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Degisik Duzeylerde .-Chimotrypsin Katilan
Sulandiriilmig Ko¢ Spermasinin Bazi
Spermatolojik Ozellikleri ve
Délverimi Uzerinde Arastirmalar
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OZET

Bu aragtrmada sulandinlarak tohumlamada kullandan kog spermasmna
degiisik diizeylerde katilan a-chymotrypsin’in spermatolojik ézellikler ve dol-
verimine etkisi aragtinld..

Karacabey Tanm Igletmesinde yetigtirilen 40 bas merinos koyunu
aragirmamn  materyalini  olugturdu. Kontrol —grubunu olugturan 20  bag
koyun, glikoz-fosfat sulandincist ile sulandinlan enzim katlmanug sperma
ile, deneme grubunu olugturan 20 bas koyundan 10w 0.2 mg/ml, 10'u
da 0.4 mgiml enzim iceren sulandinlnug sperma ile tohumlandi. Tohum-
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lamalar 0.2 cm>lik bir tohumiama dozunda 150 x 10° motil spermato-
zoon bulunacak bigimde servikal yolla yapild:.
Sulandinlmang sperma (kontrol), 0.2 ve 0.4 mg/mi. tripsin katinig

sperma ile elde edilen gebelik oranlan sirasi ile % 55 70 ve 80 bu-
lundu.

SUMMARY

Investigations of Spermatological Characteristics and Fertility of Ram
Semen Diluted By Adding Various Levels of a-chymotrypsin

In this research, effects of o-chymotrypsin, added to diluted se-
men at various levels, on spermatological characteristics and fertility of
ram semen diluted and used for insemination.

Fourty Merino ewes, bred in Karacabey Agricultural Administra-
tion, were used as the material. Twenty ewes (control) inseminated
with pure glucose-phosphate diluent. In the experiment groups ten of
twenty ewes were inseminated with 02 mg/ml, and the other ten
ewes were inseminated 0.4 mg/ml. enzym added glucose-phosphate di-
luent. Inseminations were performed cervically with 0.2 cm® doses inc-
lude 150x10° motil spermotozoa.

Pregnancy rates for ewes inseminated with pure (control) and 0.2
and 0.4 mg/ml. trypsin added semen were 55 70 and 80 % respecti-
vely.

Key words: Enzyme, addition, ram semen.
GIRIS

Tiirkiye’de halen uygulanmakta olan koyun sun’i tohumlama tekniginin
daha verimli, pratik ve ekonomik olabilmesi en basta ko¢ spermasinin donduru-
larak kullanilmasina baghdir. Ne var ki, bu alanda heniiz ¢oziimlenmemis kimi
sorunlarin bulundugu da bir gergektir. Bir yandan bu sorunlarin ¢oziimlenmesine
gahgihrken bir yandan da koyun sun’i tohumlamasinda verim artinci girisimleri
siirdiirmek gerekir. Bu amagla sulandinlmig kog spermasina degigik diizeylerde

katilan @-chymotrypsin’in spermatolojik ozellikler ve ddlverimine etkisi aragtiril-
di

Bu aragtirma ile benzerlik gosteren ¢aliymalar kimi yabanci bilim adamla-
n tarafindan domuzlar iizerinde yapilmigtir. Nitekim Bezlyudnikov ve Ambroso-
va! domuz spermasina katilan hyaluronidaz ve trypsin enzimlerinin gebelik ora-
mm % 13,3 diizeyinde artirdigint bildirmektedirler. Yazarlar fosfodiesteraz kat-
tiklar1 spermalar ile yaptiklari tohumlamalardan % 83.3, enzim katilmams sper-
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ma bolimil ile yapilan tohumlamalardan ise % 71.3 gebelik oram elde ctmigler-
dir.

Yapilan bir aragtirmadaZ, domuz spermasi, yiiz mililitresinde 10, 20, 50 ve
100 mg. olmak iizere dort ayn diizeyde hyaluronidaz ilave edilmig glikoz-gelat-
yumurta sarisi-sitrat sulandiricisi ile sulandirilmigtir. Anilan diizeylerde hyaluro-
nidaz katilan sperma béliimleri arasinda motilite oram ve spermatozoonlarin
canli kalma siiresi bakimindan 6nemli derecede fark saptanamamigtir, 10, 20, 50
ve 100 mg/ml. diizeyinde enzim katilan sperma boliimleri ile yapilan tohumlama-
lardan sirasiyla % 90.0; 90.0; 95.5 ve 91.0; kontrol olarak ayrilan sperma boliimii
ile de % 80.0 dogum oram elde edilmistir.

Antonyuk et al3 ise, Hyaluronidaz enzimini tohumlama igleminden 1 saat
once domuzlarin uterusuna infuzyon tarzinda vermigler, daha sonra 110 mililit-
relik bir tohumlama dozunda 1x10° motil spermatozoon bulunacak bigimde su-
landirdiklar1 sperma ile domuzlar: tohumlamiglardir. Elde ettikleri dofum oran-
lant deneme grubunda % 83.3, kontrol grubunda ise % 75.0 olmustur. Yazarlar
bagka bir deneme grubunda bulunan domuzlarin bir boliimiine, 100 ml. sinde 50
mg. Trypsin + Hyaluronidaz igeren sulandiricidan 25 cc, bir bdliimiine de 150
mg. Trypsin + Hyaluronidaz bulunan sulandimcidan 25 cc. uterus igine tatbik
etmigler ve 1 saat sonra bunlar1 tohumlamiglardir. Amlan gruplarda sirasiyla %
90 ve 95, kontrol grubunda ise % 85 dogum oran elde etmiglerdir.

MATERYAL VE METOD

Aragtirmada hayvan materyali olarak 40 merinos koyunu ile bir merinos
kogu kullamildi. Koyunlar Karacabey Tarim Isletmesinde yetistirilen anag koyun-
lar arasindan tesadiifi 6rnckleme yontemiyle segildi ve arasgtirma siiresince islet-
menin normal bakim-besleme kosullarinda bulunduruldu.

Kontrol grubu olarak 20, deneme grubu olarak da 20 koyun ayrildiktan
sonra deneme grubu 10°ar baglik iki alt gruba boliindii ve ayr1 ayr numaralar ile
isaretlendi.

Kogtan, sun’i vajen yardimi ile ardarda aliman iki ejakulat, spermatolojik
muayeneleri yapildiktan sonra ii¢ boliime ayrldi. Spermamn birinci bolimii
kontrol olarak enzim icermeyen sulandirict ile, kalan iki ve iigiincii boliimleri ise
bir mililitresinde 0.2 ve 0.4 cc. Trypsin ilave edilmis glikoz fosfat sulandincis ile
sulandirildi. Sulandirma iglemi 0.2 cm>liik bir tohumlama dozunda 150x10° mo-
til spermatozoon bulunacak bigimde yapildi. Sulandirilan spermalarin spermato-
lojik muayencleri yapildiktan sonra silari 5°C’ye disiirildii ve spermatolojik
muayeneleri tekrarlandi.

Kizgin oldugu saptanan koyunlar, bu sekilde hazirlanan sperma béliimleri
ile bir kizgmlikta bir kez olmak iizere servikal yolla tohumlandi. Tohumlanan

-85 -



koyunlar, iki 8strus siklusu boyunca izlendi ve geri donmeyenler gebe olarak ka-
bul edildi.

BULGULAR

Spermanin sulandirilmasindan 6nce, sulandirilmasindan ve 1sisiin 5°C’ye
diigiiriilmesinden sonra yapilan muayenelerde saptanan spermatolojik ozelliklere
iligkin degerler ile yapilan tohumlamalardan elde edilen dolverimi sonuglar Tab-
lo I'de topluca sunulmugtur.

Tablo I'den de izlenebilecegi gibi spermanin kogtan alinmasindan hemen
sonra yapilan muayenesinde spermatozoon motilitesi, 6lii spermatozoon, anor-
mal spermatozoon ve akrozom bozukluklar: oranlar sirasiyla % 90, 16.2, 0.2 ve 0
olarak saptanmigtir. Spermanin sulandirimasindan sonra anilan spermatolojik
ozelliklerin 0.2 mg/ml. trypsin katilmig sperma boliimiinde sirastyla % 85, 16.2,
2.1, 0.9, 0.4 mg/ml. trypsin katilmig sperma boliimiinde % 85, 20.1, 2.1 ve 0.9 ol-
dugu saptanmugtir,

Spermalarin 1sis1 5°C’ye diisiriildigiinde amlan spermatolojik ozelliklere
iliskin degerler 0.2 mg/ml. trypsin katilan bolimde sirasiyla % 85, 22.2, 1.8, 1.5,
0.4 mg/ml. katilan sperma boliimiinde ise yine sirasiyla % 85, 19.2, 3.3 ve 1.2 ola-
rak bulunmustur.

Kontrol olarak ayrilan spermanmn sulandirilmasindan ve isisinin 5°C’ye
diigiiriilmesinden sonra motilite oram1 % 90 ve 85, 6lii spermatozoon oram %
15.0 ve 21.0 anormal spermatozoon orani % 1.5 ve 1.2, akrozom bozukluk oram
da % 1 ve 2 olarak saptanmugtir,

0.2 ve 0.4 mg/ml. diizeyinde trypsin katilan deneme grubu sperma boliim-
leri ile % 70 ve 80, kontrol grubu sperma béliimii ile ise % 55 gebelik oram elde
edilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Spermanin biyokimyasal ozelliklerinin arastinlmasi amaciyla yapilan ca-
ligmalar sonucu, gerek seminal plazmada gerekse spermatozoonlarin yapisinda
bulunan enzimler ve miktarlar: ile bu enzimlerin fonksiyonlarimin ne oldugu bii-
yiik dlgiide agiklik kazanmugtur.

Seminal plazmada bulunan enzimlerin baglicalar1 laktik dehidrogenaz
(LDH), Glutamik okzalasetik transaminaz (GOT), Glutamik piruvik transami-
naz (GPT), asit fosfataz ve alkalin fosfataz, spermatozoonun yapisinda bulunan-
lar ise Akrosin, hyaluronidaz, koronapenetrating enzim ve asit hidrolaz’dir*>,
Moule®nin bildirdigine gore amilaz, kolinesteraz, sitokrom, glukoronidaz ve 5-
niikleotidaz da seminal plazmada bulunan enzimler arasindadir.
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Tablo: I
Degisik Diizeylerde Trypsin Katilan Ko¢ Spermasinda Saptanan Spermatolojik
Ozelliklere iliskin Degerler ile, Yapilan Tohumlamalardan Alinan Délverimi Sonuglar

S SN Y =R -

Spermatolojik Muayene Bulgulan

Dolverimi Bulgulan

Akrozomu
Olix Anormal Defektli
YONTEM Spermatozoon | Spermatozoon | Spermatozoon | Spermatozoon
Motilitesi Orani Orani Oram :
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Bilhassa spermatozoonun yapisinda bulunan ve hidrolitik etkili olarak ni-
telendirilen enzimlerin fertilizasyonun gergeklesmesinde onemli rol oynadiklart
ancak bunlarin spesifik etkilerinin heniiz tam olarak agiklik kazanmadigr bildiril-
mektedir .

Enzim biyokimyas! iizerinde yogunlasan aragtirmalar sonucunda akrozo-
mal enzimlerin fertilizasyonda onemli rol onadifi, ancak spermaya uygulanan
islemler (dondurma, saklama) sirasinda bu enzimlerin aktivitesinde olumsuz
degisimlerin meydana geldigi ve bunun sonucunda da spermatozoonlarin dol-
lenme giiciiniin azaldig hatta tiimiiyle kayboldugu agiklanmugtar’.

Yapilan bu aragtirmada spermanin kogtan alinmasindan hemen sonra ya-
pilan muayenelerde saptanan spermatolojik ozelliklere iligkin degerler ile, iki ay-
n diizeyde enzim katilarak sulandirilan ve 1s1s1 5°C’ye diigiirillen sperma boliim-
lerinde saptanan spermatolojik bulgular ¢ok farkli degildir. Domuzlar iizerinde
yapilan benzer aragtirmalarda da kontrol ve deneme gruplari arasinda oldugu gi-
bi, farkl diizeylerde enzim katilan sperma boliimleri arasinda da spermatolojik
dzellikler bakimindan fark bulunmadig bildirilmigtir?, Alinan bu sonuglara ve li-
teratiir verilerine dayanarak, anilan diizeylerde spermaya katilan trypsin’in sper-
matolojik ozellikler iizerine olumsuz yonde etkisinin olmadigim diiginmek olasi-
dir. Alinan délverimi sonuglar1 da bu sav1 destekler nitelikte gériinmektedir. Ni-
tekim kontrol, 0.2 ve 0.4 mg/ml. trypsin katilan sperma boliimleri ile yapilan to-
humlamalar sirasiyla % 55, 70, 80 gebelik orami saglamistir. Kontrol grubuna
kiyasla daha yitksek olan dolverimi sonuglarinin tatminkar ve bu konuda yapila-
cak galigmalarin umut verici oldugu sdylenebilir. Ne var ki izlenebilen literatiirde
bu aragtirmaya benzer bir calismanin koglar iizerinde yapildig: saptanamadi. An-
cak tiir fark: olmakla birlikte domuzlar iizerinde yapilmig olan ¢ok sirh sayida-
ki aragtirmalardan alinan sonuglarm elde edilen bulgular ile biiyitk bir benzerlik
gosterdigi ileri siirtilebilir.

Nitekim Bezlyudninkov ve Ambrosova! domuz spermasina katilan hyalu-
ronidaz ve trypsin enzimlerinin gebelik oranim % 13.3 oraninda arttirdigim, ayri-
ca kontrol ve fosfodiesteraz katilan deneme grubu spermalar ile yaptiklan to-
humlamalardan % 71.3 ve 83.3 gebelik oram elde ettiklerini bildirmektedirler.
Yine domuzlar iizerinde yapilan bir aragtirmada spermaya 10, 20, 50 ve 100
mg/ml. diizeyinde hyaluronidaz katildif, kontrol ve deneme gruplan arasinda
spermatolojik ozellikler bakimindan fark bulunmadig bildirilmis, buna kargin
anilan diizeylerde hyaluronidaz katilan sperma béliimleri ile yapilan tohumlama-
lardan sirastyla % 90.0; 90.0; 95.5; 91.0; kontrol grubu sperma ile de % 80.0 ge-
belik oram elde edilmistir?,

Benzer bir ¢aliymada da tohumlamadan bir saat dnce uterus igi enfiizyon
seklinde hyaluronidaz enzimi verilen deneme grubunda % 83.3, kontrol grubun-
da ise % 75.0 gebelik oram saglanmistir>,
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Bu konuda yapilan ¢aligmalarin siirh sayida olmasi nedeniyle spermaya
katilan enzimin dolverimi @zerine olan etkisinin mekanizmasim kesin olarak
ifade etmek heniiz giictiir. Zira seminal plazmanin tohumlamadan sonra genital
kanalda kahp rezorbe oldugu, fertilizasyon bolgesine ise sadece spermatozoonla-
nin ulagti@ bilinmektedir8. Bu durumda spermaya katilan enzimlerin fertilizas-
yonda nasil bir rol oynadif1 ve dolverimini ne sekilde arttrdigs sorusu hemen
akla gelmektedir. Ciinkii fertilizasyonda etkili olan enzimler de seminal plazma-
da var olanlar degil, spermatozoonun akrozomunda bulunan enzimlerdir®~. Fa-
kat bu soruya cevap olabilecek bilgiler de mevcuttur. Nitekim, bir tohumlama
dozunda bulunan motil spermatozoonlarin bir kismuinin fertilizasyon bolgesine
ulagmadan 6ldiigi ve bunlarin tagidiklar1 enzimleri genital kanala biraktiklary,
salinan bu enzimlerin de genital kanalda bulunan mukusun eritilmesinde rol oy-
nadify, bunun sonucu olarak da canl kalan spermatozoonlarn fertilizasyon bol-
gesine ulagmasinin kolaylagtif: ve daha ¢ok sayida spermatozoonun bu bolgeye
ulagabildigi bildirilmektedir. Bu verilere dayanarak, spermaya katilan enzimlerin
aym mekanizma ile etkiyerek ovidukt’a ulagabilen hareketli ve ovumu dolleme
yetenegine sahip spermatozoon sayisinin daha fazla olmasim saglayabilecegini ve
bu sekilde dblverimi diizeyinde bir artis meydana getirebildigini diigiinmek olasi-
dir. Bunun yamsira sperma ile birlikte genital kanala verilen enzimler, spermato-
zoonlarm burada gegirdigi kapasitasyonu olumlu yonde etkiyerek de yiiksek ge-
belik sonuglan alinmasini saglamg olabilir.

Ozkoca”nin bildirdigine gore 6lii spermatozoon ve hatta gini miirekkebi
gibi hareketsiz cisimler reprodiiktif sistemin yukar: kisumlarina taginabilir. Ancak
yapilan bu aragtirmada 0.2 cm>liik bir tohumlama dozunun kitle olarak uterus’u
gegip ovidukt’a ulagmas: ve tohumlama dozu igerisinde bulunan enzimlerin
ovum’u etkilemesi gok zayif bir olasiliktir. Bu durumda enzim-ovum etkilesimin-
den ziyade, enzim-spermatozoon ve enzim-uterus etkilesimlerinin varlif ve buna
agiklik kazandirilmas: seklindeki goriis ve digiincelerin daha hakli gikabilecegi
de soylenebilir.

Sonug olarak, enzim biyokimyas: iizerine egilmenin ve benzer galigmalarin
daha cok sayida materyal iizerinde degisik yontemlerle denenmesinin yararli ola-
ca1, bunun yanisira spermaya enzim katilmas: yonteminin, giiniimiize kadar ya-
pilan caligmalarda délverimini arttirdigi saptanan tekniklerle birlestiriime ola-
naklarimin da aragtinilmasmin, sun’i tohumlama galigmalarina gok olumlu katki-
lar saglayacag kanisindayiz.
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