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OZET

KANGAL AKKARAMAN KOCU SPERMALARININ SEMINAL PLAZMASINA
FARKLI ISI UYGULAMALARININ KISA SURELI SAKLANMASINDA
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Salih NARLICAY
Yiiksek Lisans Tezi
Suni Tohumlama Ana Bilim Dali
Danigman: Dog. Dr. Barig Atalay USLU
2019, XX sayfa

Bu tez calismasinda, spermada bulunan seminal plazmanin spermler iizerindeki etkisini
gozlemlemek ve reprodiiktif amaglh kullanimini1 degerlendirmek amaciyla yapilmistir.
Aragtirma icin, 24-36 aylik yaslarda, 8 bas ergin koctan alinan spermalar kullanilmistir.
Spermalar ciftlesme mevsimi diginda elektro ejekiilator yardimi ile alinmistir. Alinan
spermalar birlestirildikten sonra 3 esit hacme boliinmiistiir. 28 °C'lik su banyosunda
islemlerden gecirilmek tiizere birakilmistir. Spermalar seminal plazmalarindan
santrifiijle ayrilip, 60 °C'lik ve 80 °C'lik 10 dakikalik 1sitma isleminden gegirilip tekrar
28 °C'lik ortamda ayrildiklar1 spermler ile birlestirilmistir. Birlestirilen 60 °C'lik ve 80
°C'lik gruplar ile higbir islem uygulanmayan kontrol gurubu +4 °C'lik ortamda
bekletilmeye alinmigtir. Ortalama 8 saatte bir kontrol edilen 3 grupta gozlenen motilite,
canli/0lii oran1 ve sperm anormallikleri kaydedilmistir. Arastirmadan elde edilen
sonucglara gore, kontrol grubu ve deneme gruplar karsilastirildiginda en uzun siire
motilitenin devam eden grup, 80 °C'lik grup olarak belirlenmistir. Bu sonuca gore
spermanin seminal plazmasinin igersinde bulunan ¢esitli proteinlerin ve enzimlerin
denatiirasyonu ile yagam siiresinin, normal sperm oraninin ve motilitenin dogru orantili
bir sekilde arttigin1 kanitlar niteliktedir. Bundan sonraki kog¢ spermasinin dondurulmasi
ile ilgili caligmalarda eklenti bezi sivilarimin 80 °C’de 10 dakika bekletilerek tekrar
spermaya eklenmesi ile spermanin dondurulmasinda daha iyi sonuglar alinabilecegi

kanaatine varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kog, Elektro ejekiilator, Sperma, Seminal Plazma, Motilite.



ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF DIFFIRENT SEMINAL PLASM
HEATING PROCESSES ON SHORT TERM STORAGE OF THE
AKKARAMAN KANGAL RAM SPERM

Salih NARLICAY

Master Thesis
Departments of Reproduction and Artificial Insemination
Advisor: Dog. Dr. Barig Atalay USLU
2019, XX page

In this research, seminal plasma in sperm was examined to determine the effect on
sperm and to evaluate the use of reproductive purposes. For the research, the sperm
obtained from 24-36 months of age 8 rams was used. Sperm was collected with the help
of electro- ejaculator out off mating season. The sperm collected were divided into 3
equal volumes after combining. It was kept to process in a 28 °C water bath. The sperm
were separated from the seminal plasma by centrifugation and combined with the sperm
that is separated from after it was kept in 60 °C and 80 °C for 10 minutes and separated
again in 28 °C medium. The untreated control group and 60 °C and 80 °Cgroups were
kept in a 4 °C environment. Motility, live / dead ratio and sperm abnormalities were
recorded in 3 groups that were controlled once every 8 hours. According to the results
of the study, when the control group and experimental groups were compared, the group
with the longest duration of motility was determined as 80 °C group. Result of the this
study prove that, the denaturation of various proteins and enzymes in seminal plasma of
sperm directly proportional tolife time, abnormalities and motility. It is concluded that
better results could be yielded in process of sperm freezing by keeping additive gland

fluids in 80 °C for at least 10 minutes.

Key words: Ram, Electro-ejaculator, Sperma, Seminal Plasma, Motility.
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1. GIRIS

Diinya niifusunun hizla artmasiyla birlikte insanlarin gida triinlerini temin etmesi zor
bir hale gelmistir. Temel besin maddelerinden hayvansal proteine ¢ok daha fazla ihtiyac
duyulmaktadir. Kirmizi et iiretilmesi i¢in olduk¢a rasyonel olan, en verimsiz meralari
bile ag1z ve dudak yapisi sayesinde iyi degerlendiren koyunlarin sayisinin ve verim
ozelliklerinin arttirilmas1  gerekmektedir. Koyunculukta halk tarafindan yillardir
tireticiligi yapilan diistik verimli yerli irklarin 1slahi i¢in gerekli olan kog¢ spermasinin
dondurularak saklanilabilmesi bu agidan biiylik bir 6nem arz etmektedir. Hayvancilik
alaninda vazgeg¢ilmez 6neme sahip olan lireme biyoteknolojisi; suni tohumlama, in-vitro
fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi birtakim yenilikleri kapsamaktadir. Bu
teknikler arasinda en eski ve pratik kullanim alami olan suni tohumlamadir. Suni
tohumlama, hayvan tiirlerinde genetik ilerlemenin saglanabilmesi amaciyla kullanilan
en yaygm yontemdir. Iyi bir damizlik erkek hayvandan elde edilen sperma ile bir yilda

on binlerce disi tohumlanabilmektedir.

Suni tohumlamanin basarili olabilmesi i¢in spermanin uzun siire saklanmasi, kog
spermasinin dondurularak saklanmasi ve spermanin ¢dzdiiriilmesi sonucunda suni
tohumlama uygulamalarinda basarili olunabilmesi i¢in bircok bilimsel c¢alisma
yapilmistir. Konu gilincelligini korumakta ve yeni calismalar yapilmaya devam

edilmektedir.

Eklenti bezleri, spermanin saklanmasinda bazi sivilarin salgilanmasi ile enerji
kaynagi ve pH dengesini saglayan organik maddeler salgilamaktadir. Bu sayede

spermlerin motilitesini ve fertilesini artirmada 6nem ihtiva eder.

Bu tez caligmasinda, ko¢ spermasinin saklanmasinda eklenti bezi sivilari
icerisindeki enzimlerin etkinliginin belirlenmesi amaciyla; seminal plazma spermadan
ayrilmis ve 60-80 °C’de 10 dk bekletilmis, tekrar spermaya eklenmis ve yasama siireleri

incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Tiirkiye hayvanciligi igerisinde koyun yetistiriciliginin 6nemli bir yeri vardir. Koyun
beslenmesindeki dogal kaynaklarin varligi ve meralarin uygunlugu, halkin sosyo-
ekonomik yapisi ve tiiketim aligkanliklar1 gibi nedenler bu Onemi arttirmaktadir

(Avdatek, 2013).

Tablo 1: Tarihlere gore Tiirkiye'deki koyun varligi (TUIK).

YIL KOYUN SAYISI (BAS)
1995 33.791.000
1999 30.256.000
2003 25.431.539
2007 25.462.293
2010 23.089.691
2013 29.284.247
2016 30.983.933
2017 33.677.676
2018 35.195.000

Bilingli yetistiricilikte en 6nemli hedef siirdiiriilebilir bir diizen olusturulmasidir.
Ciftlik hayvanlarimin en 6nemli verimi dol verimidir. D6l verimi diizenli ve devamli
oldugunda yetistiriciye temel olarak iki yonde fayda saglar. Bunlardan birincisi, dol
verimi yliksek siiriilerde daha siki seleksiyon yapma imkaninin olmasi, ikincisi ise elde
edilen yavrulardan damizlik dis1 kalanlarin sayisal artisiyla saglanacak kazancin

yiikselmesidir (Avdatek, 2013).

Koyunlar siirii hayvanlar1 oldugu icin bireysel infertilite veya sterilite olgular
erkek hayvanlarda disi hayvanlardan daha biiyiilk Oonem tasimaktadir. Koyunlar
mevsimsel polidstrik hayvanlar olduklarindan agim sezonunda gebe kalmayan disiler

genellikle kesime sevk edilir. Siiriiden ¢ikarilan disiler elde edilecek yavru sayisinda bir




azalmaya neden olurlar. Damizlik olarak secilecek erkek hayvanlarin infertil olmasi ise
tiim siiriiniin populasyon biiytikliigiinii etkiler. Androlojik muayene, yiiksek verimli
irklarin  olusturulmasinda ve gelistirilen genotiplerin devamliliginin saglanmasinda

onemli bir yer tutar (Avdatek, 2013).

Spermanin  saklanmasinda temel yaklasim spermlerin metabolizmasini
yavaglatmak ve hareket enerjilerini azaltarak yasam siirelerini uzatmaktir. Yapilan
arastirmalar sonucunda spermanin saklanmasi i¢in iki yontem gelistirilmistir. Bunlardan
birincisi kisa siireli saklama, ikincisi ise 0 °C’den daha diisiik 1silarda dondurularak

uzun stireli saklamadir (Ugan, 2014).

Giliniimlizde boga spermasinin dondurularak suni tohumlama amaciyla
kullanilmasi sonucunda elde edilen basar1 oldukca yiiksek seviyelerdedir. Ko¢ ve teke
spermalarinin  dondurularak suni tohumlama uygulamalarinda kullanilmasi bogalar
kadar basarili diizeylere ulasamamistir. Bunun en 6nemli nedenlerinden birisi kog¢ ve
teke spermalarinin plazma membran yapisinin donmaya karsi olduk¢a hassas olmasidir..
Kog¢ spermlerinin membran yapisinin yiiksek oranda doymamis yag asiti igermesi
dondurma-¢ozdiirme siireci igerisinde yiiksek oranda 6lmesi, diisiik 1silara daha duyarl

olmasi, tiim bu basarisizliklarin sebebi olarak 6ne siiriilmiistiir (Ucan, 2014).

Spermler kendilerini ¢evreleyen ortamla madde aligverislerinin saglanmasinda
plazma mebranina ihtiya¢ duyarlar. Ayrica kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon olaylarinda spermlerin oosit ylizeyine tutunabilmesi i¢in de plazma
membrani hasar1 olusmamis normal bir sperme ihtiya¢ vardir (Topfer-Petersen ve ark.,
1990). Spermanin dondurulmasi sirasinda sekillenen membran hasarlar1 baglica 3
nedene bagli olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar; intra-cellular ve extra-cellular buz
kristali olusumu (Mazur, 1977; Watson, 1995), ozmotik degisikliklere bagl zararlar
(Mazur, 1984; Steponkus ve ark., 1983) ve soguk sokuna (Watson, 2000) bagh
zararlardir. Spermanin dondurulmasi sirasinda ¢evre 1sisinin diismesine bagli olarak
spermlerin plazma membranlarinda yer alan lipidler fiziksel degisikliklere ugrayarak
yumusak ve akigskan durumlarini yitirir, daha sert ve daha az akiskan bir hale gelirler.
Iste bu durum degisikligi (faz gecisi) sofuga maruz kalan sperm plazma

membranlarin akiskanliginin azalmasinin temel nedenidir (Nolan ve Hammerstedt



1997). Sogutma ya da dondurma sirasinda sperm plazma membraninda ortaya ¢ikan
hasarlarin bu durum degisikligi sonrasinda lipidlerin yeniden baslangictaki bicimde
organize olamamas1 veya normal dagilimlarin1 kazanamamalari neticesi olustugu ifade
edilmektedir (Buhr ve ark., 1994; Holt ve North, 1986). Bu nedenle, sperm plazma
membranininda bu durum degisikligi olgusunun azaltilmasi veya tamamen ortadan
kaldirilmas1 soguga bagl ortaya ¢ikacak hasarlarin da azaltilmasina olanak saglayabilir

(Ugan, 2014).

2.1. Ko¢ Spermasimin Alinmasi

Sun’i tohumlama uygulamalari i¢in ve ¢esitli biyoteknolojik caligsmalar yapabilmek i¢in
oncelikle erkek damizliklardan spermanin alinmasi gerekir. Koglardan spermanin
aliabilmesi i¢in Sun’i vajen (SV) (Moore, 1983; Cupps, 1991) ve Elektro-Ejekulator
(EE) (Moore, 1983; Cupps, 1991; Cameron, 1977) yontemleri tercih edilmektedir. SV
yontemi; basit, hizli ve iyi kalitede sperma elde etme agisindan daha ¢ok tercih
edilmektedir. Fakat sperma alinirken Ostrus doneminde koyuna ihtiya¢ duyulmasi
nedeniyle, ¢ogunlukla asim sezonuyla sinirli kalmaktadir. Ayrica, kocun saglikli ve
sun’i vagene sperma vermeye alisik olmasi gereklidir. Bu sartlarin mevcut olmadigi
durumlarda, sperma almak i¢in EE yoOntemiyle sperma alma kaginilmaz olmaktadir.
Ancak, hayvan ag¢isindan rahatsiz edici olmasi ve daha fazla isgiicline ihtiya¢ duyulmasi
gibi dezavantajlart bulunmaktadir (Trimberger, 1974; Evans ve Maxwell, 1987;
Yurdaydin, 1990; Cupps, 1991).

2.2. Ko¢ Spermasinin Genel Ozellikleri

Diger ¢iftlik hayvanlan ile kiyaslandiginda irk, yas, beslenme, sperma alma yontemi,
sperma alma siklig1, sperma alma zamani ve mevsim gibi faktorlere bagli olmakla
birlikte koc ve tekelerde ejakulat miktart ¢cok diisiiktiir. Kog¢ ejakulat hacmi ortalama 1
ml'dir. Saglikli bir ko¢ ejakulatin rengi gri-beyazdan krem rengine kadar degisim
gosterebilir. Kog¢ spermasi koyu kivamlidir ve kivami ile yogunlugu arasinda dogrusal
bir iliski oldugu bildirilmektedir. Kog¢ spermasinin motilitesi ortalama % 70, pH s1 6.2-
6.9 arasinda degismekte olup 3x10° /ml yogunlugunda ve ortalama % 20 anormal sperm

oranina sahip oldugu belirtilmektedir (Evans ve Maxwell, 1987)



2.2.1. Koc¢larda spermatolojik ozellikler

Curry ve ark. (1994), ko¢ sperm uzunlugunu 60um, hacmini 31 pm?, yiiz 6l¢limiinii
142um?, olarak Olgmiisler, sperm bas, boyun, orta kisim, kuyruk ve kuyruk ucu
uzunlugunun sirastyla 8,3 um, 1 um, 8-10 pm, 40-50 pm, 3 pm oldugunu
bildirmislerdir. Arastirmacilar sperm bas kisminin 4 pm, genisliginde ve 1 pum
kalmhginda oldugunu bildirmislerdir. Bir spermin kuru agirhgmnm 2,0-2,5x10™ mg, yas
agirhginmn ise 11-13x10® mg oldugunu bildirmislerdir (Ak, 2000). Bu agirlik
dagilimmin % 50’si basta, % 15’1 orta kisism ve % 35’1 kuyruk kisminda olacak
sekildedir. ileri (1985), Tahirova irki koglardan SV yardimiyla aldigi spermada,
ortalama 0,8-1,2 ml hacim, 2-4 mass aktivite, 2.4-2.8 x10° /ml spermatozoon
yogunlugu, % 85-94 canli sperm ve % 8-15 morfolojik bozukluk saptamistir. Ak
(2000), koglarda ortalama sperma hacminin 1 ml, sperma yogunlugunun 2-3 x10° /ml,
motilitenin % 80-90, mass aktivitenin (++++), anormal sperm oraninin % 5-15 arasinda

oldugunu bildirmistir.

2.3. Ko¢ Spermasinin Saklanmasi

Spermanin saklanmasinda temel yaklasim spermlerin metabolizmasini yavaglatmak ve
enerji kullanimlarin1 minimalize ederek fertil Omiirlerini uzatmaktir. Giintimiizde diger
hayvan tiirlerinde oldugu gibi koc¢larda da sperma temel olarak 2 yontemle saklanir.
Bunlardan birincisi uzun siireli saklamadir. Dondurarak saklamada denilen bu
yontemde, spermanin 0°C’den daha diisiik 1silarda dondurulmasi ile saklanmasina
gidilir. ikinci yontem ise kisa siireli saklamadir. Bu ydntemde spermanin 1sis1 +4 °C'ye
diisiiriilerek ve metabolizmasini yavaglatarak sivi sekilde saklanmasidir (Bailey ve ark.,

2003).

2.3.1. Ko¢ spermasinin uzun siireli saklanmasi

Bilimsel ve modern anlamda hiicre dondurma calismalari, 1949 yilinda Polge ve
arkadaglarinin  gliseroliin kriyoprotektan (soguk sokuna karsi koruma saglayici)
0zelligini bulmasindan sonra baglamis, ilk dondurulan hiicre sperm olmustur. Bu

anlamda kriyobiyoloji, hiicre, doku, organ ve organizmalarin dondurulmasini inceleyen
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bilim dali olarak 6nemini artirmis ve dondurulan-¢ozdiiriilen hiicrenin fizyolojik-
fonksiyonel 6zelliklerinin daha iyi anlasilmasina olanak saglamistir (Leibo ve Brandley,

1999, Polge ve ark., 1949).

Kog¢ spermasinin dondurmaya karst duyarli olmasinin temel nedeni sperm
membraninin énemli bir kismin1 doymamis yag asitlerinin (fosfolipitler) olusturmasidir.
Buna bagl olarak spermlerin dondurulmasi sirasinda yapilan sogutma islemleri sperm
membraninin geriye doniisiimii olmayan si1vi fazdan jel fazina ge¢gmesine neden olmakta
ve membran i¢i enzimlerin kinetiginde degisimlere yol acarak ¢oziim sonu canliligin

azalmasina sebebiyet verdigi 6ne siiriilmektedir (Watson, 1995).

Spermanin payet yontemi ile dondurulmasi

Sulandirilmis spermanin, 0,25 ya da 0,50 ml kapasitede payet denilen ince plastik
tiiplerde, s1vi azot buharinda dondurulmasi yontemidir. Daha sonra bu payetler, sivi
azota (-196 °C) daldirilir ve saklanir. 5 °C’de calisan kabinde bulunan 6zel payet
doldurma makinesi yardimi ile payetlerin ig¢ine ekilibrasyonu tamamlanmis
sulandirilmis sperma doldurulur (Ak, 1994b; Arthur ve ark., 1996). Sperma ile dolu
payetler 5 °C’lik ortamda taraklara dizilirler. Payetler icindeki sperma sivi azot
seviyesinin 4 cm yukarisinda yaklasitk on dakika silirede dondurulur. Sivi azot
buharindaki yaklasik -120 °C ile -140 °C’de dondurulan payetler ayni ortamda
gobletlere yerlestirilir ve sivi azot i¢inde -196 °C’de depolanir (Seving, 1984; Ak,
1994b; Arthur ve ark., 1996; S6nmez, 2008).

Glinlimiizde payet yontemiyle dondurmada geleneksel metot yaninda sivi azotla
calisan dondurma makineleri de kullanilmaktadir. Mikroislemci-kontrollii  bu
dondurucularin kullanimi yoluyla dondurma islemi tizerindeki kontrol imkani artmastir.
Daha maliyetli olan bu islemde spermalarin canli kalma oran1 da daha fazladir (Arthur

ve ark., 1996).



2.3.2. Ko¢ spermasinin kisa siireli saklanmasi

Kog¢ spermasinin 5 °C’ye sogutulma siiresi genellikle 1-3 saat arasinda degisir (Salamon
ve Maxwell, 1995b). Spermanin 30 °C’den 15 °C’ye hizla sogutulmasinin spermlerin
canliligi lizerine ¢ok 6nemli olumsuz bir etkisi olmayabilir, fakat 10 °C, 5 °C, 0 °C gibi
daha diigiik 1silara hizla sogutuldugunda eritme sonrasi motilitelerde azalmalar
goriilmiistiir (Fiser ve Fairfull, 1986). Gliserolsiiz sulandiricilarda spermanin 2 saatten
daha kisa siirede sogutulmasinin zararli oldugu ve 1sinin kademeli olarak diisiiriilmesi
gerektigi belirtilmistir (Evans ve Maxwell, 1987; Salamon ve Maxwell, 1995b). Ak ve
ark., (1998) Kivircik irki kog spermasini 30 °C’de 1 /0,5 ve 1 / 1 oraninda sulandirarak,
yavas (0.2 °C /dakika) ve hizli (2 °C /dakika) sogutmuslar, eritme sonras1 diisiik ve
yiiksek sulandirma oranlarinda sirasiyla; yavas sogutmada % 16,7+7,23; % 53,3+6,46
motilite, % 40,6£5,13; % 25,6+£5,94 akrozomal bozukluk, hizli sogutmada, %
24,14£8,46; % 53,3+6,46 motilite, % 38,0+5,13; % 36,8+9,52 akrozomal bozukluk
bulmuslardir. Spermanin 18 °C’den 5 °C’ye sogutulmasinda, hizli sogutmadan
kacinilmas1 gerektigi, ¢linkii bu 1s1 aralifinda spermlerin 6zellikle soguk sokuna karsi
hassas olduklar1 ifade edilmistir (Fiser ve Fairfull, 1986; Maxwell ve Watson, 1996;
Salamon ve Maxwell, 1995b; Watson, 2000). Ancak Fiser ve Fairfull (1986), kog
spermasi i¢in 15 °C ve alt1 1s1lar ¢ok daha kritik olmasina ragmen, soguk sokunun oda
sicakliginda bile baslayabilecegi rapor edilmistir. Rete testis veya kaput epididimisteki
ko¢ sperm hiicrelerinin ejakiile edilmis spermaya gore soguk sokuna karst daha

dayaniklidir (White, 1993; Windsor ve ark., 1988).

2.4. Ko¢ Spermasina Katilan Antioksidanlar

Sperma fonksiyonlarinin aksamasi ve infertilite iizerine bircok cevresel, fizyolojik ve
genetik faktor etkilidir. Bu faktorlerden spermler iizerine etkili olan serbest radikaller
tarafindan olusturulan oksidatif hasar 6nem kazanmaktadir (Sikka, 1996). Son yillarda
dondurulma ve ¢ozdiiriilme esnasinda spermlerde ortaya ¢ikan hasarlar mikro diizeyde
ortaya konabilmis, dondurulma sirasinda olusan oksidatif stresin 6nemli hasarlara yol

actig1 bildirilmistir (Potts ve ark., 2000).



Kog¢ spermasina katilan belli basli antioksidanlar; vitamin E (Tiimen ve ark.,
1991), taurin (Sanchez-Partida ve ark., 1997), sistein, hyaluronik asit (Uysal ve Bucak,
2007), trehaloz (Bucak ve ark., 2007), glutatyon peroksidaz (Pomares ve ark., 1994)

olarak siralanabilir.

2.5. Spermanin Dondurulmasinda Kullamilan Kryoprotektif Maddeler

Biyolojik dokulari1 ve hiicreleri dondurmanin zararli etkilerinden koruyan maddeler
kryoprotektan olarak adlandirilir. Spermanin dondurulmasinda kullanilan sulandiricida
kryoprotektif 6zellikli maddelerin bulunmasi gereklidir. Kryoprotektanlar hiicrenin
sogutulmas1 ve dondurulmasi esnasinda gelisen fiziksel, kimyasal ve oksidatif stres
hasarlarini1 azaltmak amaciyla kullanilmaktadir. Kryoprotektan maddeler temel olarak
hiicre igerisine girebilen (permabl -internal) ve hiicre igerisine giremeyen (eksternal)

kryoprotektanlar diye iki gruba ayrilirlar (Bucak ve Tekin, 2008).

2.5.1. Internal kryoprotektanlar

Permeabl 6zellige sahip kryoprotektan olarak gliserol, etilen glikol (EG), formamide,
dimetilsiilfoksit (DMSO) bu gruba 6rnek olarak sayilabilir. Bu tiir kriyoprotektanlar
etkilerini, hiicre zarindan igeriye girerek ve “kolligatif” olarak gostermektedir.
Koruyucu etkileri donma esnasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari,
dehidrasyonu diizenleyip protein yapilarini korumalar1 ve diisiik sicakliklarin yarattigi
ozmotik biiziismeyi azaltmalar1 ile olusmaktadir (Leibo ve Brandley 1999; Holt, 2000;
Leeuw ve ark., 1993; Mcgann 1978).

Dondurma isleminde kullanilan baz1 internal kryoprotektanlar asagida

belirtilmistir;

Gliserol

Etilen glikol (EG)

Amid tlrevi kryoprotektanlar
Dimetilsulfoksit (DMSO)



2.5.2. Eksternal kryoprotektanlar

Eksternal kriyoprotektanlar (hiicreye penetrasyon 0Ozelligine sahip olmayanlar)
ekstraseliiler etkilerinden dolay1 hiicre membranindaki esnekligin kaybin1 dnledikleri,
membran proteinlerinde stabilizasyon sagladiklar1 ve ekstraseliiler ortamda gelisen
kristalizasyonu azalttiklar1 bilinmektedir (McWilliams ve ark., 1995; Cabria ve ark.,

2001).

Eksternal kriyoprotektanlar, makromolekiiller ve sakkaritler olarak ikiye ayrilir.

Makromolekdiller

Makromolekiiler yapidaki maddeler (6zellikle lipoproteinler) membran biitiinliikleri ve
icerdigi antioksidanlar sayesinde de oksidadif strese karsi koruyucu etkiye sahiptir.
Makromolekiillerinden en ¢ok kullanilanlar1 polietilen glikol, ficoll 70, sigir serum
albiimini (BSA), dekstran, mannitol ve polivilinilprolidon’diir. BSA’nin lipit
peroksidasyon inhibitorii oldugu disiiniilmektedir (Cabria ve ark., 2001; Kasai, 1996;
Mcgann, 1978).

Sakkaritler

Monosakkaritler olarak, glukoz ve galaktoz; disakkarit olarak, siikroz, trehaloz;
trisakkarit olarak da raffinoz, melezitoz sayilabilir. Sakkaritler, 6liimciil etkili hiicre ici
kristal olusumunu engellemek i¢in hiicrede dehidrasyon olustururlar. Sekerler donma ve
¢Oziim esnasinda olusan membran zararina karsi, membrandaki fosfolipitlerle etkilesime
girip ylizey artis1 olusturarak koruma saglamakta ve ¢6ziim islemi sirasinda da
hiicrelerin ozmotik soka girmesini onlemektedir (McWilliams ve ark., 1995, Mcgann

1978).



2.6. Ek Cinsiyet Salg:1 Bezleri

Ek cinsiyet salg1 bezleri, kanallar1 vasitasiyla uretranin igerisine salgilarini bosaltirlar.
Ek cinsiyet salgi bezleri vesicular bezler, prostat bezi ve bulbouretral bezler olmak
tizere li¢ tanedir. Bu bezler salgiladiklar sivilarla spermanin hacmini artirmakta olup,
bunun yam sira bir buffer soliisyonu oldugu i¢in spermanin normal motilitesini ve
fertilitesini saglamak icin ihtiya¢ duyulan besin maddelerini diger maddeleri

igermektedir (Demirci, 2007).

2.6.1.Vesicular bezler

Vesicular bezlere vesicula seminalis de denir. Bir ¢ift ve lobuler yapida olan yumrulu
goriiniislerinden dolay1 kolayca teshis edilebilen bezlerdir. Uziim salkimi seklinde bir
goriinlise sahiptirler. Ko¢ ve tekenin vesicular bezleri boga ve aygirlara nazaran daha
kiigiik yapida olup yaklasik 4 cm uzunlugundadir. Vesicular bezlerin bosaltici kanallari
ampullalar ile uretranin birlestigi catallasma yerinin yakinindan uretraya agilir. Bu
bezler sivi hacmine 6nemli derece katki saglar. Vesicular bezlerin salgilarinda bulunan
bazi organik bilesikler sadece bu salgilarin igerisinde bulunmakta olup viicudun baska
yerinde bdyle 6nemli miktarda bulunmazlar. Bu bilesiklerin ikisi fructose ve sorbitol
ko¢ spematozoonlart i¢in ¢ok Onemli olan enerji kaynagi ihtiva ederler. Vesicula
seminalisin salgilarinda bulunan hem fosfat buffer hem de kabonat buffer spermanin pH

degisimlerine kars1 spermin korumasi bakimindan ¢ok dnemlidir (Demirci, 2007).

2.6.2.Prostat bezi

Prostat, vesicular bezlerin bosaltict kanallarinin hemen posterior kisminda uretra
boyunca ve onun ¢evresinde yerlesmis tek bir bezdir. Koglarda prostatin tiimii uretral
kaslarin igerisine gomiiliidiir. Prostat bezi kogta uretranin dorsalinde yer alir. Prostat
bezinin spermaya az bir katkis1 bulunur. Yapiskan ve kendine has bir kokusu bulunan
prostat salgisi, Na, Cl, Ca ve Mg inorganik iyonlar1 yoniinden olduk¢a zengindir. Bu

salgilar spermlerin motilite ve fertilite yetenegini artirir (Demirci, 2007).
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2.6.3. Bulbouretral Bezler (Cowper Bezleri)

Bulbouretral bezler erkege ait uretranin pelvisden ¢ikis noktasina yakin arcus ichiadicus
yakinlarinda ve uretra boyunca yerlesmis bir ¢ift bezdir. Yaklasik 2-3 cm kadardir.
Cowper bezlerinin salgilart spermanin sivi kismina ¢ok az katkida bulunur. Miik6z
etkisinden dolayr spermanin  kivamimnin olusmasinda bu salgilar etkilidir.
Ejekiilasyondan once idrar kalintilarin1 temizliyerek uretray1 spermler i¢in uygun hale
getirir. Ciftlesmeden hemen once bu salgilarin preputiumdan damla damla aktigi

goriilmektedir (Demirci, 2007; S6nmez, 2013).

2.7. Seminal Plazma

Seminal plazma, genital kanaldaki bazi c¢esitli bezlerin salgilarindan olustugu
bilinmektedir. Seminal plazmanin igerdigi bu maddeler gosterdikleri fonksiyonlarla
hangi bezlerden iiretildigini belgeler niteliktedir. Seminal plazma proteinleri, erkek
genital organlarindan epididimis, testisin seminiferdz tubiilleri ve leydig hiicrelerinden,

vesikula seminalis ve prostat bezinden sentezlenmekte ve salinmaktadir (Duru, 2001).

Seminal plazmanin igerigi, amino asitler, peptidler, inorganik bilesikler, diisiik
ve yiiksek molekiiler agirlikli proteinlerden olusur. Bu maddeler tiirler arasinda
farkliliklardan dolay1 degisimler gostermektedir. Ayrica seminal plazmadaki dogal
antioksidanlar ve diger faydali komponentler spermatozoanin fonksiyonlari ve membran
biitiinliglinliin korunmasi i¢in gerekli olan unsurlardir(Anonim, 2005, Anonim, 2005,

Maxwell ve Johnson 1999, Rossi ve ark, 1997).

Seminal plazma; koruyucu ve besleyici 6zellik gosteren bir sulandiricidir. Bu
sulandiric1 spermatozoanin fertilitesini muhafaza eder ve motiilitesini artirmada énemli
bir yere sahiptir. Buffer ajanlar (6rnegin: bikarbonat) seminal vezikiil tarafindan iiretilir.
Enerji substratlarindan Fruktoz ve Sorbitol seminal vezikiil, Gliserilfosforilkolin (GPC)
ise epididimis tarafindan iretilir. Kog¢ ve boga spermasinda bulunan fruktoz diger evcil
tiirlere nazaran daha yiiksektir . Seminal plazmanin pH’s1 boga ve koglarda hafif asidik,
domuz ve aygirlarda ise hafif alkaliktir. Ozmotik basing ise kanin osmotik basincina

benzer 6zelliktedir (Duru, 2001, Rigby ve ark, 2001).
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Seminal plamaznin igeriginde bulunan, spermler i¢in olduk¢a énemli yere sahip
olan bir ¢ok element vardir. Bunlar ¢inko, bakir, demir, kursun, kadmiyum, nikel,

selenyum, kalsiyum, magnezyum, fosfor, sodyum ve potasyumdan olusmaktadir.

Seminal plazmada bulunan proteinler, spermler i¢in koruyucu bir Ortii gorevi
gormektedir. Ayn1 zamanda spermlerin yasam siirelerini artirdigi bilinmekle birlikte,
fertilizasyon ve kapasitasyon islemlerinde rol oynarlar.Bu sulandiricida bulunan
protinlerin isimleri sunlardir; kalsiyum baglayan proteinler, ¢cinko baglayan proteinler,
heparin baglayan proteinler, laktoferrin, transferin, CRISP proteinleri (Cystein Rich

Secretory Proteins), hormonlar, enzimler aminoasitler ve poliaminlerden olugmaktadir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Bu arastirmada Siirt Universitesi Veteriner Fakiiltesi Ciftliginde bulundurulan Kangal
Akkaraman 1rki1 24-36 aylik 8 adet kogtan almman spermalar kullanilmistir. Kog
calismasinin yapilacagi giin, spermasi alinan koglar birbirleri arasindan rastgele
secilmistir. Koglarn bakim ve beslenmesi Siirt Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Ciftliginden sorumlu gorevliler tarafindan gerceklestirilmistir.

Koclardan spermalar elektro ejakiilator (EE) yardimi ile alinmistir. Kullanilan
alet ve malzemeler Siirt Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dlerme ve Suni Tohumlama

Anabilim Dali'ndan temin edilmistir.

3.2. Spermanin Alinmasi

Koglardan sperma EE yontemiyle alinmistir. Bu islem esnasinda kog bir yani {izerine
yatirildi. Kogun On ayaklar1 ile basi on tarafa, arka ayaklar1 da arka tarafa dogru
gerdirilerek hareketi sinirlandirildi. Prepisyum da bulunan fazla killar kirpilarak
uzaklastirildi ve u¢ kismi kagit havlu ile temizlendi. EE’nin probuna kayganlastirici jel
stiriilerek kocun rektumuna yerlestirildi. Probun dista kalan kismina bastirilarak 6n
taraftaki elektrotlarin, sacrumun alt kisminda, ek salgi bezlerinin iist kisminda bulunan
ve genital organlar1 innerve eden sinirlere temas etmesi saglandi. Bu sirada bir
yardimcada spermayi almak i¢in toplama kadehini prepitiumun ucuna yakin tutarak
bekler. Elektro-ejakiilator ¢alistirildiktan sonra 3-4 Volt'luk diisiik voltajlarla baslayip
2'ser Volt'luk artiglarla 5-7 saniye araliklarla 8-10 saniye uyarimlar verilerek ortalama
6-7 uyarim sonucu ereksiyon ve ejekiilasyon saglandi. En ¢ok 10-12 Volt'luk uyarim
verilmistir. Sperma toplama kadehine alinan spermalar gerekli muayenelerin

yapilabilmesi i¢in 28 °C'ye ayarlanmis su banyosuna yerlestirildi.
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3.3. Spermanin Muayenesi

Sperma numunelerinin muayenesinde kullanilan biitiin cam ve plastik malzemeler 6nce
sterilize edildi ve sonra muayene islemine gecildi. Calismada, 8 adet kogtan birer
ejakulat alind1 ve pooling yapilarak kullanildi. Koglardan sperma alindiktan sonra elde

edilen ejakulatlarin makroskobik ve mikroskobik muayeneleri yapildi.

3.4. Makroskobik Muayene

3.4.1. Spermanin rengi

EE yardimi ile toplanan spermalarin rengi, alman tiipte, ciplak gozle bakilip 1-5
araliginda numaralandirilarak degerlendirildi. Bu degerlendirmeye gore 5 ¢ok koyu, 4
krema koyulugu, 3 sulu krema, 2 siit inceligi ve 1 de sulu olarak degerlendirildi (Evans

ve Maxwell, 1987).

3.4.2. Sperma miktari

Koglardan ejakulatlar sperma miktarinin belirlenmesi i¢in derecelendirilmis bir toplama
kadehine alind1 ve Olglimii yapildi. Sperma miktar1 mililitre (ml) olarak hesaplandi

(ileri, 2002).

3.4.3. Spermanin pH degeri

Spermanin pH degeri, pH indikator kagidi kullanilarak (pH 5,5-9,0 Merck) belirlendi
(Ileri, 2002).
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3.5. Mikroskobik Muayene

3.5.1. Sperm motilitesi

Muayene edilecek spermanin lam iizerindeki kii¢iik bir damlasi {izerine lamel
kapatilarak, faz-kontrast 1sitma tablali mikroskopta x200 biiylitmede en az li¢ degisik
mikroskop sahasinda muayene edilerek her alandaki ileri yonde giiclii diizgiin dogrusal
hareket eden spermlerin digerlerine (duran, titresen, kiiciik, biiyiik daireler ¢izen) orani

saptand1. Bulunan ortalama deger yiizde (%) olarak ifade edildi (Ileri, 2002).

3.5.2. Spermanin yogunlugu

Bu calismada sperma yogunlugu tespitinde fotometrik yontem kullanildi, 40 pl nativ
spermadan alinan numune 3960 pl NaCl soliisyonu ile 1/100 oraninda sulandirilarak

fotolometreye (IMV-Accucell) yerlestirildi.

3.5.3. Anormal sperm orani

Bu calismada sivi fikzasyon yontemi kullanildi. Sonuglar her sperma 6rneginde 400

sperm incelenerek belirlendi.

3.5.4. Olii-canli sperm orani

Olii- canl1 sperm oranin1 belirlemek i¢in % 3’liikk Na sitrat ile hazirlanmis, % 2’lik eosin
boyasi kullanildi. Lam {izerine konulan bir damla spermanin yanma birka¢ kat
bliyiikliikte eosin boyasi konur, boya ile sperma lamel araciligi ile karistirilarak hizlica
froti cekildi ve fikzasyon amaci ile hazirlanan frotiler sicak tablada hizla kurutuldu.
Hazirlanan preparatlar mikroskopta x400 biiylitmede 400 sperm sayilarak
degerlendirildi. Olii sperm oram yiizde (%) olarak ifade edildi. Preparatlarin
degerlendirilmesinde bas kismi boya alan spermler o6lii, bas kismi boya almamis

spermler canl olarak degerlendirildi (Ileri ve Alagam, 1994).
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3.6. Gruplarin Belirlenmesi ve Muayeneler

Koglardan sperma alindiktan sonra 28 °C'lik su banyosuna alindi, spermatolojik
muayeneler yapildi. Spermatolojik muayenelerden sonra, kontrol, 60 °C'lik ve 80 °C'lik
3 gruba ayrildi. Daha sonra spermalarin seminal plazmasini ayirmak i¢in 5000 devirde
10'ar dakika santrifiij islemi uygulandi. Santrifiij sonrasi spermadan ayrilan seminal
plazma 2. Grup i¢in 60 °C'lik etiivde, 3. Grup i¢in 80 "C'lik etiivde 10 dakika bekletildi,
tekrar sogutularak spermaya katildi. Bu islemler sonrasinda 28 °C'de tutulan spermalar
+4 °C'ye alind1. Bu ortamda motilite, canli/6lii sperm orani ve anormal sperm oranlar

verileri periyodik olarak kaydedildi.
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4. BULGULAR

4.1. Koclarin Spermatolojik Parametreleri

Calisma i¢in rastgele belirlenen 8 adet kogtan spermalar alinmistir. 2 hafta boyunca
alman spermalar kullanilmamis, sonrasinda alinan spermalar muayene edilerek
kullanilmigtir. Tim koglardan alinan sperma verilerinin ortalamas1 Tablo 2'de

gosterilmistir.

Tablo 2: Calisma basinda tiim koglardan alinan spermalarin spermatolojik

parametreleri.
Renk Miktar pH Motilite Yogunluk Anormal | Olii-Canli
(ml) (%) (10°/ml) (%) (%)
Koyu 2,46+0,69 | 6,24+0,31 | 85+4,17 | 1,9x10°+ 0,41 | 5,87+0,83 | 6,37+0,74
krem /ml

Sekiz adet kogtan alinan sperma numunelerinin baslica spermatolojik 6zellikleri
birlikte degerlendirilerek kontrol grubu, 60 °C'lik grup ve 80 °C'lik grup olarak
isimlendirilerek ii¢ gruba, 4’er ml olacak sekilde ayrildi. Sperma rengi, koyu krem
olarak tespit edildi. Sperma miktarlar1 kog¢ basina 2,46 ml olarak tespit edildi. pH degeri
ortamalama 6,24 bulundu. Sperm motilitesi, spermalar alindiktan hemen sonra higbir
islem yapilmadan ortalama % 85 olarak belirlendi. Sperma yogunlugu fotometrik
yontem kullanilarak, 40 pl nativ spermadan aliman numune 3960 pl sodyum kloriir
soliisyonu ile 1/100 oraninda sulandirilarak fotolometreye (IMV-Accucell) yerlestirildi
ve sonuglar 1,9x10° /ml olarak saptandi. Anormal sperma oranma sivi fiksasyon
yontemi ile bakilmis ve en az 333 hiicre sayilarak % 5,87 olarak belirlendi. Olii canli
sperm orani ise % 3’liikk sodyum sitrat ile hazirlanip, % 2’lik eosin boyas1 kullanilarak

bakildi ve % 6,37 olarak kaydedildi.

4.2. Spermanin Gruplara Ayrilmasi ve Muayene Siireci

Koglardan alinan spermalar 28 °C'lik su banyosuna alindi, 1. Grup kontrol grubu olarak
belirlendi. 2. Grup 60 °C'lik grup, bu gruptaki sperma 4 ml'lik bir adet tiip icerisinde
seminal plazmasini ayrilmasi i¢in 5000 devirde 10 dakika santrifiij islemi uygulandi.

Santrifiij sonrasi spermadan ayrilan seminal plazma 60 °C'lik etiivde 10 dakika
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bekletildi, tekrar 28 °C’ye sogutularak spermaya katildi. 3. Grup 80 °C'lik gruptur. Bu
gruptaki sperma 4 ml'lik bir tiip icerisinde seminal plazmasini ayrilmasi igin 5000
devirde 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 spermadan ayrilan seminal plazma
80 °C'lik etiivde 10 dakika bekletildi, tekrar 28 °C’ye sogutularak spermaya katildi. Bu
islemlerin sonunda tiim gruplar kisa siireli saklama kosullar1 saglanmasi i¢in +4 °C’ye
kademeli olarak (dakika da 1°C olacak sekilde) sogutuldu, periyodik motilite, canli/dlii
sperm orani ve anormal sperm oranlart tespit edildi. Motilite muayenesi ve canli/6li
oran1 kontrolii saati geldiginde, anormal sperm orani icin ise hazirliklar yapilip

numuneler Hancook soliisyonu igerisine alinarak daha sonra incelendi.

Tablo 3: Kontrol grubunda Motilite ve Canl1 / Olii Sperm orani.

Spermatolojik Parametreler Kontrol Grubu
Saat Motilite (%) Canli / Olii Sperm Oram (%)

0. Saat 85 90
6. Saat 75 85
12. Saat 65 75
18. Saat 60 70
24. Saat 25 50
30. Saat 10 30
36. Saat 5 30
42. Saat 0 30
48. Saat 0 25
54. Saat 0 15
60. Saat 0 3
66. Saat 0 2
72. Saat 0 1
82. Saat 0 0
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Tablo 4: Kontrol grubunda saatlere gére normal ve anormal sperm oranlari.

Bas Ano. Orta Kisim Kuyruk Ano. | Normal Sper.

Kontrol Grubu (S% ) Ano. (%) y (%) (%) P
0. Saat 0,26 0,23 9,51 90,10
6. Saat 0,38 0,62 9,27 89,73
12. Saat 0,33 0,63 9,92 89,12
18. Saat 0,35 0,5 10,15 88,50
24. Saat 0,33 0,87 10,60 88,20
30. Saat 0,40 0,48 11,60 87,52
36. Saat 0,26 0,75 11,64 87,35
42. Saat 0,32 0,64 12,34 86,70
48. Saat 0,20 1,38 12,25 86,17
54. Saat 0,18 0,74 17,74 81,33
66. Saat 0,23 0,68 18,95 80,14
74. Saat 0,45 0,45 16,37 82,74
88. Saat 0,37 0,55 17,31 81,77
104. Saat 0,68 1,36 18,18 79,77
Cizelge 1: Kontrol grubu spermatolojik degerlerin zamana goére degisimi.

100
90 -
70 \.\\
== KONTROL GRUBU

60 \\\ MOTILITE (%)

50

40 \

30 \ —I—KONTRQL "GRUBU

\ CANLI/OLU
20 \ \ (S)lIiEARIEI\gATOZOON
10
S S S 8 8 £ &£ 8 8 8 4K
F X P P PP P PPy

19




Tablo 5: Grup 2'de Motilite ve Canli / Olii Sperm orani.

Spermatolojik 60 "C’de islem Gormiis Grup
Parametreler
Saat Motilite (%) Canly/Olii Sperm Oram

0.Saat | e -
6. Saat 85 90
12. Saat 75 90
18. Saat 55 80
24. Saat 20 70
30. Saat 10 50
36. Saat 5 40
42. Saat 0 30
48. Saat 0 30
54. Saat 0 5
60. Saat 0 5
66. Saat 0 3
72. Saat 0 1
82. Saat 0 0

Tablo 6: Grup 2'de saatlere gore normal ve anormal sperm oranlari.

60 "C'lik Grup Ba(s(;? )n 0 (l);::rK(l(s,/lol;l Alisz.rg,l/f)) Normal Sper. (%)
0. Saat 0,10 0,20 9,10 90,60
6. Saat 0,15 0,20 11,15 88,50
12. Saat 0,15 0,25 11,20 88,40
18. Saat 0,20 0,50 12,95 87,35
24. Saat 0,20 0,50 12,20 87,10
30. Saat 0,25 0,50 13,00 86,25
36. Saat 0,25 0,60 14,40 84,75
42. Saat 0,25 0,65 17,50 81,60
48. Saat 0,15 0,64 17,86 81,35
54. Saat 0,43 0,86 21,08 77,63
66. Saat 0,22 0,45 18,88 80,45
74. Saat 0,23 0,46 21,79 77,52
88. Saat 0,21 0,84 17,02 81,93
96. Saat 0,22 0,87 14,53 84,38

104. Saat 0,22 1,53 14,73 83,52
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Cizelge 2: Grup 2'de spermatolojik degerlerin zamana gore degisimi.
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Tablo 7: Grup 3'de Motilite ve Canli / Olii Sperm orani.

Spermatolojik Parametreler

80 "C de islem Gormiis Grup

Saat Motilite (%) Canh / Olii Sperm Oram
0.Saat | e e
6. Saat 80 95
12. Saat 80 90
18. Saat 70 85
24. Saat 30 80
30. Saat 15 60
36. Saat 10 55
42. Saat 5 50
48. Saat 5 45
54. Saat 0 35
60. Saat 0 30
66. Saat 0 25
72. Saat 0 20
82. Saat 0 15
94. Saat 0 10

118. Saat 0 5
120.Saat 0 3
132. Saat 0 1
144. Saat 0 0
156. Saat 0 0
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Tablo 8: Grup 3'de saatlere gére normal ve anormal sperm oranlari.

01ys Bas Orta Kisim Ano. | Kuyruk Ano. | Normal Sper.
80 "C'lik Grup Ano.(%) (%) (%) (%)
0. Saat 0,18 0,22 6,20 93,40
6. Saat 0,18 0,22 6,75 92,85
12. Saat 0,18 0,24 6,48 93,10
18. Saat 0,20 0,24 6,70 92,86
24. Saat 0,19 0,30 6,86 92,65
30. Saat 0,20 0,35 7,20 92,25
36. Saat 0,20 0,40 7,75 91,65
42. Saat 0,21 0,29 8,95 90,55
48. Saat 0,21 0,22 6,71 92,86
54. Saat 0,24 0,48 6,25 93,03
66. Saat 0,22 0,25 12,54 86,99
74. Saat 0,23 0,24 6,21 93,32
88. Saat 0,23 1,10 12,11 86,56
96. Saat 0,25 0,87 11,73 87,15
104. Saat 0,27 1,10 13,06 85,57
112. Saat 0,29 0,40 10,89 88,42
120. Saat 0,28 0,35 13,01 86,36
Cizelge 3: Grup 3'de spermatolojik degerlerin zamana gore degisimi.
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5. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda koyunlarda suni tohumlama yapabilmek i¢in ¢aligmalar yogun bir sekilde
stirdiiriilmektedir. Ancak eritilmis sperma ile yapilan servikal tohumlamalar, diisiik
kuzulama orani1 ve fertilizasyon problemleri ile sonuglanmaktadir. Uygun sulandiricilar,
donma ve eritme asamalarinda spermleri korur. Siit proteini (lakto-albiimin) ve yumurta
sarisinin spermlerin motilite ve canliligini artirdigr ve koruyucu etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Ollero ve ark., 1997; Salamon ve Maxwell 1995a; Salamon ve Maxwell,
1995b; Soderquist ve ark., 1999; Watson P.F. 1995). Fertilizasyonun basarili
olabilirmesi i¢in dondurulmusg spermanin, eritme sonrasi, yeterli sayida motil spermin
servikal bariyeri ge¢cmesi zorunludur (Curry ve ark., 2000; Holt W.V 2000b; Ollero ve
ark., 1998). Servikal tohumlamalarda basarili sonug¢ elde edilebilmesi igin kabul

edilebilir uygun doz 200x10(] sperm olarak bildirilmistir (ileri, Algam, 1994).

Gergeklestirilen ¢alismada erkek eklenti bezleri igerisindeki proteinlerin ve
enzimlerin fonksiyonu belirlenmeye c¢alisilmistir. Bu amagla alinan spermalar higbir
islem yapilmayan kontrol, eklenti bezleri sivilarinin spermadan ayrilarak 10 dakika
boyunca 60 °C 1s1 uygulanan ve ayni sekilde 80 °C 1s1 uygulanan 2 deneme grubuna
ayrilmistir. Eklenti bezleri icerisindeki proteinlerin ve enzimlerin, denatiire olmasi i¢in
farkl1 1s1 segimleri yapilmistir. Proteinler ve enzimler denatiire olduktan sonra
spermlerin yagam omriinii nasil etkiledigi arastirilmistir. Deneme gruplarindan, seminal
plazmasma 80 °C 1s1 uygulanan grup bunun bir gostergesi olarak en uzun siire

canliligint muhafaza eden grup olmustur (Tablo 7).

Rete testis, epididimis ve eklenti iireme bezlerinde iiretilen fizyolojik bir
sekresyon olan siviya seminal plazma denir. Organik ve inorganik komponentlerin
kompleks bir karigimidir ve igeriginde bulunanan spesifik cesitli biyokimyasal
bilesenleri sayesinde spermlerin fonksiyonlarini diizenlemektedir (Tombi, 2006).
Yanagimachi (1994), ejakulasyonda sperm ile seminal plazmanin temas ettigini,
seminal plazmadaki koruyucu faktérlerin sperm yiizeyine baglandigini ve bu faktorlerin
hiicreden uzaklastirllmasina kadar erken kapasitasyon olaylarmin O6nlendigini

bildirmistir. Perez ve ark. (1997), kapasitasyonu onleyen bu faktorlerin bazi spermlerde
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daha az oldugunu bildirmislerdir. Ayrica sperm yiizeyinden erken ayrilip spermlerin

kapasitasyona maruz kaldigini da ifade etmislerdir (Perez ve ark., 1997).

Seminal plazmadaki koruyucu maddeler genellikle proteinlerdir. Ko¢ ve boga
spermlerin motilitesini ve yasama kabiliyetini artiran en 6nemli 6gelerden biri seminal
plazmadir (Fewlass ve ark., 1975; Maxwell ve ark., 1997, Maxwell ve ark., 1998;
Ollero ve ark., 1997; Schoneck ve ark., 1996). Motiliteyi stimiile eden bu faktorler,
seminal plazmadaki diisiik molekiil agirlikli fraksiyonlardir (Bass ve ark., 1983).
Calismamizda kontrol grubunda motilitenin yaklasik 18. saatlere kadar %50'lere kadar
diismesi 24. saatte %20 motilite olmasi genital kanal sivilart olmaksizin sperma
icerisinde bulunan eklenti bezi sivilarinin katkisiyladir. Eklenti bezlerinin sivilari
beslenme, enerji ve destek olmanin yanisira spermanin uzun siire canli kalmasini

saglayacak bircok maddeyi de icerisinde bulundurmaktadir.

Seminal plazma, soguk sokuna maruz kalma riski olan spermlerin riskini azaltir
(Perez ve ark., 2001; Perez ve ark., 2002), membran hasarlarin1 6nler (Barrios ve ark.,
2000; Barrios ve ark., 2005) ve sogutmanin indiikledigi kapasitasyon benzeri olaylari
engeller (Maxwell ve ark., 1999; Schembri ve ark., 2002; Vadnais ve ark., 2005).
Seminal plazmanin yoklugunda ise kapasitasyon benzeri degisimler akrozom
reaksiyonu ile sonuglanir (Oliphant ve ark., 1985; Schembri ve ark., 2002).

Gergeklestirilen ¢calismada akrozom reaksiyonu ile ilgili bir test yapilmamustir.

Troedsson ve ark. (2005), seminal plazmanin, spermlerin disi genital kanalindaki
transportunda ve canliligini siirdiirmesinde aktif rol oynadigini bildirmisler ayrica
seminal plazmasiz donma islemi sonrasi sperm transportunun olumsuz yonde
etkilendigini aciklamislardir. Alghamdi ve Foster (2005), seminal plazmadaki DNAase
enziminin, nétrofil DNA’larmi sindirdigini ve bu sayede daha fazla spermin ovidukta
ulasabildigini bildirmislerdir. Yudin ve ark. (2005), seminal plazmadaki Betadefensin
126 (DEFB126) proteinin, kapasitasyon tamamlana kadar sperm ylizeylerini tamamen
orttiiglinii belirtmiglerdir. Kapasitasyon aninda ya da kapasite olmus spermlerde bu
protein ortamindan uzaklagtirilirsa immiin sistem tarafindan hemen taninarak elimine

edildigini ifade etmislerdir (Yudin ve ark., 2005).
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Maxwell ve ark. (1999), eritilmis ko¢ spermasina % 30 seminal plazma
eklemisgler ve intraservikal tohumlama sonrasi kontrol ve seminal plazmali gruplarda
strastyla; % 24,3 ve % 60,0 gebelik saptamislardir. Arastirmacilar seminal plazmanin
eritme sonrast spermlerde olusan olumsuzluklart onledigini ve dolayisiyla yiiksek
fertilite oranlarinin elde edildigini agiklamiglardir (Maxwell ve ark., 1999). Arastiricilar
eritilmis spermaya seminal plazma ekleyerek tohumlama gergeklestirmislerdir. Seminal
plazma genital kanal sivilar ile birlikte fertilizasyonu arttirmistir. Eklenti bezinin asil

kotii etkisi spermanin dondurulma asamasinda ortaya ¢ikmaktadir.

Ollero ve ark. (1997), kog¢ spermasindaki seminal plazmayr bir filtreleme
yontemi ile filtrelemiglerdir. Daha sonra Fisher sulandiricis1 ile spermayi
dondurmuslardir. Arastirmacilar her iki grupta da eritme sonrasi spermlerin canliligini
korudugunu bildirmislerdir. Seminal plazmanin yerine eklenen Fisher sulandiricisi ile
dondurmanin spermanin canliligina olumsuz etkinin olmamasi spermanin dondurulmasi
sirasinda eklenti bezlerinin ko&tii etkilerinden spermanin etkilenmemesidir. Bizde
arastirmamizda sperma icerisinde bulunan eklenti bezlerinin kotii etilerinin bertaraf
edilmesi amaciyla 1s1 uygulamasi yapilmis ve spermanin canliliginin 60 C ve 80 C lik

gruplarda kontrol grubuna gore daha uzun siirdiigii belirlenmistir.

Seminal plazmanin her zaman kotii etkilerinin olmadigi, 6zellikle disi genital
kanalda veya dondurulup ¢ozdiiriilen spermanin korunmasinda 6nemli etkisi oldugu

calisan aragtirmacilar vardir.

Seminal plazmanin uzaklastirilmas: ile yapilan c¢alismalarda da bizim
calismamizdaki gibi iyi sonuglar ortaya ¢cikmustir. Belibasaki ve ark. (2000), donma
oncesi siit tozlu ko¢ sperma sulandiricilarina %50 seminal plazma ilavesinin fertiliteye
etkisini arastirmiglar, seminal plazma ilavesinin tohumlama sonras: fertilite oranlarini
artirdigin1 bildirmislerdir. Calismamizda seminal plazma her ne kadar uzaklagtiriimasa
da 1s1 etkisi ile bir¢ok enzim denatiire edilmistir. Bu c¢alisma bizim ¢alismamizin

sonuclarini destekler niteliktedir.

Gergeklestirilen calismada; higbir islem yapilmayan 1. Grup (Kontrol) ta,

motilite degerinin % 85'ten 32 saat sonra % 10'a diistiigii izlenmistir. 2. Grupta kog

25



seminal plazmasinin spermadan uzaklastirilmasi ve 60 °C’de 10 dakika tutulup 28 °C'de
tekrar spermaya eklenmesi ile kontrol grubuna gore motilitenin siiresinde herhangi bir
degisiklik olmamis yine 32. saatte % 10'a diigmiistiir. Fakat 3. grupta, ko¢ seminal
plazmasiin spermadan uzaklastirilip, 80 °C’de 10 dakika tutulup 28 °C'de tekrar
spermaya eklendigi grupta, 32. saatte motilitenin % 15 oldugu ve 38. saatte % 10
motiliteye diistiigli izlenmistir. Aradaki farkin daha iyi anlasilabilmesi acgisindan 32.
saatteki canli / 6lii sperm oranlar1 daha ilgi ¢ekicidir. Canli 6lii muayenesinde 32. saat
muayeneleri incelendiginde kontrol grubunda % 30, 2. grupta % 50, 3. grupta ise %60
gibi bir sonu¢ elde edilmistir. Normal sperm oranlari agisindan da 3. grup One
cikmaktadir. Kontrol grubunda 48. saatte normal sperm orani % 86,17, 2. grupta %

80,85 iken 3. grupta % 92,86 gibi bir ylizde deger saptanmas1 6nemlidir.

Sonug olarak; Kontrol grubu ile bu gruplar karsilagtirildiginda verileri en iyi
grubun 3. grup olmasi sperma igerisinde seminal plazmanin ihtiva ettigi gesitli
proteinlerin denatiirasyonu ile yasam siiresinin, anormalliklerin ve motilitenin dogru
orantili etkilendigini kanitlar niteliktedir. Bundan sonraki kog¢ spermasinin
dondurulmasi ile ilgili calismalarda eklenti bezi sivilarinin 80 °C’de 10 dakika
bekletilerek tekrar spermaya eklenmesi ile iyi sonuglar alinabilecegi kanaatine

varilmstir.
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