2007) Florida tekelerinde 1,20 ml

olarak elde ettikleri ortalama sperma miktarina ¢ok yakin bulunmustur.

Aragtirmada 4 Saanen tekesinin 10’ar ejakulatinda saptanan nativ spermatozoa
motilitesi en yiiksek % 85, en diisiik % 70 ve ortalama % 7714,83 olarak
bulunmustur. Elde edilen bu deger, Saanen tekelerinde c¢alisan arastiricilardan,
Kamal ve ark.’larmin (2005) % 68,50, Nur ve ark.’larinin (2005) % 62,50,
Karagiannidis ve ark.’larmin (1999) % 68,73, Karatzas ve ark.’larinin (1997) %
65,80 olarak belirledigi motilite oranlarindan yiiksek; Gacitua ve Arav’in (2005) %
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88,80 olarak belirledigi motilite oranlarindan diisiik; Peterson ve ark.’larinin (2007)’

% 76,11 olarak belirledigi motilite oraniyla uyum igerisinde oldugu goriilmektedir.

Calismada elde edilen natif spermatozoa motilitesi orani, Ankara tekelerinde
calisan arastiricilardan, Seving ve ark.’lariin (1985) % 83,49 ve % 86,82, Daskin’in
(1991) % 81, Sungur ve ark.’larinin (1993) % 85, Tekin ve ark.’larinin (1996) % 81,
Dagkin ve Tekin’in (1996) % 83,28, Bucak’in (2007) % 84,90, Ali ve Mustafa’nin
(1986) Nubian tekelerinde % 89,40, Dorado ve ark.’larinin (2007) Florida
tekelerinde % 91,43, Deka ve Rao’nun (1986) Hindistan yerli tekelerinde % 88,40,
Tiirk ve ark.’larinin (2005) Kil kegisi tekelerinde % 78,60, Roca ve ark.’larinin
(1992) Murciano-Granadina tekelerinde % 86,81 olarak belirledigi motilite
oranlarindan diigiik; Muyan’in (1987) Ankara tekelerinde % 68,50, Tiirk ve
ark.’larinin (2005) Saanen x Kil melezi tekelerinde % 70,91, Ari’nin (2006) Ankara
tekelerinde % 76,56, Perez ve Mateos’un (1996) Verata ve Malaguena tekelerinde %
77,1, % 75,4 olarak belirledigi motilite oranindan yiiksek; Diindar ve ark.’larinin
(1983) Ankara tekelerinde % 77,26 ve % 77,67 olarak belirledigi motilite

oranlariyla paralellik gostermektedir.

Calismada natif spermatozoa yogunlugu en yiiksek 4,26 x 10°/ml, en diisiik
3,15 x 10°/ml ortalamada ise 3,62+0.41 x 10°/ml olarak bulunmustur. Bu yogunluk
degeri Saanen tekelerinde calisan arastiricilardan, Tewari ve ark.’larinin (1968)
2,39 x 10°/ml, Karagiannidis ve ark.’larmm (2000) 3,42 x 10°/ml, Kamal ve
ark.’larimin (2005) 2,77 x 10°/ml, Gacitua ve Arav’in (2005) 3,1 x 10°/ml, Roca ve
ark.’larmim (1992) Murciano-Granadina tekelerinde 3,49 x 10°ml olarak tayin ettigi
degerlerden yiiksek; Peterson ve ark.’larimin (2006) Saanen tekelerinde 6,2 x 10°/ml
olarak tayin ettikleri degerlerden c¢ok diisiik; Perez ve Mateos’un (1996) Verata ve
Malaguena tekelerinde 3,85 x 10°/ml, 4,11 x 10°/ml olarak tayin ettikleri degerlerden
diisiik; Karatzas ve ark.’larinin (1997) Saanen tekelerinde 3,70 x 10°/ml, Dorado ve
ark.’larinin (2007) Florida tekelerinde 3,69 x 10°/ml olarak tayin ettikleri degerlerle

paralellik gostermektedir.
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Calismada elde edilen spermatozoa yogunlugu, Ankara tekelerinde calisan
arastiricilardan, Tekin ve ark.’larmin (1996) 2,89 x 109/m1, Ritar ve ark.’larinin
(1992) 2,43 x 10°/ml, Daskin ve Tekin’in (1996) 2,38 x 10°/ml, Diindar ve
ark.’larmm (1983) 3,31 x 10°/ml, Sungur ve ark.’larmm (1993) 2,49 x 10°/ml,
Arr’ni (2006) 3,03 x 10°/ml, Bucak’m (2007) 3,50 x 10°/ml, Ali ve Mustafa’nin
(1986) Nubian tekelerinde 1,7 x 10°/ml olarak tayin ettigi degerden yiiksek;
Muyan (1987)’mn 3,69 x 10°/ml tayin ettigi degerle uyumlu olarak bulunmustur.

Arastirmada natif spermada Olii spermatozoa orani en yiikksek % 16,25, en
diisiik % 6,75 ve ortalama % 11,104£2.93 olarak tespit edilmistir. Bu oran Peterson ve
ark.’larinin (2006) Saanen tekelerinde % 7,70, Bucak’in (2007) Ankara tekelerinde
% 8,60 olarak tespit ettigi orandan yiiksek; Ari’min (2007) Ankara tekelerinde %
13,14, Kamal ve ark.’larinin (2005) Saanen tekelerinde % 15,49, Nur ve ark.’lariin
(2005) Saanen tekelerinde % 12,70, Ahmed ve ark.’larinin (1997) Saanen
tekelerinde % 12,4, Muyan’in (1987) Ankara tekelerinde % 25,78, Ali ve
Mustafa’nin (1986) Nubian tekelerinde % 14,7 olarak tespit ettigi orandan diistik;
Dagkin’in (1991) Ankara tekelerinde % 11,60 olarak belirledigi 6lii spermatozoa

orantyla paralellik gostermektedir.

Calismada nativ spermada anormal spermatozoa orani en yiiksek % 21,5 en
disik % 10 ve ortalama % 11,85+£2,72 olarak belirlenmistir. Bu oran Saanen
tekelerinde calisan arastiricilardan, Karagiannidis ve ark.’lariin (2000) % 7,41, Nur
ve ark.’larmin (2005) % 9,7, Kamal ve ark.’larinin (2005) % 8,50, Tirk ve
ark.’larmin  (2005) % 9,5, Roca ve ark.’larmin (1992) Murciano-Granadina
tekelerinde % 7,91, Perez ve Mateos’un (1996) Malaguena tekelerinde % 7,7,
Ankara tekelerinde calisan arastiricilardan, Daskin’in (1991) % 3,63, Muyan’in
(1987) % 5,34, Tekin ve ark.’larinin (1996) % 3,63, Daskin ve Tekin’in (1996) %
4,17, Seving ve ark.’larinin (1985) % 2,06, Diindar ve ark.’larinin (1983) % 4,86,
Art’nin (2006) % 9,87, Bucak’in (2007) % 6,70 olarak tespit ettikleri oranlardan
yiiksek; Perez ve Mateos’un (1996) Verata tekelerinde % 14, Dorado ve ark.’larinin

(2007) Florida tekelerinde % 28,5 olarak belirledikleri anormal spermatozoa
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oranindan diisiik; Ahmed ve ark.’larinin (1997) Saanen tekelerinde % 11,6 olarak

belirledikleri anormal spermatozoa oraniyla uyumlu olarak bulunmustur.

Calismada natif spermada akrozoma bagli anormal spermatozoa orani ise en
yiksek % 3,75 en diisiik % 1,25 ve ortalamada ise % 2,58+0,88 olarak tespit
edilmistir. Bu ¢alismada natif spermada belirlenen anormal akrozom orani, Nur ve
ark.’larinin (2005) Saanen tekelerinde % 7,20, Memon ve ark.’larinin (1985) % 7,0,
Dorado ve ark.’larinin (2007) Florida tekelerinde % 9,5, Roca ve ark.’larinin (1992)
Murciano-Granadina tekelerinde % 6,91, Perez ve Mateos’un (1996) Verata ve
Malaguena tekelerinde % 7,7 ve % 4,3 olarak tespit ettikleri oranlardan diistik; Ari
‘nin (2006) Ankara tekelerinde % 0,90 olarak tespit ettigi orandan yiiksektir.

Calismada nativ spermada hipoosmotik sisme testine yanit yiizdesi en yiiksek
% 77,75 en diisiik 67,00 ortalama % 72,54+3,38 olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmada
natif spermadan belirlenen HOS test orani, Nur ve ark.’larmin (2005) Saanen
tekelerinde % 53,70, Fonseca ve ark.’larinin (2005) Saanen ve Alpin tekelerinde %
66,8, Arr’nmin (2006) Ankara tekelerinde % 70,87, Bucak’in (2007) Ankara
tekelerinde % 67,21 olarak tespit ettikleri orandan daha yiiksektir.

Bu arastirmada elde edilen natif teke ejekiilatlarinda dondurma isleminden 6nce
saptanan baslica spermatolojik 6zelliklerin ortalama degerlerlerine iliskin bulgular
ile, diger arastirmacilarin bildirdigi veriler arasinda goriilen farklar, arasgtirmada
kullanilan tekelerin 1irkina, yaslarina, sayilarma, sperma alma araligi, siklig1 ve
zamanina baglh olabilecegi gibi, bakim-besleme ve ¢evre kosullarinin
farkliliklarindan da kaynaklanmis olabilir. Diger taraftan sperma alma ve
degerlendirmede kullanilan yontemlerin farkliligi da elde edilen verilerin farkh
olmasinda etkili olmus olabilir. Bununla birlikte elde edilen spermatolojik
parametrelerin, tekelerde bildirilen ortalama degerlerle uyum iginde bulundugu ve

alinan spermalarin dondurulmaya elverisli oldugu saptanmustir.

Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermada azalan antioksidan kapasite ve artan

reaktif oksijen radikal olusumu, spermatolojik ozellikleri ve fertiliteyi olumsuz
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olarak etkiler. Dondurulmus- ¢oOzdiiriilmiis sperma, taze spermaya gore
peroksidasyona daha duyarlidir. Son zamanlardaki aragtirmalar spermanin
saklanmas1 sirasinda infertiliteye yol acan en Onemli sebep olarak spermatozoon
membran lipidlerinin  peroksidasyonunu gdstermektedir. Bu nedenle teke
spermasinin dondurulmasinda, ¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreler iizerine
olumlu etkileri olabilecegi diisiiniildiiglinden, sperma sulandiricilarina antioksidan

maddeler katilmaktadir (Chen ve ark., 1993; Sinha ve ark., 1996).

Arastirmada ¢6ziim sonrasi, 10 denemeden elde edilen ortalama spermatozoa
motilitesi oranlar1 1. Grup (TS), 2. Grup (TH), 3. Grup (TK), 4. Grup (YS), 5. Grup
(YH), 6. Grup (YK), 7. Grup (LS), 8. Grup (LH) ve 9. Grup (LK) i¢in sirasiyla %
24,5+2.29, % 17£1,10, % 19,5+1,16, % 44,0£3,14, % 30,5+1,57, % 39,5+3,11, %
42,0+£2,49, % 32,5+1,33 ve % 37,5+1,86 olarak belirlenmistir.

(Calismada ¢Ozlim sonrasi en yiiksek motilite orani ortalamasi % 44,0+3,14 ile
yagsiz siit tozu sulandiricisina 5 mM  sistein ilavesi igeren IV. Sulandirict grubu
(YS) olmustur. En diisiik ¢6ziim sonrasi motilite oram1 ise % 17£1,10 ile tris
sulandiricistna 1000 pg/ml hyaluronik asit igeren II. Sulandirict grubu (TH)
olmustur. Sunulan ¢alismada, tris sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda 5
mM sistein eklenmesinin kontrol ve 1000 pg/ml hyaluronik asit eklenen gruplara
gore motilite degerinde istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunurken (p<0,01), tris
sulandiricisina 1000 pg/ml hyaluronik asit ilavesinin motilite oranina olumlu etkisi
saptanmamustir (p>0,05). Yagsiz siit tozu sulandiricisina katilan antioksidanlar
arasinda 5 mM sistein eklenen grupla, kontrol grubu arasinda istatistiki olarak fark
Oonemli olmamasina ragmen (p>0,05), sisteinin motilite oranina olumlu etki yaptig
belirlenmistir. Yagsiz siit tozu sulandiricisina 1000 pg/ml hyaluronik asit ilavesinin
spermatozoa motilitesini baskiladig1 ve toksik etki yaptig1 saptanmustir. Laiciphos
sulandiricisia katilan antioksidanlar arasinda 5 mM sistein eklenen grupla, kontrol
kontrol grubu arasinda istatistiki olarak fark dnemli olmamasina ragmen (p>0,05),
sisteinin motilite orania olumlu etki yaptig1 saptanmistir. Laiciphos sulandiricisina
1000 pg/ml hyaluronik asit eklenmesinin spermatozoa motilitesine olumsuz etki

yapmasina ragmen, kontrol grubu ile arasinda fark énemli bulunmamistir (p>0,05).
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Bu durum, hyaluronik asitin dozunun yiiksek olmasindan kaynaklanmis olabilecegi

gibi, yagsiz siit tozu sulandiricisi ile olumsuz etkilesimi neden olmus olabilir.

Atessahin ve ark. (2008) Ankara teke spermasint 5 mM, 10 mM, 15 mM
sistein ekledikleri ve sisteinsiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklar
calismadan elde ettikleri spermatozoa motilitesini sirasiyla % 50, % 55, % 61, % 51
olarak bulmuslardir. Arastiricilar, tris (kontol) sulandiricina farkli oranlarda sistein

ilavesinin spermatozoa motilitesini gelistirmedigini belirtmislerdir.

Uysal ve Bucak (2007) kog¢ spermasmni 5 mM, 10 mM, 20 mM sistein
ekledikleri ve sisteinsiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklart ¢alismadan
elde ettikleri spermatozoa motilitesini sirasiyla % 45, % 59, % 39,5, % 39,5 olarak
bulmuglardir. 10 mM sistein igeren sulandirict grubunun diger sulandirici

gruplarindan spermatozoa motilitesini belirgin bir sekilde ilerlettigini saptamislardir.

Uysal ve ark. (2007) farkli antioksidanlar eklenmis sulandiriciyla boga
spermasint dondurmuslar ve hyaluronik asit ile sistein eklenmis gruplarda
spermatozoa motilitesini kontrol grubuyla karsilagtirdiklarinda, istatiksel olarak

onemli bir fark olmadigin bildirmislerdir.

Salvador ve ark. (2006) teke spermasini yagsiz siit tozu, jelatin, yagsiz siit
tozu+5 mM sistein, jelatin+5 mM sistein sulandiricilar: kullanarak 4°C ‘de 72 saat
kisa siireli olarak saklamiglardir. Sulandiricilara sisteinin ilavesinin kontrol

gruplaria gore spermatozoa motilitesine olumlu etki yapmadigini tespit etmislerdir.

Sinha ve ark. (1996) teke spermasin 2 mM, 5 mM glutatyon ve tris (kontrol)
sulandiricilartyla dondurmuslar sirasiyla ¢6ziim sonrasi ortalama spermatozoa
motilitesi oranlarin1 sirastyla % 47,80, % 48,90, % 53,63 olarak belirlemislerdir.
Glutatyonun kullanim dozuna bagli olarak spermatozoa motilitesini gelistirdigini
bildirmislerdir.

Khalifa ve El-Saidy (2006) damaskus teke spermasini EDTA-katalaz-glutatyon
-pruvat ve tris-sitrik asit-glukoz-butylated hidroksitoluen (BHT)-dimetilsiilfoksit-
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gliserol kullanarak (kontrol) pellet seklinde dondurmuslar ve ¢6ziim sonrasi
spermatoza motilitesini sirastyla % 31 ve % 43 olarak tespit etmislerdir.
Sulandiriciya eklenen EDTA-katalaz-glutatyon-pruvat kombinasyonun spermatozoa

motilitesine olumlu etkileri oldugunu saptamiglardir.

Slaweta ve Laskowska (1987) boga spermasini 5 mM glutatyon ve yagsiz siit
tozu (kontrol) sulandiricilartyla dondurmuslar ve ¢6ziim sonrasi ortalama
spermatozoa motilitesi oranlarini sirastyla % 30 ve % 33 olarak belirlemislerdir.
Sulandiriciya katillan glutatyonun spermatozoa motilitesine olumlu etkisinn

olmadigini gozlemlemislerdir.

Thuwanut ve ark. (2008) kedi spermasint 5 mM sistein, 5 mM vitamin E
katilan ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklart ¢aligmadan
elde ettikleri spermatozoa motilitesini sirasiyla % 61,9, % 69,4, % 59, 4 olarak
bulmuslardir. Hem sisteinin hem de vitamin E’nin spermatozoa motilitesini

gelistirdigini bildirmislerdir.

Pena ve ark. (2004) domuz spermasini 500 pg/ml, 1000 pg/ml hyaluronik asit
ekledikleri ve hyaluronik asit eklenmemis laktoz-yumurta saris1 (kontrol)
sulandiricilariyla dondurduklar1 ¢alismadan elde ettikleri spermatozoa motilitesini
sirastyla % 41,3, % 54,8, % 31,9 olarak belirlemislerdir. Domuz spermasinin
dondurulmasunda sulandiriciya hyaluronik asit eklenmesinin, ¢6ziim sonrasi

spermatozoa motilitesine olumlu etki yaptigini saptamislardir.

Mari ve ark. (2005) aygir spermasint 50 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml
hyaluronik asit ekledikleri ve hyaluronik asit eklenmemis yagsiz siit tozu (kontrol)
sulandiricilartyla dondurduklar1 calismadan elde ettikleri spermatozoa motilitesini
strastyla % 19,0, % 20,1, % 18,4, % 21,4 olarak bulmuslardir. Aygir spermasinin
dondurulmasinda sulandirictya hyaluronik asit eklenmesinin, ¢6ziim sonrasi

spermatozoa motilitesini gelistirmedigini belirlemislerdir.
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Sbracia ve ark. (1997) insan spermasini 250 pg/ml hyaluronik asit eklenmis ve
dondurma medyumu (kontrol) sulandiricilariyla dondurmuslar, hyaluronik asitin
motilite lizerine olumlu etkisinin olmadigmi bildirmislerdir. Hyalururonik asitin
motiliteyi gelistirememesine neden olarak, hyaluronik asitin dondurma-¢dzdiirme

esnasinda yapisinin bozuldugunu ve etkinligini yitirdigini belirtmisledir.

Mara ve ark. (2007) teke spermasini yagsiz siit tozu, tempol ve
tempol+hyaluronik asit sulandiricilar kullanarak 4°C ‘de 24 saat kisa siireli olarak
saklamiglardir. 24. saatin sonunda sulandiricilar arasinda spermatozoa motilitesi
oranlar1 bakimindan istatiksel bir fark belirlenirken, hyaluronik asitin tempol
sulandiricisinda kontrol grubuna goére spermatozoa motilitesine olumlu bir etkisinin

olmadigini saptamislardir.

Bucak ve ark. (2007) kog¢ spermasini dondurmak i¢in tris-sitrik asit-fruktoz-
yumurta sarisi-gliserol sulandiricisina trehaloz (50, 100 mM), taurin (25, 50 mM),
cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (500, 1000 pg/ml)’nin farkli dozlarim
katmislar ve ¢oziim sonrasi spermatolojik 6zellikler ve oksidatif stres parametreleri
tizerine etkilerini arastirmislardir. 50 mM trehaloz, 25 mM taurine, 5 mM ve 10 mM
cysteamine’nin ¢6ziim sonrasi motilite orant bakimindan kontrol grubuna gore
istatiksel olarak fark bulmuslardir. Hyaluronik asitin her iki dozununda spermatozoa

motilitesine olumlu etki yapmadigini saptamislardir.

Uysal ve ark. (2000) kog¢ spermasint 10 mM vitamin C, 50 mM taurin, tris
(kontrol), 10 mM vitamin C, 50 mM taurin ve hepes (kontrol) sulandiricilari
kullanarak ~ dondurmuslardir. Tris  sulandiricisina  katilan  antioksidanlarin
spermatozoa motilitesi yoniinden kontrol grubuyla aralarindaki fark Onemli
bulunmazken, hepes sulandiricina katilan antioksidanlar ile kontrol grubu arasindaki
farkliligin 6nemli oldugunu bildirmislerdir. Ayrica ayni ¢aligmada taurin igeren tris
ve hepes sulandicistyla dondurulmus spermalardan elde edilen ¢6ziim sonrasi

spermatozoa motiliteleri vitamin C katilmig olanlara gore yiiksek bulunmustur.
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Tekin ve ark. (2006) farkli taurin dozlarinin ve dondurma hizinin kog
spermasinin dondurulmasi iizerin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, ko¢ spermasini
20 mM, 50 mM, 80 mM taurinli ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla
dondurduklar1 ¢alismadan elde ettikler spermatozoa motilitesi sirasiyla % 38,7, %
31,1, % 26,5, % 34,4 olarak belirlemislerdir. Ko¢ spermasinin dondurulmasinda
degisik taurin dozlarinin ¢dziim sonrasi spermatozoa motilitesine olumlu etki

yapmadigini belirtmislerdir.

Purdy ve ark. (2004) teke spermasini 25 pM, 50 uM, 100 uM silibinin, catechin
ilave edilen ve antioksidansiz yagsiz siit tozu (kontrol) sulandiricilart kullanarak 4°C
‘de 72 saat kisa siireli olarak saklamiglardir. Silibinin ile kontrol grubu arasinda bir
fark bulunmazken, catechnin kullanim dozuna bagli olarak spermatozoa motilitesini

daha iyi korudugunu bildirmislerdir.

Foote ve ark. (2002) boga spermasini 0,2 mM, 0,5 mM, 2,0 mM, 6,0 mM, 10
mM tempo, tempol ve antioksidansiz yagsiz siit tozu (kontrol) ve tris (kontrol)
sulandiricilariyla dondurmuslardir. Tempo ve tempol’iin tiim dozlar1 yagsiz siit tozu
sulandiricisinda spermatozoa motilitesini baskilarken, tris sulandiricinda ancak ¢ok
yiiksek dozlar1 toksik olabilmektedir. Arastiricilar siit bazli sulandiricilarda
antioksidan kullaniminin dondurma ¢6zdiirme sonrasit spermatalojik 6zellikleri
gelistirmedigini belirtmislerdir. Ayrica siitte casein gibi dogal antioksidanlarin
varhigindan dolayi, antioksidan faydanin baskilanabilecegini ve yagsiz siit tozu
sulandiricilarina  eklenen antioksidanlarin  etkinliginin  smirli  kalabilecegini

bildirmislerdir.

Bilodeau ve ark. (2001) boga spermasini glutatyon, sistein, N-asetil sistein, 2-
merkapto etanol ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurarak
¢Ozdiirme sonrasi oksidatif stresin diizeyini arastirmislardir. Coziim sonrasi thiol
bilesiklerinin oranin diisiis gosterdigi ve spermatozoonlarin oksidatif stresten
etkilenmemeleri i¢in sulandiricilara thiol bilesiklerin belirli miktarlarda katilmasi

gerektigini bildirmisleridir.
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Stradaoli ve ark. (2007) boga spermasini bioxcell ve tris sulandiricilar ile
dondurmuslardir. Coziim sonrasi spermatozoa motilitesini bioxcell sulandiricisinda
% 44,3, tris sulandiricisinda % 41,8 olarak belirlemislerdir. Bioxcell sulandiricisinda
¢Ozlim sonrasi spermatozoa motilitesinin daha yliksek bulunmasini, dondurma-
cozdiirme sonrast antioksidan oOzelliklere sahip glutatyonun diizeyinin bioxcell

sulandiricinda daha yiiksek olmasiyla iliskilendirmislerdir.

Bucak ve Uysal’in (2008) saanen teke spermasini 5 mM sisten, 25 mM taurin,
50 mM trehaloz katilan ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla
dondurduklar1 spermalardan ¢6ziim sonrasi elde ettikleri % 64, % 46, % 54, %
53’liik motilite oranlar1 bu c¢aligmadaki tiim sulandirici gruplarinin spermatozoa

motilitesinden yiiksektir.

Bu arastirmada elde edilen tim gruplarin ¢ozdiirme sonrasi ortalama
spermatozoa motilitesi, Dagkin ve Tekin’in (1996) Ankara tekesi spermasini seminal
plazmasindan ayirmaksizin tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta saris1 (% 20)-gliserol (%
7) sulandiricistyla dondurduklart ¢alismadan elde ettikleri % 47,4’liikk motilite,
Dorado ve ark.’larinin (2007) Florida teke spermasini seminal plazmasini ayirarak
tris ve yagsiz siit tozu ile sulandirip dondurduklar1 ¢aligmadan elde ettikleri % 56,19
ve % 52,4’lik motilite, Gacitua ve Arav’in (2005) Saanen teke spermasini Andromed
sulandiricistyla dondurduklari ¢alismadan elde ettikleri % 61,2 lik motilite, Karatzas
ve ark., (1997)’nin Alpin, Saanen, Damaskus 1rki tekelerin spermalarini tris-sitrik
asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiriciyla dondurduklari calismadan elde
ettikleri % 49,4, % 51,8, % 51,6’lik motilite, Deka ve Rao’un (1986) teke spermasini
farkli oranlarda (% 7, % 10, % 20) yumurta saris1 katilmis tris-sitrik asit-fruktoz-
gliserol sulandiricistyla dondurduklar1 calismadan elde ettikleri % 58, % 67, %

68’lik motilite oranlarindan diisiik bulunmustur.

Jiménez ve ark. (2006) Murciano-Granadina irki teke spermasini seminal
plazmay1 ayirdiktan sonra yagsiz siit tozu-glukoz-gliserol ile 1:5 oraninda sulandirip
dondurmuslar ve ¢dziim sonrasi spermatozoa motilitesini % 30 olarak bulmuslardir.

Aragtiricilarin buldugu deger, bu calismadaki yagsiz siit tozu ile dondurulmus
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sulandiric1  gruplarinin  ortalama  spermatozoa motilite oranlarindan  diisiik

bulunmustur.

Daskin (1991) Ankara teke spermasini seminal plazmay1 ayirmaksizin tris-
sitrik asit-glukoz-yumurta saris1 (% 20)-gliserol (% 7) ile dondurmus ve ¢ézdiirme
sonrast % 40,1’lik motilite oran1 tespit etmistir. Cabrera ve ark. (2005) Kanarya
tekelerinde yikama islemi uygulandiktan sonra % 12 oraninda yumurta sarisi igeren
tris-gliserol ile dondurmuslar ve ¢oziim sonrasi spermatozoa motilitesini % 30,1
olarak tespit etmiglerdir. Tuli ve Holtz (1995) Boer 1rk1 teke spermasini tris-sitrik asit
-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisiyla  dondurmus, ¢6ziim sonrasi
spermatozoa motilitesini % 39 olarak belirlemislerdir. Bu oranlar, ¢alismadaki tris ile
dondurulmus sulandirict gruplarmin ortalama spermatozoa motilite oranlarindan

yiiksek bulunmustur.

Aboagla ve Terada (2004) teke spermasini dondurmak i¢in kullanilan tris-
gliserol sulandiricisina % 20 yumurta saris1 eklenmesinin etkisi ilizerine yapmis
olduklar1 ¢aligmada CASA (bilgisayar yardimli sperm analiz) yardimiyla progresiv
motilitenin yumurta saris1 igermeyen grupta % 1; % 20 yumurta saris1 iceren grupta

ise % 46 oldugunu belirlemislerdir.

Azerédo ve ark.’larinin (2001) Saanen tekesi spermasini seminal plazmasindan
ayirmaksizin ve seminal plazmasini ayirarak tris-sitrik asit-glukoz-yumurta saris1 (%
2,6)-gliserol (% 5,3) ile dondurduklar1 calismadan elde ettikleri % 18,64 ve %
28,33’liik motilite oranlar1 ve Dagkin ve Tekin (1996)’in yumurta sarist igermeyen
tris-gliserol soliisyonu kullanarak elde ettikleri ¢6ziim sonrast % 19,1°lik motilite
ylzdesi, bu c¢alismadaki tris ile dondurulmus sulandirict gruplarinin ortalama

spermatozoa motilite oranlariyla paralellik gostermektedir.

Sungur ve ark. (1993) Ankara tekesi spermasint yagsiz siit tozu (glukoz 0,9 g-
yumurta saris1 20 ml-yagsiz siit tozu 10 g-gliserol 7,0 ml-Bidistile su 100 ml) diluenti
ile, tek asamada ve bir tohumlama dozunda 200 x 10° motil spermatozon bulunacak

sekilde sulandirip, dondurmuslardir. C6ziim sonrasi spermatozoa motilitesini % 45
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olarak bulmuslardir. Ayar ve Akdeniz (1995) Ankara tekesi spermasini yagsiz siit
tozu (glukoz 0,9 g-yumurta saris1 20 ml-yagsiz siit tozu 10 g-gliserol 7,0 ml-Bidistile
su 100 ml) diluenti ile, tek asamada ve bir tohumlama dozunda 300 x 10° motil
spermatozoon bulunacak sekilde sulandirip, dondurmuslardir. Cozliim sonrasi
spermatozoa motilitesini % 45 olarak tespit etmislerdir. Arastiricilarin saptadigi
motilite oranlari, bu caligmadaki yagsiz siit tozu ile dondurulmus sulandirici

gruplariin ortalama spermatozoa motilite oranlariyla paralellik gostermektedir.

Memon ve ark. (1985) teke spermasinmi santrifiij ederek ve edilmeden tris,
yagsiz siit tozu ve laktoz olmak iizere 3 degisik sperma sulandiricisiyla
dondurmuslardir. Santrifiij edilerek yagsiz siit tozu-gliserol sulandiricisi ile
sulandirip dondurduklar1 g¢alismadan elde ettikleri % 61,4 motilite orant bu
calismadaki yagsiz siit tozu ile ile dondurulmus sulandirict gruplarinin ortalama
spermatozoa motilite oranlarindan yiiksek, santrifiij edilmeden yagsiz siit tozu-
gliserol sulandiricisi ile sulandirip dondurduklari ¢alismadan elde ettikleri % 42
ortalama motilite orani, bu calismadaki yagsiz siit tozu ile ile dondurulmus
sulandirict  gruplarinin  ortalama spermatozoa motilite oranlariyla paralellik
gostermektedir. Ayni arastiricilarin aymi ¢alismada tris-yumurta sarisi-gliserol ile
dondurduklar1 ¢calismadan elde ettikleri % 53,1 ve % 50,4’lik motilite oranlari, bu
calismadaki tris ile dondurulmus sulandirici gruplarinin ortalama spermatozoa

motilite oranlarindan ¢ok yiiksektir.

(Coziim sonrasi spermatozoa motilitesinde gozlenen farkliliklar seminal
plazmanin ayrilip ayrilmamasina, dondurma isleminde kullanilan sulandiricilar ile,
sulandiricilarin igerdigi komponentlerin miktar ve oranlarinin, &zellikle sperma
sulandiricisinin  igerdigi yumurta sarisi oranlarinin farklihgindan kaynaklanmis
olabilecegi gibi, sperma sulandiricilarina katilan antioksidanlarin miktar, oran ve
tiriintin ~ farkli  olmasindan  kaynaklanmig  olabilir.  Ayrica  spermanin
sulandirilmasinda ve dondurulmasinda kullanilan tekniklerdeki farkliliklara, ¢6ziim
siiresi ve sicakligindaki degisimlere, analizi yapan kisi veya cihaza bagl olarak
meydana gelmis olabilir. Ayrica tiir, irksal, mevsimsel ve bireysel farkliliklar da

motilite oranlarinda farkliliga neden olmus olabilir.
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Bu ¢alismada ¢6ziim sonrasi elde edilen 6lii spermatozoa orani 1. Grup (TS), 2.
Grup (TH), 3. Grup (TK), 4. Grup (YS), 5. Grup (YH), 6. Grup (YK), 7. Grup (LS),
8. Grup (LH) ve 9. Grup (LK) i¢in swrastyla % 54,613,51, % 67,1£2,06, %
65,0+2,56, % 48,812,65, % 58,1+1,54, % 53,6£1,72, % 54,6+1,77, % 61,5+1,09 ve
% 58,5£1,56 olarak belirlenmistir.

Calismada ¢6zlim sonrasi en diisiik 6lii spermatozoa orant % 48,8+2,65 ile
yagsiz siit tozu sulandiricisina 5 mM  sistein ilavesi igeren IV. Sulandirict grubu
(YS) olmustur. En yiiksek ¢ozlim sonrasi 6lii spermatozoa orani ise % 67,1+ 2,06
ile tris sulandiricisina 1000 pg/ml hyaluronik asit i¢eren II. Sulandirict grubu (TH)
olmustur. Sunulan ¢aligmada, tris sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda 5
mM sistein eklenmesinin kontrol grubuna ve 1000 pg/ml hyaluronik asit eklenen
gruba gore Olii spermatozoa oraninda istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunurken
(p<0,01), tris sulandiricisina 1000 pg/ml hyaluronik asit ilavesinin 6lii spermatozoa
oraninin azaltilmasina olumlu etkisi saptanmamistir (p>0,05). Yagsiz siit
sulandiricisina katilan antioksidanlar arasinda 5 mM sistein eklenen grupla, kontrol
grubu arasinda istatistiki olarak fark onemli olmamasina ragmen (p>0,05), sisteinin
6lii spermatozoa oranini azaltigi belirlenmistir. Yagsiz siit tozu sulandiricisina 1000
nug/ml hyaluronik asit ilavesinin 6lii spermatozoa oranini artirdigi ancak bu farkin
istatistiki olarak 6nemli olmadig1r goriilmiistiir (p>0,05). Laiciphos sulandiricisia
katilan antioksidanlar arasinda 5 mM sistein eklenen grupla, kontrol kontrol grubu
arasinda istatistiki olarak fark 6nemli olmamasina ragmen (p>0,05), sisteinin Ol
spermatozoa oranini azaltici etki yaptigi saptanmistir. Laiciphos sulandiricisina 1000
ng/ml hyaluronik asit eklenmesinin 6lii spermatozoa oraninini artirmasina ragmen,
kontrol grubu ile arasinda fark énemli bulunmamistir (p>0,05). Burada dikkat ¢eken
bir husus, tris (kontrol) ve laiciphos (kontrol) sulandiricilar1 arasinda spermatozoa
motiliteleri arasinda istatistiki olarak fark olmasina ragmen 6lii spermatozoa oranlari

bakimindan istatiksel olarak bir fark belirlenmemistir.

Funahashi ve Sano (2005) domuz spermasint modifiye modena soliisyonuna 5

mM glutatyon, 5 mM sistein ve 5 mM hypotaurine antioksidanlarimi ekleyerek ve
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kontrol grubu olmak tizere 4 farkli sulandirici grubu ile 10°C” de 14 giin kisa siireli
olarak saklamiglardir. Saklama siiresinin 7.giinlinden sonra spermatozoa canliliginda
sistein ve glutatyonun olumlu etkileri gozlemlenirken hypotaurinin olumlu etkisi

olmadigini belirtmislerdir.

Cabrera ve ark. (2005) Kanarya irki tekelerde yaptiklar1 ¢alismada, ¢oziim
sonrasi1 Olii spermatozoa oranini yikanmis spermada % 69,6; yikanmamis spermada 1
% 72 olarak tespit etmislerdir. Arastiricilarin saptadigi 6lii spermatozoa oranlari, bu
calismadaki tiim sulandirict gruplarinin 6lii spermatozoa oranlarindan yiiksek

bulunmustur.

Choe ve ark. (2006) Kore’nin yerli tekelerinde yaptiklar1 ¢calismada, ¢oziim
sonrast Olii spermatozoa yiizdesini seminal plazmasi ayrilmamis spermada % 97
olurken, seminal plazmasi ayrilmis (yikanmis) spermada % 44 olmustur. Seminal
plazmasi ayrilmamis spermanin ¢6ziim sonrasi 6lii spermatozoa orani bu ¢alismada
bulunan tiim gruplarin 6li spermatozoa oraninin ¢ok iizerinde yer alirken; yikanmis
spermanin ¢0zdiirme sonrasi Olii spermatozoa degeri, aragtirmada yer alan tiim

gruplarin altinda yer almstir.

Jimenez ve ark. (2006)’nin Murciano-Granadina irki tekelerde yapmis oldugu
calismada tespit ettigi % 65,7°lik ¢0ziim sonrasi Olii spermatozoa orani bu

calismadaki degerlerden 2.grup tristhyaluronik asit (TH) hari¢ daha yiiksektir.

Peterson ve ark. (2007) Saanen 1rki tekelerde yagsiz siit tozu-glikoz-gliserol
ve tris-sitrik asit-glikoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricilarini seminal plazmayi
ayirmadan ve seminal plazmay1 ayirdiktan sonra dondurduklarinda ¢6ziim sonrasi
6lii spermatozoa oranlarini sirastyla yagsiz siit tozu sulandiricisinda % 55, % 65, tris
sulandiricinda % 45, % 35 olarak tespit etmislerdir. Bu degerler, bu ¢alismadaki
yagsiz siit tozu ve laciphos ile dondurulmus sulandirici gruplarinin ortalama o6lii
spermatozoa oranlariyla paralellik gosterirken, tris ile dondurulmus sulandirici
gruplariin ortalama 6lii spermatozoa oranlarindan diisiiktiir. Tuli ve Holtz (1995)

Boer teke spermasini tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol ile dondurmuslar,
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¢Oziim sonrasii Oli spermatozoa orant % 54 olarak belirlemislerdir. Bu deger,
calismadaki tris ile dondurulmus sulandirict gruplarimin  6lii  spermatozoa

oranlarindan diisiiktiir.

Tekin ve ark. (2006) farkli taurin dozlarinin ve dondurma hizinin kog
spermasinin dondurulmasi iizerin etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada, ko¢ spermasini
20 mM, 50 mM, 80 mM taurin iceren ve kontrol grubu olmak tizere 4 farkli grup
olusturarak tris-sitrik asit-fruktoz-gliserol sulandiricist ile sulandirilarak, sicakligi
ayarlanabilen sivi azotla ¢alisan otomatik programlanabilir aletle dondurmuslardir.
Coziim sonrasi ortalama 6lii spermatozoa oranini sirastyla % 52,2, % 60,3, % 61,5,
% 54,7 olarak belirlemislerdir. Ko¢ spermasinin dondurulmasinda degisik taurin
dozlarinin ¢0zdiirme sonrast Olii spermatozoa oranlarinda farkli degerler
gostermesine ragmen soz konusu rakamlar istatiksel degerlendirmede Onemli

bulunmamustir.

Bucak ve Uysal (2008)’1n saanen teke spermasini 5 mM sistein, 25 mM taurin,
50 mM trehaloz katilan ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla
dondurduklar1 spermalardan ¢6ziim sonrasi elde ettikleri % 18, % 33, % 25, %
27°1ik oli spermatozoa oranlart bu g¢aligmadaki tiim sulandiric1 gruplarinin 6l

spermatozoa oranindan diisiiktiir.

Ustiiner (2008) saanen teke spermasini asim mevsiminde farkli oranlarda (% 6,
% 12, % 18) yumurta sarist igeren tris-sitrik asit-glukoz sulandiricisiyla seminal
plazmay1 ayirarak ve ayirmadan dondurmustur. Asim mevsiminde seminal plasma
ayrilmadiginda ve sulandiricidaki yumurta saris1 orani artirildiginda 6lii spermatozoa
oranida belirgin bir sekilde artis gosterirken, seminal plazma ayrildiginda bu etki

gbzlenmemistir.

Ar1 (2006) Ankara teke spermasini dondurma Oncesi talp ve ringer yikama
sollisyonlartyla yikayarak seminal plazmasini ayirmis ve spermaya belli oranlarda

(% 5) kocg ve boga seminal plazmalari ekleyerek tris sulandiricistyla dondurmustur.
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Talp soliisyonuyla seminal plazmanin ayrilmasinin ve kog¢ seminal plazmasi

eklenmesinin ¢6ziim sonrasi 0lii spermatozoa oranini azalttigini bildirmistir.

Calismada ¢oziim sonrasi gruplarda elde edilen 6lii spermatozoa oranlariyla
diger aragtirmacilarin elde ettigi ¢6ziim sonrasi 0lii spermatozoa oranlar1 arasindaki
farkliliklar sperma sulandiricisinin igeriginden, 6zellikle sperma sulandiricisinin
icerdigi yumurta sarist oranlarmin farkliligindan kaynaklanmis olabilecegi gibi
seminal plazmanin ayrilip ayrilmamasindan, sulandirma oranindan, dondurma
teknigindeki farkliliklardan ve ¢6ziim sicakligi ile siiresinden kaynaklaniyor olabilir.
Ozellikle sperma sulandiricilara katilan antioksidanlardan kaynaklanmis olabilir.
Ayrica spermanin sulandirilmasinda ve dondurulmasinda kullanilan tekniklerdeki
farkliliklara, ¢ozlim siiresi ve sicakligindaki degisimlere, teke 1rklarinin

farkliligindan, analizi yapan kisi veya cihaza bagli olarak meydana gelmis olabilir.

Bu c¢alismada ¢6ziim sonrast anormal spermatozoa oranit 1. Grup (TS), 2. Grup
(TH), 3. Grup (TK), 4. Grup (YS), 5. Grup (YH), 6. Grup (YK), 7. Grup (LS), 8.
Grup (LH) ve 9. Grup (LK) i¢in sirasiyla % 65,7+2,12, % 68,3+2,81, % 69,3+ 2,07,
% 52,842,55, % 53,6£1,92, % 59,1+2,20, % 54,7+2,23, % 57,1£2,49 ve % 56,3
12,24 olarak tespit edilmistir. Calismada ¢6ziim sonrasi en diisik anormal
spermatozoa orani % 52,8+2,55 ile yagsiz siit tozu sulandiricisina 5 mM  sistein
ilavesi iceren IV. Sulandirici grubu (YS) olmustur. En yiiksek ¢oziim sonrasi

anormal spermatozoa orani ise % 69,312,07 tris kontrol sulandiricis1 (TK) olmustur.

Bu calismada ¢6ziim sonrasi anormal akrozom oranlart 1. Grup (TS), 2. Grup
(TH), 3. Grup (TK), 4. Grup (YS), 5. Grup (YH), 6. Grup (YK), 7. Grup (LS), 8.
Grup (LH) ve 9. Grup (LK) i¢in sirasiyla % 44,5+1,44, % 48,7£2,19, % 51,0+ 1,62,
% 35,942,13, % 38,342,322, % 40,4+2,50, % 36,3+£1,96, % 36,31+2,39, % 40,0 £2,73
olarak saptanmistir. Calismada ¢6ziim sonrasi en diisilk anormal akrozom orani %
35,9+£2,55 ile yagsiz siit tozu sulandiricisina 5 mM  sistein ilavesi igeren V.
sulandiric1 grubu (YS) olmustur. En yiiksek ¢oziim sonrasi anormal akrozom orani
ise % 51£1,62 ile tris kontrol sulandiricis1 (TK) olmustur. Sunulan ¢alismada, tris,

yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricilarina katilan antioksidanlarin anormal
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spermatozoa orani ile anormal akrozom oranlarina belirgin bir etkisinin olmadigi
saptanirken, istatiksel olarak farkin, tris, yagsiz siit tozu ve laiciphos

sulandiricilarinin kontrol gruplar1 arasinda oldugu gézlenmistir.

Cetin (2006) saanen teke spermasini fruktoz, laktoz ve seker bulunmayan tris
(kontrol) sulandirilartyla dondurmus ve anormal spermatozoa oranlart sirasiyla %
33,05, % 33,99, % 45,50 olarak bulmustur. Sulandiriciya laktoz ya da fruktoz
eklenmesinin anormal spermatozoa oranini azalttigini bildirmistir. Arastiricinin elde
ettigi anormal spermatozoa oranlari, bu c¢aligmadaki sulandirict gruplarina ait

anormal spermatozoa oranlarindan diisiik bulunmustur.

Atessahin ve ark. (2008) Ankara teke spermasint 5 mM, 10 mM, 15 mM
sistein ekledikleri ve sisteinsiz tris (kontrol) sulandiricilartyla dondurduklar
calismadan elde ettikleri anormal akrozom oranlarini sirasiyla % 9, % 9,5, % 6,6, %
8,7 olarak bulmuslardir. Sisteinin farklt miktarlarinin anormal akrozom oranlarina
azaltmadigin1 bildirmislerdir. Ayrica arastiricilarin bulduklar1 anormal akrozom
degerleri, bu ¢aligmadaki tiim sulandiric1 gruplarindan elde edilen anormal akrozom

oranlarinin ¢ok altindadir.

Dorado ve ark. (2007)’nin Florida teke spermasini seminal plazmasini ayirarak
tris ve yagsiz siit tozu sulandiricilart ile dondurduklart ¢alismadan anormal akrozom
oranlarmmi sirasiyla % 51,19 ve % 45,77 olarak bulmuslardir. Bu degerler, bu
calismadaki tris ile dondurulmus sulandiric1 gruplarinin ortalama anormal akrozom
oranlartyla paralellik gosterirken, yagsiz siit tozu ile dondurulmus sulandirici

gruplariin ortalama anormal akrozom oranlarindan ytiksektir.

Cabrera ve ark. (2005)’nin Kanarya teke spermasini seminal plazmasini
ayrrarak ve aymrmadan % 12 yumurta sarist igeren tris sulandiricisiyla
dondurmusladir. Seminal plasma ayrildiginda ¢6ziim sonrast anormal akrozom
oranin1 % 62,00 seminal plazma ayrilmadiginda anormal akrozom oranu % 55,6
olarak saptamislardir. Arastiricilarin elde ettikleri degerler, bu calismadaki tiim

gruplarin anormal akrozom oraninidan yiiksek bulunmustur.
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Deka ve Rao (1986) teke spermasini sodyum sitrat-fruktoz-yumurta sarisi-
gliserol ve tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricilar1 ile
dondurmuslar ortalama anormal akrozom oranini sirasiyla % 18,60 ve % 12,37
olarak tespit etmislerdir. Dagkin (1991) seminal plazmasi ayrilmadan % 20 yumurta
saris1 igeren tris sulandiricisiyla dondurdugu Ankara tekesi spermasinda ¢6ziim
sonrast anormal spermatozoa oranin1 % 23,36 olarak bulmustur. Dagkin ve Tekin
(1996) Ankara tekesi spermasini yumurta sarisi iceren ve igermeyen tris-gliserol
sulandiricilariyla dondurulmuslar sirastyla anormal akrozom oranini % 24,94 ve %
32,97 olarak saptamiglardir. Arastiricilarin tespit ettikleri degerler, bu ¢alismadaki

gruplarin ortalama anormal akrozom oranindan diisiik bulunmustur.

Memon ve ark. (1985) teke spermasimi 3 degisik sperma sulandiricist ile
sulandirip sivi azotta dondurmuslardir. Yagsiz siit tozu-gliserol sulandiricisi ile
dondurduklar1 ¢alismadan seminal plazmanin ayrilmasi halinde elde ettikleri % 27
ortalama anormal akrozom orani, bu calismadaki yagsiz siit tozu ile dondurulmus
sulandirict gruplarindan diisiikk; seminal plazmanin ayrilmamasi durumunda elde
ettikleri % 60 anormal akrozom oran1 ise c¢alismadaki gruplardan yiiksek
bulunmustur. Ayni arastiricilarin ayni c¢alismada, seminal plazmasini ayirarak ve
ayirmadan tris-yumurta sarisi-gliserin sulandiricisi ile ile caligmadan elde ettikleri %
41 ve % 34’lik anormal akrozom oranlari, bu calismadaki tris ile dondurulmus

sulandiric1 gruplarindan diisiik bulunmustur.

Slaweta ve Laskowska (1987) boga spermasint 5 mM glutatyon ve glutatyon
eklenmemis yagsiz siit tozu-fruktoz-yumurta sarist (% 15)-gliserol (% 7)
sulandiricilari (kontrol) ile dondurmuslar ve ¢6ziim sonrasi anormal akrozom oranlari

bakimindan istatiksel olarak fark saptayamamuslardir (% 38, % 38).

Bucak (2007) teke spermasini tris-sitrik asit- fruktoz-yumurta sarisi-gliserol
sulandiricisina trehaloz, okside glutatyon ve EDTA ekleyerek dondurmus ve ¢6ziim

sonrast anormal spermatozoa oranlarini kontrol grubu sulandiricina gore diisiik
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bulmustur. Arastiricinin  saptadigi oranlar, bu caligmadaki gruplarin ortalama

anormal spermatozoa oranlariin oldukga altinda tespit edilmistir.

Bucak ve ark. (2007) trehaloz (50, 100 mM), taurin (25, 50 mM), cysteamine
(5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml)’nin farkli dozlarin1 kog¢ spermasinin
dondurmak igin tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisina
katmislar ve ¢oziim sonrasi spermatolojik 6zellikler ve oksidatif stres parametreleri
tizerine etkilerini arastirmislardir. Coziim sonrasi ortalama anormal akrozom orani
bakimindan, antioksidan eklenmis sulandirici gruplariyla kontrol grubu arasinda

istatiksel olarak fark olmadigini bildirmislerdir.

Sinha ve ark. (1996) teke spermasin 2 mM, 5 mM glutatyon ve tris (kontrol)
sulandiricilariyla dondurmuslar ¢6zdiirme sonrast anormal akrozom oranlarini
strastyla % 8,6, % 6,9 ve % 10 olarak belirlemislerdir. Sulandirict gruplar arasinda
istatistiksel bir fark saptamislar ve glutatyonun anormal akrozom oraninmi azalttigin

bildirmislerdir.

Aboagla ve Terada (2004) teke spermasint 25 mM , 50 mM, 75 mM , 100 mM
trehaloz ekledikleri ve trehalozsuz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklari
calismadan elde ettikleri anormal akrozom oranlarin1 75 mM, 100 mM trehaloz
eklenen gruplarda kontrol grubunun c¢ok altinda saptamislardir. Arastiricilar
trehalozun sulandiricidaki miktarinin artigina paralel olarak akrozom biitiinliigiiniin

korunmasinda ¢ok etkin oldugunu bildirmislerdir.

Bucak ve Uysal (2008) saanen teke spermasin1 5 mM sistein, 25 mM taurin, 50
mM trehaloz katilan ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklari
calismadan ¢oOziim sonrasi elde ettikleri % 5,25, % 8,0, % 5,25 ve % 10,4’lik
anormal akrozom oranlar1 bu c¢aligmadaki tiim sulandirici gruplarmin anormal

akrozom oranlarindan ¢ok diistiktiir.

Bu arastirmada elde edilen anormal akrozom oraniyla diger calismalarda elde

edilen akrozom oranlar1 arasindaki farkliliklar tekelerin genotipik ve 1rksal
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farkliliklarindan, sperma sulandiricisinin igeriginden, sulandiricida kullanilan
yumurta sarisinin oranindan, sulandiricilardaki antioksidanlardan, seminal plazmanin
ayrilip ayrilmamasindan, sulandiricilara seminal plazma katilip katilmamasindan,
dondurma ve ¢ozdiirme prosediirleriyle degerlendirmede kullanilan teknikler

arasindaki farkliliklardan kaynaklaniyor olabilir.

Arastirmada HOS test sonucunda kuyrugu kivrilan spermatozoonlarin oranlari
1. Grup (TS), 2. Grup (TH), 3. Grup (TK), 4. Grup (YS), 5. Grup (YH), 6. Grup
(YK), 7. Grup (LS), 8. Grup (LH) ve 9. Grup (LK) i¢in sirasiyla % 29,4+3,09, %
24,743,36, % 26,0£2,80, % 46,9£3,69, % 41,2+3,55, % 46,3124, % 42,7£2.95, %
41,44£3,20 % 45,242,51 olarak degerlendirilmistir. Calismada ¢dzlim sonrasi en
yiiksek HOS test oran1 % 46,913,69 ile yagsiz siit tozu sulandiricisina 5 mM sistein
ilavesi iceren IV. Sulandirici grubu (YS) olmustur. En diisiik ¢6ziim sonrast HOS
test orani ise % 24,743,36 ile II. Sulandirict1 grubu (TH) olmustur. Sunulan
calismada, HOS test oranlariyla sulandirict gruplarinin ortalama spermatozoa

motilitesi oranlar arasinda paralellik oldugu gozlenmistir

Bucak ve Uysal (2008) Saanen teke spermasint 5 mM sisten, 25 mM taurin, 50
mM trehaloz katilan ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklari
calismadan ¢o6ziim sonrast HOS test oranlarini sirasiyla % 60, % 46,5, % 44,5
olarak bulmuslardir. Atessahin ve ark. (2008) Ankara teke spermasin1 5 mM, 10
mM, 15 mM sistein ekledikleri ve sisteinsiz tris (kontrol) sulandiricilariyla
dondurduklar1 ¢alismadan elde ettikleri HOS test oranlarini sirasiyla % 35, % 41, %
42, % 34 olarak bulmuglardir. Sisteinin farkli miktarlarinin HOS teste yanit

bakimindan olumlu etki yapmadigini bildirmislerdir.

Salvador ve ark. (2006) teke spermasini yagsiz siit tozu, jelatin, yagsiz siit
tozutsistein, jelatint+sistein sulandiricilart kullanarak 4°C ‘de 72 saat kisa siireli
olarak saklamislardir. Saklama siirecinde sulandiricilar arasinda HOST teste yanit
vermis ortalama spermatozooa yiizdesi bakimindan bir fark belirliyememislerdir (%

34, % 32, % 31, % 34).
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Bucak ve ark. (2007) ko¢ spermasmni 5 mM GSH (glutatyon), 5 mM
indirgenmis glutatyon (GSSG), 5 mM sistein katilan ve antioksidansiz tris (kontrol)
sulandiricilariyla dondurduklar1 calismadan elde ettikleri HOS test oranlarim
stirastyla % 37, % 47, % 42 ve % 44 olarak bulmuslardir. Sulandiricilara katilan
antioksidanlarin kontrol grubuna gére HOS testte yanit vermis spermatozoa ylizdesi

bakimindan istatiksel bir fark saptayamamaiglardir.

Bucak ve ark. (2007) ko¢ spermasint 500 pg/ml, 1000 pg/ml hyaluronik asit
ekledikleri ve hyaluronik asit eklenmemis tris (kontrol) sulandiricilariyla
dondurduklar1 ¢alismadan elde ettikleri HOS test oranlarin1 % 46, % 51, % 44 olarak
bulmuslardir. Ko¢ spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya hyaluronik asit
eklenmesinin, ¢6ziim sonrast HOS testte yanit vermis spermatozoa orani yoniinden

istatiksel bir fark olmadigini bildirmislerdir.

Bu arastirmada elde edilen HOST oraniyla diger calismalarda elde edilen
HOST oranlar1 arasindaki farkliliklar, tekelerin genotipik ve irksal farkliliklarindan,
sperma sulandiricisinin igeriginden, sulandiricida kullanilan yumurta sarisinin
oranindan, sulandiricilardaki  antioksidanlardan, dondurma ve ¢Ozdiirme
prosediirleriyle degerlendirmede kullanilan teknikler arasindaki farkliliklardan

kaynaklaniyor olabilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Spermanin basariyla dondurulmasi, bir ¢ok faktoriin dengelenmesini gerektiren
kompleks bir yontemdir. Bir tiiriin spermasi i¢in optimize edilen bir dondurma
protokolii diger tiir icin ideal olmayabilir. Teke spermast bu konu i¢in ideal bir
ornektir. Teke spermasi diger evecil tiirlerin spermasi arasinda, dondurma medyumu,
kriyoprotektanlar, dondurma ve ¢6zdiirme hizlar1 gibi ortak noktalar olmasina karsin,
¢Ozdiirme sonrasi maksimum viabilite elde edebilmek icin bu tiire 6zgli ayr1 bir

0zene gereksinim vardir.

Teke spermasinin  dondurulmasinda, ¢ozdiirme sonrasi spermatolojik
parametreler iizerine olumlu etkileri olabilecegi diisiiniildiiglinden, sperma
sulandiricilarina antioksidan maddeler katilmaktadir. Genel olarak olumlu etkileri
olmakla birlikte, antioksidan etkiler hayvan tiiriine, antioksidanlarin tiiriine, dozuna,

sulandiric1 bilesenlerine ve dondurma protokollerine gore degismektedir.

Yapilan ¢alismada, spermatozoa motilitesi agisindan, tris (kontrol) ile yagsiz
stit tozu (kontrol) ve laiciphos 488 (kontrol) sulandiricilart arasinda istatiksel bir fark
belirlenmistir. Motilitenin korunumu acgisindan yagsiz siit tozu (kontrol) ve laiciphos
488 (kontrol) sulandiricilarinin daha etkin oldugu gozlenmis, yagsiz siit tozu
(kontrol) ile laciphos 488 (kontrol) sulandiricilar1 arasinda spermatazoa motilitesi
bakimindan bir fark belirlenmemistir. Ayrica sisteinin tris sulandiricisinda kontrol
sulandiricisina  gére spermatozoa motilitesi bakimindan istatiksel bir fark
saptanirken, sisteinin ayni etkisi yagsiz siit tozu ve laciphos sulandiricilarinin kontrol
gruplart arasinda belirlenmemistir. Hyaluronik asitin tris sulandiricisinda kontrol
grubu ile, spermatozoa motilitesi bakimindan bir fark belirlenirken ancak hyaluronik
asitin yagsiz siit tozu ve laciphos 488 sulandiricilarinda kontrol grubuna gore

spermatozoa motilitesine olumsuz etkisi yaptig1 gézlenmistir.

Olii/Canl1 spermatozoa oranlar1 yoniinden, tris (kontrol) sulandiricisi ile
laiciphos 488 (kontrol) sulandiricis1 arasinda istatiksel bir fark belirlenmemisken, tris

(kontrol) ile yagsiz siit tozu (kontrol) arasinda istatiksel bir fark belirlenmistir.
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Yagsiz siit tozu sulandiricisinda 6lii spermatozoa orani1 daha diisiik tespit edilmistir.
Sisteinin tris sulandiricisinda konrol grubuna gore, 0lii spermatozoa orani diisiik
bulunmus, yagsiz siit tozu ve laiciphos 488 sulandiricilarinin kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda 6lii  spermatozoa orani bakimindan fark belirlenmemistir.
Hyaluronik asitin, her {i¢ sulandiricinin kontrol grubuyla karsilastirildiginda o6li

spermatozoa oranlar1 bakimindan fark belirlenmemistir.

Anormal spermatozoa oranlar1 bakimindan, tris (kontrol) ile yagsiz siit tozu
(kontrol)  ve laciphos 488 (kontrol) sulandiricilar1 arasinda istatiksel bir fark
belirlenmistir. Anormal spermatozoa orani yagsiz siit tozu ve laciphos 488
sulandiricilarinda daha diisiik tespit edilmistir. Ayrica yagsiz siit tozu ile laciphos
488 arasinda anormal spermatozoa orani bakimindan fark belirlenmemistir. Hem
sisteinin hem de hyaluronik asitin eklendikleri her {i¢ sulandiricida da anormal
spermatozoa  yiizdeleri  bakimindan  sulandiricilarin  kontrol  gruplariyla

karsilastirildiginda fark belirlenmemistir.

Akrozoma bagli anormal spermatozoa oranlar1 bakimindan, tris (kontrol) ile
yagsiz siit tozu (kontrol) ve laciphos 488 (kontrol) sulandiricilar1 arasinda istatiksel
bir fark belirlenmistir.. Hem sistein hem de hyaluronik asitin eklendikleri her ii¢
sulandiricidda da akrozoma bagli anormal spermatozoa yiizdeleri bakimindan

sulandiricilarin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda fark belirlenmemistir.

HOST ‘e yanit vermis spermatozoa oranlari bakimindan, tris (kontrol) ile
yagsiz siit tozu (kontrol) ve laiciphos 488 (kontrol) sulandiricilar arasinda istatiksel
bir fark belirlenmis, yagsiz siit tozu ile laiciphos 488 sulandiricisi arasinda fark
belirlenmemistir. HOST ‘e yanit vermis spermatozoa ylizdesi yagsiz siit tozu ve
laciphos 488 sulandiricisinda daha ytliksek gdézlenmistir. Sistein ve hyaluronik asitin
eklendikleri her ii¢ sulandiricida da HOST e yanit spermatozoa yiizdeleri bakimindan

sulandiricilarin kontrol gruplariyla karsilastirildiginda fark belirlenmemistir.
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Bu ¢alismada elde edilen bulgular dogrultusunda;

1. Saanen teke spermasinin siit bazli sulandiricilarla dondurulmasinin ¢ozdiirme
sonrasi daha iyi spermatolojik oOzelliklerin elde edilmesinde yararli olabilecegi

saptanmistir.

2. Teke spermanin dondurma basarisin1 artirmak i¢in, sulandiricilara eklenen
antioksidanlarin etkileri, sulandirict bilesenlerine, antioksidan tiiriine ve miktarina

gore degisebilmektedir.Yapilan aragtirmada, bu durum agik bir sekilde belirlenmistir.

3. Teke spermasinin dondurulmasinda antioksidanlarin olumlu etkilerinin,
antioksidanin tiirline ve miktarina gore degisebilecegi belirlenirken, antioksidan
kullaniminda sulandirict ve antioksidan etkilesimin goz Oniine alinmasi gerektigi

kanisina varilmistir.
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OZET

Farkh Antioksidanlar Eklenmis Sulandiricilarla Dondurulmus Saanen Teke
Spermasinin In Vitro Degerlendirilmesi

Sunulan ¢alismada, Saanen teke spermasinin farkli antioksidanlar i¢eren sulandiricilarla
dondurulmasinin baslica spermatolojik 6zellikler tizerine etkileri arastirildi.

Arastirmada, Universite Ciftligi’ne ait dort adet teke kullamldi. Her bir tekeden asim
mevsiminde (Ekim-Kasim, 2006) suni vajen yardimiyla haftada iki kez toplam on ejekulat
alindi. Ardindan, normospermik kaliteye sahip ejekulatlar birlestirildi ve “split-sample”
yontemiyle degerlendirildi. Split-sperma 6rnekleri, {i¢ farkli sulandirict (tris, T-, yagsiz siit
tozu, Y- ve laiciphos 488, L- kokenli) ve iki farkli antioksidan (5 mM sistein, S ve 1000
pg/ml hyaluronik asit, H) kullanilarak sulandirildi. Ayrica, dondurma islemi igin biitiin
gruplardaki sulandiricilara %10 yumurta sarisi (Y) ve %5 gliserol (G) eklendi. Bdoylece,
ornekler toplam dokuz ayr calisma grubuna ayrildi: TS, TH, TK (kontrol); YS, YH, YK;
LSS, LH, LK. Sulandirilmis sperma orneklerini igeren payetler +4 °C’de 2 saat siireyle
ekilibre edildikten sonra, sivi azot buharinda (-120 °C) 15 dakika siireyle donduruldu ve sivi
azot (-196 °C) iginde saklandi. Tim gruplardaki payetler 37 °C’de 30 saniye siireyle
¢Ozdiiriildii. Sperma 6rnekleri spermatozoa motilitesi (%), canlilik (%), anormal spermatozoa
(%), anormal akrozom (%) ve HOS (hypo-osmotic swelling) testi (%) yonlerinden
degerlendirildi.

Tris sulandirici gruplan igin, TS grubundaki motilite ve canlilik oranlar1 (sirasiyla
%24.5+£2.29 ve %46.65+£3.51), TH (sirastyla %17.0+1.10 ve %33.18+£2.06) ve TK (sirasiyla
%19.5+£1.16 ve %35.02+2.56) gruplarindaki oranlardan istatistiksel olarak daha yiiksek
(p<0.01) olmasina karsin, anilan gruplar arasinda anormal spermatozoa, anormal akrozom ve
HOS testi oranlar1 yonlerinden 6nemli bir fark belirlenmedi (p>0.05). Yagsiz siit tozu
sulandiric1 gruplarn igin, YS ve YK sulandirict gruplarindaki motilite oranlari (sirasiyla
%44.0+1.44 ve %39.5+£3.11) YH grubundaki orandan (%30.5+1.57) daha yiiksek (p<0.01)
olmasina karsin, gruplar arasinda canlilik, anormal spermatozoa, anormal akrozom ve HOS
testi oranlar1 yoOnlerinden 6nemli bir fark belirlenmedi (p>0.05). Laiciphos sulandirici
gruplart i¢in, LS grubundaki motilite ve canlilik oranlart (sirasiyla %42.0+2.49 ve
%46.67+1.77), LH grubundaki oranlardan (sirasiyla %32.0+£1.33 ve %39.59+£1.09) daha
yiiksek (p<0.01) iken, LK grubundaki degerlerden (%37.5+1.86 ve %42.50£1.56) ise dnemli
bir farkliligi belirlenmedi (p>0.05). Ayrica, anilan gruplar arasinda anormal spermatozoa,
anormal akrozom ve HOS testi oranlar1 yoniinden 6nemli bir fark belirlenmedi (p>0.05).

Sonug olarak, sunulan ¢aligmada elde edilen in vitro sperma kalitesi bulgularina gore; 1)
yagsiz siit tozu ve laiciphos sulandiricisinin tris sulandiricindan daha iistiin oldugu, ayrica ii)
sisteinin bir antioksidan olarak hyaluronik asitten daha iyi koruma sagladigi kanisina varildi.

Anahtar sozciikler: Saanen tekesi, spermanin sulandirilmasi, antioksidanlar, spermanin
dondurulmasi, in vitro degerlendirme
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SUMMARY

In Vitro Evaluation Of Saanen Buck Semen Frozen With Extenders Added
Different Antioxidants

The aim of the present study was to investigate the effects of extenders containing different
antioxidants upon the principle sperm characteristics of Saanen buck semen following
freezing.

For this, four bucks (of the University farm) were used. Semen was collected twice a
week via an artificial vagina during the breeding season (October- November, 2006) to
obtain ten ejaculates per animal. The ejaculates having normospermic quality were pooled
and evaluated according to the “split-sample” method. The samples were then extended in
three extenders (tris, T-, skimmed milk, S- and laiciphos 488, L- based) without (as controls)
or with the two antioxidants (5 mM cysteine, C and 0.1 mg/ml hyaluronic acid, H). For
freezing process, all the extenders in each group also contained 10% egg yolk (Y) and 5%
glycerol (G). By this way, nine experimental groups were assigned, as follows: TYG-C,
TYG-H, TYG-O (control); MYG-C, MYG-H, MYG-O; LYG-C, LYG-H, LYG-O. Straws of
extended semen were equilibrated at +4 °C for 2 h, frozen for 15 min in vaporised liquid
nitrogen (at -120 °C) and then stored within the liquid nitrogen. The straws from all the
groups were eventually thawed at 37 °C for 30 seconds. Of the semen samples, the
parameters of sperm motility (%), viable spermatozoa (%), abnormal spermatozoa (%),
abnormal acrosome (%) and hypo-osmotic swelling (HOS) test (%) were evaluated.

For the TYG extender groups, the rates of motility and viability (24.5+2.29% and
46.65+3.51%, respectively) were significantly (p<0.01) higher for the TYG-C extender as
compared to those of the TYG-H (17.0£1.10% and 33.1842.06%, resp.) and TYG-O
(19.5£1.16% and 35.02+£2.56%, respectively). However, there was no such difference
(p>0.05) between the extenders based on the rates of abnormal spermatozoa, abnormal
acrosome and HOS test. For the MYG groups, the motility was significantly (p<0.01) higher
for the MYG-C and MYG-O extenders (44.0+1.44% and 39.5+3.11%, respectively) as
compared to that of the MYG-H (30.5+£1.57%). However, there was no such difference
(p>0.05) between the extenders based on the rates of viability, abnormal spermatozoa,
abnormal acrosome and HOS test. For the LYG groups, the rates of motility and viability
(42.0£2.49% and 46.67£1.77%, resp.) were significantly (p<0.01) higher for the LYG-C
extender as compared to that of the LYG-H (32.0+1.33% and 39.59+1.09%, respectively),
but not that of the LYG-O (37.5+1.86% and 42.50+1.56%, respectively). Additionally, there
was no such difference (p>0.05) between the extenders based on the rates of abnormal
spermatozoa, abnormal acrosome and HOS test.

As a result, the present in vitro findings of semen quality parameters studied suggest
that; i) both skimmed milk and laiciphos extenders were more favourable than tris, and that
ii) the cysteine, as an antioxidant, provided a superior protection than the hyaluronic acid
did.

Key words: Saanen buck, semen extension, antioxidants, semen freezing, in vitro
evaluation
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