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OZET

ALABALIK SEMINAL PLAZMASININ KOC SPERMASININ SPERMATOLOJIK
OZELLIKLERI VE VIiABILIiTESI UZERINE ETKIiSi

Degisik oranlarda alabalik seminal plazmasi iceren kog¢ spermas1 TRIS ile
sulandirilarak 4°C’ta 72 saat siiresince spermatozoon viabilitesi, motilite ve akrozom
biitiinliigii yoniinden incelendi. Pooling yapilan sperma TALP ile sulandirildiktan sonra
santrifiij yapilarak TALP ve ko¢ seminal plazmasi ortamdan uzaklastirildi. Kalan sperma
4 gruba boliindii. Birinci grup sperma miktarina gore oranlanan TRIS ile diger 3 grup ise
sperma miktarina gore %20, %40, %60 oranlarda alabalik seminal s1vis1 ve ardinda TRIS
ile sulandirildi. Sulandirma sonrasi biitiin gruplar 2 saatte +4°C’ye diisiiriildii.
Pooling,santrifiij ve sulandirma sonras1 4°C sonrasinda ve 72. saatin sonuna kadar 12
saatte bir ornekler alindi. Bu drneklerde motilite, 6lii spermatozoon ve akrozom
bozukluklar1 oranina bakildi. Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel acidan
degerlendirilmeleri icin Statistica programi kullanildi. Sonuclar ortalama ve standart hata
(£SEM) degerleri olarak sunuldu ve ortalamalarin giivenilirlikleri agisindan t-Test
uygulandi. Ayni zamanda fark analizi olan Confidence Interval Test uygulandi ve sonuglar
grafikler halinde sunuldu. Kontrol, %20, %40 ve %60 seminal siv1 ilaveli gruplarin
arasindaki farklar i¢in varyans analizi (ANOVA) uygulandi ve sonuglar LSD ile test edildi.
10 tekrarl1 yapilan ¢aligmanin sonucunda motilite degerlendirildiginde 24. saate kadar
kontrol, 24. saatten sonra %20 alabalik seminal plazmali grup daha iyi sonug verdi. Canli
spermatozoon orani 24. saatten sonra %40 grubunda diger gruplara gore daha iyi sonuglar
verdi. Akrozom yoniinden %20 ve %40 alabalik seminal s1visi iceren gruplarda diger
gruplara gore olumlu sonuglar alindi. Alabalik seminal plazmasinin farkli sulandiricilarla
ve farkli oranlar denenerek yeni ¢aligmalarin yapilmasinda ve bu ¢alismalarin in vivo
ortamda dondurma ve fertilite denemeleriyle desteklenmesinin yararli olabilecegi

diistiniilmektedir.

Anabhtar kelime: Kog, sulandirici, alabalik seminal plazmasi, spermatolojik 6zellikler
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SUMMARY
THE EFFECT OF TROUT SEMINAL PLASMA TO RAM SPERMS
SPERMATOLOGICAL PROPERTIES AND VIABILITY

Ram sperm containing different ratios of trout seminal plasma and TRIS dilution
preserved at 4°C was observed for 72hours with reference to spermatozoon viability,
motility, and achrosomatic stability. Pooled sperm was diluted with TALP; TALP and ram
seminal plasma removed by centrifuge. Sperm so obtained was divided into 4groups.
Groupl sperm were diluted by TRIS diluent at ratio determined by sperm quantity. The
remaining three groups of sperm were diluted by trout seminal plasma at respectively 20%,
40%, and 60% and by TRIS as determined by sperm quantity. 2 hours upon dilution, all
groups were reduced to +4°C. Samples were obtained respectively after pooling,
centrifugation, and diluting, at 4°C and every 12hours thereafter until the 72nd hour
inclusive. Samples were examined regarding motility, spermatozoon death, achrosomatic
stability. Final data was statistically evaluated by Statistica software. Results are
presented in median and standard deviation (SEM) values, t-test was implemented for
median reliability. Confidence Interval Test was implemented for differential analysis and
results presented graphically. ANOVA was implemented for identifying varience between
control group and 20%, 40%, and 60% seminal plasma added groups. Results were tested
by LSD (Least Significant Difference). Motility evaluation after the study had been
repeated 10 times, indicated that while the control group yielded better result up to the 24th
hour, the 20% trout seminal plasma added group yielded better result after the 24th hour.
Spermatozoon death in the 40% group yielded comparatively better result after the 24th
hour. In achrosomatic stability yielded better results in the 20% and 40% trout seminal
plasma added groups. Furher research is in order using trout seminal plasma with diluents

in varying ratios, supported by freezing and fertility experiments in in vivo environment.

Key Words: Ram, diluent, trout seminal plasma, spermatological properties
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GIRiS

Tiirkiye’nin cografi ve ekonomik kosullar1 nedeniyle tarim ve hayvancilik, halkin
onemli gecim kaynaklarindan olmustur. Entansif ve ekstansif bakim kolayliklari, et-siit-
yapag gibi ¢ok yonlii verim 6zellikleri nedeniyle koyunculuk 6nem kazanmistir.(1)

Hayvanlarda verim diizeylerinin artirilmasi i¢in genotipik yapinin 1slahi ile iistiin verim
ozelliklerine sahip yeni nesillerin gelistirilmeleri ve devamliliklarinin saglanmasi gerekir.
Acikca goriilecegi tizere 1slah ¢aligmalarinin iistiin verim 6zelliklerine sahip erkek
hayvanlarla yapilmas1 gerekir ki burada dogal asim yontemini kullanmanin oldukga fazla
zaman kaybettirecegi ortadadir. Bu yiizden suni tohumlamanin 1slah ¢alismalarindaki
Onemi bilyiiktiir.

Koyunlarda suni tohumlama ¢alismalari diinyada ilk kez 20.yy baslarinda (1907-1912)
Ivanov tarafindan baglatilmis, I. Diinya Savasindan sonra Milavanov 6nderliginde daha da
ilerletilmistir. Sovyetler Birligi’nde 1930’1u yillarda koyun 1slah programlarinda taze ve
sulandirilmis sperma ile tohumlamalar yapilmistir (2). Tiirkiye’de ise koyunlarda suni
tohumlama ilk kez 1928’de uygulanmis, 1935 ten itibaren de yaygin olarak kullanilmaya
basglanmistir (1,3). 1948 yilinda 4280 adet koyun tohumlanmis, 1968 yilinda toplam 158
adet koyun suni tohumlama istasyonunun ¢alismasiyla halk elinde tohumlanan koyunlarin
sayist 271.222ye ulasmstir (1).

Mevsimsel poliostrik olan koyunlarda, ekonomik kosullar nedeniyle senkronizasyon
ve suni tohumlama ¢alismalar yapilmaktadir. Suni tohumlama ¢aligsmalarinda amag
spermatozoonlarin daha uzun siire fertil olarak yasatilmasidir. Suni tohumlama genetik
ozellikleri iyi olan kog¢lardan maksimum faydalanma imkani sunar. Kog¢ spermasinin
uygun kosullarda sulandirilip saklanmasi ile tatmin edici fertilite oranlan saglanir. Bu
amagla kog¢ spermasi kisa ve uzun siireli olarak saklanir. Kog¢ spermasinin saklanmasi i¢in
gelistirilen biitiin metotlar sahada uygulamadan Once in vitro olarak denenmelidir (4,5).
Kog¢ spermasinin saklanmasinda sulandiricilar ve oranlari; saklama 1s1s1 ve siireleri ile ilgili
calismalarda hedef alinmas1 gereken en 6nemli ve gegerli parametreler viabilite, motilite ve
akrozom biitiinliigiidiir (1,2,5-9) .

Kog¢ spermasi sulandirma ve sogutma islemlerinde osmotik ve/veya soguk soklarina
maruz kalarak potansiyel fertilitelerini onemli oranlarda kaybedebilirler. Giiniimiize degin
cok sayida arastirmaci degisik sulandiricilar ve katki maddeleri lizerinde ¢alismislardir.
Son yillarda farkl tiirlere ait seminal plazma ilavelerinin belirtilen olumsuz etkilere karsi

hiicreleri koruyabildikleri saptanmistir (10). Ancak alabalik seminal plazmasi ve katki



oranlarina iligkin ayrintili bilgilere ulagilamamistir. Calismada degisik oranlarda alabalik
seminal plazmasi iceren ko¢ spermasi hydroxymethylaminomethane (TRIS) sulandiricist
ile sulandirilarak 4°C’ta 72 saat saklama siiresince spermatozoon viabilitesi, motilite ve

akrozom biitiinligiiniin incelenmesi amag¢lanmisgtir.



GENEL BiLGILER

Kog¢ spermasinin hacmi, spermatozoon konsantrasyonu, motilitesi, normal
spermatozoon orani ve pH’s1 sirastyla 0.5-2.0 ml, 2—3x109/m1., %60-%90, %80-%95, pH
5.9-7.3 arasinda bildirilmistir.(1,9,11-15)

Sperma seminal plazma ve spermatozoonlardan olusur. Seminal plazmada epididimis,
vas defferens, prostat, vesiculae seminalis ve cowper bezlerinin salgilar1 bulunur (9,15,16).
Seminal plazma spermatozoonlar1 genital sistemde tasir ve korur. Bu etki kog ve sigir gibi
vajene ejekiilasyon yapan tiirlerde, domuz ve at gibi servikse ejekiilasyon yapan tiirlere
gore daha 6nemlidir (15). Kog¢ seminal plazmasinda sitrik asit, ergothioneine, fruktoz,
glyserol phosphoryl choline (GPC), sorbitol vardir. Bunlarin disinda az miktarlarda da
askorbik asit, amino asitler, peptitler, proteinler, lipitler, yag asitleri ve enzimler de bulunur
(15). Seminal plazmanin antimikrobiyel bilesenleri seminal plazmin, immun globulunler
ve bunlarin i¢cinde de en 6nemlisi I[gA’dir. Seminal plazmada androgenler, Ostrojen,
prostaglandinler, FSH (Follikiil Stimulan Hormon), LH (Liitein Hormon), koryonik
gonodotropin benzeri maddeler, GH (growth hormon), insiilin, prolaktin, rileksin ve tiroid
releasing hormon gibi hormonlar bulunur (9,15). Seminal plazmanin biyokimyasal
bilesimi, tiir, ejekiilasyon sikligi, mevsim ve hayvanin saglik durumuna gore degiskenlik
gosterir (9).

Seminal plazma, spermatozoonlarin soguk sokuna maruz kalma riskini azaltir (17),
membran hasarlarim (16,18) ve sogutmanin indiikledigi kapasitasyon benzeri olaylar1
engeller (19,20,21). Seminal plazmanin yoklugunda ise kapasitasyon benzeri degisimler
akrozom reaksiyonu ile sonug¢lanir (20). Seminal plazma, ko¢ ve boga
spermatozoonlarinin motilitesini ve yasama kabiliyetini arttirir (22,23). Burada motiliteyi
stimiile eden faktorler, seminal plazmadaki diisiik molekiil agirlikli fraksiyonlardir (24).
Yanagimachi ve arkadaslar (25), ejakulasyonda sperma hiicreleri ile seminal plazmanin
temas ettigini, seminal plazmadaki koruyucu faktorlerin spermatozoon yiizeyine
baglandigin ve bu faktorlerin hiicreden uzaklagtirilmasina kadar erken kapasitasyon
olaylarinin 6nlendigini bildirmislerdir. Perez ve arkadaslar1 (17), kapasitasyonu 6nleyen
bu faktorlerin bazi spermatozoonlarda daha az oldugunu ya da yiizeyden erken ayrilip
spermatozoonlarin kapasitasyona maruz kaldigin ifade etmislerdir. Yudin ve arkadaslar
(26), seminal plazmadaki Beta-defensin 126 (DEFB126) proteinin, kapasitasyon
tamamlana kadar sperma hiicrelerin yiizeylerini tamamen orttiigiinii, kapasitasyon aninda

ya da kapasite olmus spermatozoonlarda bu proteinin ortamdan uzaklastirilmasiyla,



spermatozoonlarin immiin sistem tarafindan hemen taninarak elimine edildigini ifade
etmislerdir. Alghamdi ve Foster (27), seminal plazmadaki DNAse enziminin, nétrofile ait
DNA'’lan sindirdigini ve boylece daha fazla spermatozoonun ovidukta ulasabildigini
bildirmislerdir.Maxwell ve arkadaglar (19), eritilmis ko¢ spermasina %30 seminal plazma
eklemisler ve intraservikal tohumlama sonrasi kontrol ve seminal plazmali gruplarda
sirasiyla; %24,3 ve %60,0 gebelik saptamiglardir. Arastirmacilar seminal plazmanin eritme
sonrasi spermatozoonlarda olugsan olumsuzluklar1 6nledigini ve dolayisiyla yiiksek fertilite
oranlarinin elde edildigini a¢iklamislardir.

Alabaliklarm iireme mevsimi su sicakliginin 7-10°C oldugu ilkbahar aylaridir.
Alabalik spermasinda miktar yogunluk, pH sirasiyla 4-6 ml, 10-20x10%ml, 7.0’ dir
Alabalik seminal plazmasinda, Glukoz, T.lipid, T.Kolesterol, T.protein, inorganik P, Ca,
Vit. C, Vit E, Vit A ve B Karoten sirasiyla %4.8 mg, %286 mg, %10 mg, %0.54 gr, %7.66
mg, 2.3 mg/dl, 3.43 mg/dl, 0.76 m, 3.56 mg/dl 4.28 mg/dl olarak bildirilmistir (28).
Alabalik seminal plazmasinin bilesiminde Na, Cl, K, elementleri de vardir (29).

Spermatozoon bas, orta kisim ve kuyruktan olusan 6zellesmis bir hiicredir.
Spermatogenezisin son boliimiinde spermatozoon hiicre béliinmesi, biiyiime, onarim ve
biyosentez 6zelliklerini kaybetmistir (30). Bu nedenle spermatozoonun uzun siire
saklanmasinda hedeflenen spermatozoonlarin metabolizmalarini azaltarak yasam
siirelerinin uzatilmasidir. Taze spermaya gore sulandirilmis spermada spermatozoonlarin
daha uzun siire yasadiklar goriilmiistiir (31).

Kogtan alinan sperma sulandirilarak bir saat i¢cinde kullanilabilecegi gibi, sulandirma
sonrast 0°-15°C 1s1ya diisiiriilerek kisa siire ya da dondurularak uzun siire saklanabilir (32).

Giiniimiizde ko¢ spermasi alindiktan sonra sulandirilarak 5°C’de kisa veya
dondurularak uzun siire saklanabilmektedir. Koglardan alinan spermalar genel muayene ve
kontrolleri yapildiktan sonra uygun sulandiricilarla sulandirilip siv1 azot buharinda
dondurulur. Bu teknigin dayandigi temel ilke uygun tekniklerle sperma 1sisinin -79°C ile -
1200C’ye kadar diisiiriilerek sivi azot iginde (—196OC) saklanmasidir(33).

Spermanin dondurulma protokoliinde bazi stres faktorleri vardir. Bu faktorler 1sidaki
degisimler, kryoprotektanlarin molar konsantrasyonlarinin neden oldugu ozmotik
degisiklikler ve toksik maddelere bagl stres ve hiicre ¢evresinde olugan buzlanmadir
(2,34,35). Dondurma sirasinda spermatozoonlarin karsilastigi bu stres faktorlerine bagh
olarak hiicre zarinda olusan degisiklikler kapasitasyonu olumsuz etkiler(36). Bu
nedenlerden dolay1 yapilan vajinal ve transservikal tohumlamalarda gebelik oranlan diisiik

cikar.



Sulandiricilarin gorevleri:

e Spermay1 hacim olarak artirmak.

e Spermatozoonlarin canliligini daha uzun siire devam ettirmek.

e Spermatozoonlart ani 1s1 degisikliklerine kars1 korumak.

e Spermatozoonlar1 bakterilere karsi korumak.

¢ Hiicre zan biitiinliigtiniin korunmasi.

¢ Hiicre beslenmesinin devaminin saglanmasi.

e Hiicrelerin etkinliklerini kaybetmemesinin ya da bu kayiplarin en az diizeyde

kalmasinin saglanmasidir.(9,36,37)

Sulandiricilarda bulunmas: gereken temel 6zellikler:

e .Ozmotik basincin saklama siiresince sabit olmalidir

e Spermatozoonlarin metabolizmalarinda bulunan mineral maddeleri icermelidir.
¢ Soguk sokuna kars1 spermay1 koruyan kryoprotektif maddeleri icermelidir.

e Spermatozoonlarin metabolik artiklarini elemine etmelidir.

e Bakteriel kontaminasyonun kontrolil i¢in antimikrobiel maddeleri icermelidir.
e Saklama siiresince spermatozoonlara enerji saglamalidir (9,37,38).

Spermanin sulandirma miktar1 daha ¢ok tohumlama dozuna baghdir. Spermanin
motilite, konsantrasyon ve hacmi arttik¢a sulandirma miktan da artar. (9,33,39,40).
Bununla birlikte en uygun sulandirma oranlarininl:4 ve 1:8 oldugu, 1:16 sulandirma
oraninda kotii sonuglar alindigi bildirilmistir (41). Ritar ve arkadaslar1 (42) teke ve kog
spermasinda yaptiklari bir arastirmada 1:2 oraninda sulandirmanin 1:0.5 ve 1:1 oraninda
sulandirmaya gore iistiin oldugunu bildirmislerdir. Depolama sirasinda sulandirma
oranimin yiiksekligine bagli sperm inaktivasyonu spermatozoanin yaslanmasina benzer
etkiler yapar. Spermanin islenmesi sirasinda spermatozoay1 korumak icin deneysel temele
bagl sulandiricilar diizenlenmistir. Tris+sitrat+{riikktoz+yumurta saris1 da bunlardan biridir
ve kogun da i¢inde oldugu c¢iftlik hayvanlarinda siklikla kullanilir (40).

Sulandirma ile spermaya saklama siiresince uygun ortam hazirlanir. Bunun yaninda in
vivo calismalarda sulandirmanin fazla olmasi durumunda total motilite, metabolik aktivite
ve fertilizasyon kapasitesinde kalici kayiplar da olabilmektedir. Buna Sulandirma Etkisi
denmektedir. Sulandirma etkisinin en az diizeyde kalmasi i¢in sulandiricinin hazirlanmasi

sirasinda bazi tekniklere 6zen gosterilmelidir.



Spermanin sulandirilmasinda dikkat edilecek 6zellikler:

e Sperma alindiktan kisa siire sonra sulandirilmalidir.

¢ Sulandiricida ozmotik basinc,ayarlanmalidir.

e Sulandiricida pH ayarlanmalidir.

¢ Sulandiricinin ve kullanilan diger malzemelerin 1s1s1 26-32°C olmahdur.

¢ Kullanilan biitiin laboratuar malzemeleri temiz olmalidir.

¢ Ozmotik basinci degistireceginden ortama su karismamalidir.

e Ultraviole 1sinlarn etkisinden ka¢inilmalidir.

Bu sayilan 6zellikleri tasiyan ideal sulandiricilarin gelistirilmesi siirecinde; enerji
kaynag olarak glikoz gibi basit sekerler, sperma hiicrelerini viicut 1s1sindan 5°C’ye
sogutulmasi sirasinda soguk sokuna kars1 korumak icin yumurta sarisi ve siit, pH’y1
notr ve ozmotik basinc1 300 mOsm’de tutmak iizere ¢esitli tamponlar ve spermada
bakteriyel gelisimi onlemek amaciyla penisilin, streptomisin gibi ¢esitli antibiyotik
kombinasyonlar1 kullanilmistir (15).

Sulandirma sirasinda her zaman sulandirict spermaya karigtirilir ve sulandirma
isleminin kisa siirede tamamlanmasi istenmez (9,15).

Spermatozoonun plazma membran1 doymamis yag asitlerinden zengindir. Bu yiizden
de peroksidatif yikimlanmaya uygun degildir (7). Spermatozoa normal fonksiyonu
sirasinda diisiik oranda Reactive Oxygen Species (ROS) iiretir. Fakat kalsiyum
iyonoforlar1 veya iyonomisin gibi maddeler spermatozoonu uyarir ve ROS’da yikimlanma
olur. Spermatozoonun saklanmasi sirasinda ROS’da yiiksek oranda bozulma olursa bu
kapasitasyon ve motilitede de azalmalara neden olur ki, bu durum sulandiricilara
antioksidanlar eklenerek onlenebilir (39).

Bu da sulandirma sirasinda kullanilan antioksidan, selat ajanlari, aromatik bilesenler,
organik maddeler gibi kullanilan sulandiricilarin spermatozoonlarin kapasitasyonlari,
hiicrenin ve degisen hiicre zar1 yapisina etkilerine baglidir (36).

Kog¢ spermasinda spermatozoon membranindaki bozukluklar, spermaya 35-37°C’de
yapilan islemler, sogutulmasi sirasinda maruz kaldig1 soguk soku ve inkiibasyonu sirasinda
yaslanmasindan kaynaklanmaktadir (4). Kog¢ spermasinda taze spermaya gore sogutularak
saklanan spermada fertilitenin diigmesine neden olan morfolojik bozulma ve motilite

azalmasi goriilmektedir (4,7,43,44). Ancak bu bozulmalar sulandirilan ve sogutulan



spermada dondurulup ¢ozdiirillen spermaya gore ¢cok daha azdir (4,30,43,45). Bu nedenle
bu konuyla ilgili daha baska calismalarin yapilmasina da gereksinim vardir.

Maxwell ve Watson (7), motil hiicre sayisi1 azaldiginda fertilizasyonun da diistiigiinii
bunun, sperma kalitesi yoniinden olumsuzluk isareti oldugunu ve 6lii spermatozoon
oraninin %25’in iizerine ¢ikmasinin istenmeyen bir 6zellik oldugunu belirtmistir .
Ozkoca’da (10) spermada bulunan anormal spermatozoon orani ile dol verimi arasinda siki
bir iliski oldugunu bildirmistir Kimi yazarlara (11,46) gore ise anormal spermatozoon
orani ile anormal spermatozoonlarin tipleri de dol verimi iizerine olan etkilerinden dolay1
ayr1 ayr1 onem tagimaktadirlar. Morfolojik olarak %5-10 arasinda anormal spermatozoon
orani normal kabul edilirken, bu oranin %25’ten, anormal basli spermatozoon oraninin da
%1’den yiiksek oldugu durumlarda fertilitenin siipheli oldugu bildirilmistir (7,11).
Stojonov ve arkadaslarinin (7) in vitro mature oositlerin in vitro fertilizasyonu ile yaptiklari
calisma, kog spermasinin fertilizasyon kapasitesinin Tris-Sitrat sulandiricisinda +5°C’de 14

giine kadar siirdiiglinii gdstermistir.



GEREC VE YONTEM

GEREC
Kog¢ Spermasi

Calismanin materyalini Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Saglig
Hayvansal Uretim ve Uygulama Merkezi Koyunculuk Unitesi’nde ayn1 bakim ve besleme
sartlarina sahip 3 bas Ivesi 1rk1 koctan suni vajen yontemiyle alinan sperma érnekleri
olusturmustur (33,34,43,47-51). Sperma ornekleri pooling yapilarak calisilmistir. Bu
ornekleme 10 tekrar olarak yapilmistir.
Alabalik Seminal Plazmasi

Arastirmada kullanilan alabalik seminal plazmasi ise alabaliklarin tiremesi i¢in gerekli
olan su sicakliginin 7°C-10°C oldugu subat ayinda Ege Universitesi Tire Meslek Yiiksek
Okulu’nun Tire’de bulunan Egitim ve Uygulama Ciftligi’ndeki yetiskin alabaliklardan
sagim yontemi ile alindi (38). Buz kutularinda saglanan +4°C’lik tasima kosullariyla
laboratuvara getirilen alabalik spermas1 3000 rpm ‘de 5 dakika santrifiij edilerek seminal
plazmasindan ayrildi. Elde edilen alabalik seminal plazmasi 1 cc’lik eppendorf tiiplere
alinarak kullanilacag1 zamana kadar —18°C’lik derin dondurucularda saklandi.
Sulandiricilar

Ana sulandiric1 olarak ve kontrol grubunda kullanilan TRIS sulandiricist icerisinde
yumurta sarist da bulundurdugundan, herhangi bir mikrobiyolojik tireme yapmamasi
bakimindan, her bir calisma grubu icin bir gece dncesinden taze olarak hazirlandi ve
+4°C’de saklandi. (Tablo 1)

Tablo-1 TRIS sulandiricisinin hazirlanmast (10)

Kullanilan Malzeme Kullanilan Miktar
Tris (Merck 1.10695.0250) 3,6g

Sitrik asit (Sigma C-2404) 1,9¢

Friiktoz (Sigma F-3510) 0,5g

Yumurta sarisi 15ml

Penisilin G (Sigma P-3032) 1000 IU/ml
Deionize bidistile su gsp 100 ml

Her bir ¢alismada ihtiya¢ kadar1 kullanilacak olan Tyrode’s Albumin Lactate Pyruvate



(TALP) soliisyonu tablo-7"de belirtildigi sekilde hazirlandi ve +4°C’de saklandi.

Tablo-2 TALP solusyonunun hazirlanmasi: (10)

A)Stok Soliisyonun Hazirlanmasi

Kullanilan Malzeme

malzemeler Miktarlar
NaCl (Sigma S-5886) 3275 ¢g
KCl (Sigma P-5405) 0,150 g
CaCl.2H,O0 (Sigma C-7902) 0,165 ¢
MgCl.6H,0 (Sigma M-2393) 0,053 g
NaH,HPO,. H,O (Sigma S-|0,057¢g
9638)
De-ionize bidistile su Qsp 500 ml

B) Soliisyonun Hazirlanmasi
Malzeme

Kullanilan Malzemeler Miktarlar
Na-Bikarbonat (Sigma S-5761) | 8,0 mg
Glikoz (Sigma G-6152) 45,0 mg
Na-Privat (Sigma P-4562) 5,6 mg
HEPES (Sigma H-6147) 119,0 mg
Laktik asit (%60) (Sigma L- 185,0 ul
4263)
BSA (Sigma A-4378) 300 mg
Stok Soliisyon 50 ml

pH 7,4 E ayarland1
Boyalar

Eozin-Nigrozin (Sigma E-258-3, Sigma N-4763) ana soliisyonu %1 Eozin ve %8
Nigrozin igerecek ve pH 9.4-9.6 olacak sekilde hazirlandi.




Giemza (Sigma GS-500) boya 5 ml distile suya 10 damla oraninda May Griinwald

Giemza ana soliisyonu karistirilarak hazirlandi.

YONTEM
Sperma muayenesi

Pooling yapilan sperma, hacim, renk, pH, kitle hareketi, motilite, yogunluk, 6lii-canl
oran1 ve akrozom defektli spermatozoon orani yoniinden incelendi.

Spermanin hacmi dereceli toplama kadehinde ml cinsinden okundu. (8,9)

Spermada krem-beyaz renk normal kabul edildi. Sperma icinde irin ya da kan bulunup
bulunmadig kontrol edildi (1,9).

Spermanin pH’s1 0-14 skalali pH indikator kagidinin (Merck 9557)ejekiilata
daldirilarak okunmastyla bakildi.

Spermada kitle hareketi muayenesi 1sitic1 tablal faz kontrast mikroskopta, lam iizerine
taze sperma damlatildiktan sonra X10 biiyiitmede yapildi. + ile ++++ arasinda
degerlendirildi (9).

Bireysel hareketi saptamak i¢in sperma, ayni 1s1 derecesine getirilmis %0,9’1luk NaCl
ile 1s1tilmis lam iizerinde 1:1 oraninda sulandirilarak lamelle kapatildiktan sonra 1sitma
tablal faz kontrast mikroskopta X40 biiyiitmede ii¢ farkli sahada incelendi. Tek yonde ve
ileriye dogru giiclii hareket edenlerin orani spermotozoonun % motilitesi olarak kaydedildi
(8,9).

Calismada yogunluk saptanmasi hemositometrik yontemle yapildi (1,9,13,52). Buna
gore eritrosit pipetinin 0,5 ¢izgisine kadar taze sperma ¢ekildi, pipetin ucu temizlendikten
sonra 101 cizgisine kadar %3’liik NaCl soliisyonu eklendi. Boylece sperma 200 kat1
sulandirilmis oldu. Yatay durumda birkag¢ dakika siireyle calkalanan pipetten ilk birkag
damla atildiktan sonra Thoma laminda lam-lamel arasina sulandirilmis sperma akitilip tam
olarak dagilma ve hiicre ¢okmesi i¢in birka¢ dakika beklendikten sonra, X40 biiyiitmede
sayim yapildi. Sayim sirasinda Thoma lamindaki biiyiik karelerden herhangi 5 tanesi

degerlendirmeye alindi. Sayim sonrasi hesaplama asagidaki formiile gore yapildi.

Sayilan spermatozoon sayist
Yogunluk (/mm3):

Sayilan toplam kiiciik kare sayis1 x bir kiiciik karenin hacmi x sulandirma oram

Olii spermatozoonlarin sayimi i¢in Eozin-Nigrozin boyama yapildi (9). Immersiyon

objektifte 333 adet spermatozoon sayildi. Bozulan hiicre yapilarindan dolay1 boya

10



aldiklarindan boya alan spermatozoonlar 6lii spermatozoon olarak kabul edildi. Daha
sonra elde edilen sayilar 3 ile carpilip 10’a boliinerek 6lii spermatozoonlarin % oranlari
bulundu.

Akrozom defektli spermatozoonlarin sayimi i¢in %0.9 NaCl ile 1:1 oraninda lam
tizerinde karistirilan sperma ile froti hazirlandi. Kurutulan frotiler 10 dakika metanolde
tespit edildikten sonra Giemza boyama yapildi (9). Immersiyon objektifte 333 adet
spermatozoon sayildi. Bunlarin i¢cinde akrozom defektli spermatozoonlarin sayist
belirlendi. Elde edilen akrozom defektli spermatozoonlarin sayisi 3 ile carpilip 10’a
boliinerek akrozom defektli spermatozoonlarin % oranlar1 bulundu.

Calhismanin Safhalar:

I¢inde %0,9 izotonik NaCl, Eosin-Nigrosin boya, TALP, TRIS ve alabalik seminal
s1vist olan tiipler ¢aligma sirasinda sperma ile ayni 1sida olmalari agisindan 35-37°C’lik su
banyosunda tutuldular. Kullanilacak olan cam malzemeler 35°C’lik etiivde bekletildi.

Her bir kogtan usuliine uygun olarak suni vajenle alinan ejakiilat 6rnekleri 35-37°C’lik
su banyosunda yolda 151k gormeyecek sekilde iizerleri ortiilerek laboratuara gotiiriildiiler
(9,31).

Laboratuarda pooling yapilan ejakiilatlarda kitle hareketi +++ ve iizeri, motilite %80
ve iizeri, yogunluk 2.5 x 10°/ml ve iizeri kriterleri dikkate alinarak muayeneler yapildi
(42,44 ,47). Kiriterlerin saglandig goriildiikten sonra pooling sonrasi ilk 6rnekler alinarak
caligsma baslatildi. (Tablo 3)

Pooling yapilan sperma 1:3 oraninda TALP ile sulandirildiktan sonra 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildiginde spermatozoonlarin TALP ve seminal s1vidan ayrilmadiklarina
kanaat getirildiginden 1500 rpm’de 2,5 dakika olarak santrifiij edildi (48).

Santrifiij sonrasinda sperma iizerine eklenen TALP soliisyonunun tamami mikro pipet
yardimiyla alindiktan sonra alinabilen kadar (gruplar arasinda sabitlik yok) ko¢ sperma
seminal s1visi da alindi. Kalan spermada motilite, 6lii-canli oran1 ve akrozom defekti
oraninin saptanmasi i¢in muayeneler yapildi.

Elde edilen sperma &rnekleri hacim olarak esit 4 gruba boliindii.
1-Kontrol grubu: 1hacim sperma 3 hacim TRIS soliisyonu ile sulandirilarak kontrol grubu
olusturuldu.

2-%20 SP grubu: 1 hacim sperma, spermanin hacimce %20’si kadar alabalik seminal s1visi
ile karistirild1 ve toplam hacmi kontrol grubuyla esit olacak sekilde TRIS ile tamamlandi.
3-%40 SP grubu: 1 hacim sperma, spermanin hacimce %40’1 kadar alabalik seminal s1visi

ile karistirild1 ve toplam hacmi kontrol grubuyla esit olacak sekilde TRIS ile tamamlandi.
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4-%60 SP grubu: 1 hacim sperma, spermanin hacimce %60’1 kadar alabalik seminal s1visi
ile karistirild1 ve toplam hacmi kontrol grubuyla esit olacak sekilde TRIS ile tamamlandi.

Boylece sperma miktarlar1 ayni, toplam hacimleri ayni, alabalik seminal s1visi
miktarlar1 spermaya gore oranlanan ve buna gore TRIS miktarlari farkli 4 grup olustu.

Her grupta ayn ayr1 motilite, 6lii-canli oranimi ve akrozom defekti oraninin saptanmast
icin muayeneler yapildi.

Bu ana kadar 35°-37°C’lik su banyosunda tutulan érnekler su banyosu ile birlikte 22°-
24°C’lik ikinci bir su banyosuna koyularak +4°C’lik buzdolabina alindi. Distaki su
banyosuna buz pargalar atilarak spermalarin 1silarinin 2 saatte +4°C’ye diisiiriilmesi
sagland1 (53). Orneklerin +4°C’ye diisiiriildiigii zaman 0. saat olarak kabul edildi ve 12
saat araliklarla olmak {izere 72. saat sonuna kadar 7 kez daha motilite, 6lii-canli oran1 ve
akrozom defekti oraninin saptanmasi i¢in muayeneler yapildi.

Istatistik

Calisma sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel acidan degerlendirilmeleri i¢in
Statistica (StatSoft.Inc. Ver.6.0) programi kullanilmistir. Sonuglar ortalama ve standart
hata (£SEM) degerleri olarak sunulmus ve ortalamalarin giivenilirlikleri acisindan t-Test
uygulanmistir. Ayni1 zamanda fark analizi olan Confidence Interval test uygulanmis ve
sonuglar grafikler halinde sunulmustur. Diger taraftan kontrol, %20, %40 ve %60 seminal
siv1 ilaveli gruplarin arasindaki farklar i¢in varyans analizi (ANOVA) uygulanmis ve
sonuglar LSD (Least Significant Diffirence) ile test edilmistir. Tiim sonuclarin dnem

seviyelerinde p<0.05 i¢in (*), p<0.01 i¢in (**) ve p<0.001 i¢in (***) kullanilmistir.
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BULGULAR

Alabalik seminal sivisinin +4° C de saklanan kog¢ spermasinin viabilitesi {izerine
zamana bagl etkilerinin arastirildigi bu ¢alismada pooling yapilmis ko¢ spermasinda pH

6.4-6.8, kitle hareketi +++, yogunluk 2.5x10°-4.8x10° olarak bulundu.

Tablo-3 Pooling yapilmis spermalarin 6zellikleri

n pH Kitle Hareketi | Yogunluk Motilite %
1 6.8 -+ 3.8x10’ 80
2 6.4 bt 4.8x10° 80
3 6.4 +HH+ 4.2x10° 80
4 6.4 -+ 2.97x10° 80
5 6.4 FR—— 3.62x10° 85
6 6.4 -+ 2.62x10° 80
7 6.5 bt 3.14x10° 85
8 6.4 NN 3.54x10° 80
9 6.4 . 2.5x10’ 80
10 6.7 R 4.27x 10 85
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Tablo-4 Kontrol ve deneme gruplarinda motilite ortalamasi(%), standart hata (= (SEM) ve
giivenilirlik sonuglart

n MOTILITE % + t-Test
(SEM)

10 81.00 £ 1.00 81.00%#*
Pooling

10 73.50 £ 1.60 45,92%3%*
Santrfiij sonrasi
Sulandirma sonrasi
kontrol 10 72.00%+1.19 60.37%**
% 20 SP 10 74.30 £ 0.96 76.86%**
% 40 SP 10 73.80 £ 1.56 47 .24%%*
% 60 SP 10 73.90 + 1.26 58.64%%:*
0.Saat (Baslangic)
kontrol 10 69.90 £+ 1.35 51.64%*%*
% 20 SP 10 69.40+ 1.73 39.89%*:*
% 40 SP 10 68.50 + 2.04 33.49%%:*
% 60 SP 10 67.20+2.23 30.13%%*:*
12. Saat
kontrol 10 62.30 +2.44 25.52%%*
% 20 SP 10 61.80 £3.00 20.57%%:*
% 40 SP 10 57.10+£2.20 25.85%%*
% 60 SP 10 60.30 + 2.44 24.66%**
24. Saat
kontrol 10 60.50 £ 2.49 24 .24%*%
% 20 SP 10 61.10+1.92 31.67%%*
% 40 SP 10 58.70 £ 2.26 25.96%**
% 60 SP 10 60.50 + 2.08 20.04%%:*
36. Saat
kontrol 10 52.30 £ 3.82 13.67%**
% 20 SP 10 55.30 £ 3.31 16.68%*:*
% 40 SP 10 51.90 +4.19 12.36%*:*
% 60 SP 10 49.60 £4.14 11.96%%#:*
48. Saat
kontrol 10 50.60 +2.71 18.62%%:*
% 20 SP 10 52.20 + 2.81 18.56%%*
% 40 SP 10 51.60 +3.19 16.17%%:*
% 60 SP 10 52.10 £ 3.40 15.30%%*
60. Saat
kontrol 10 43,70 £2.75 15.87%%:*
% 20 SP 10 45.70 £2.34 19.50%3%*
% 40 SP 10 46.10 £ 3.04 15.11%%:*
% 60 SP 10 44.80 £ 2.66 16.80%**
72. Saat
kontrol 10 38.00 £2.00 19.00%*%*
% 20 SP 10 39.20%£2.27 17.19%%:*
% 40 SP 10 38.80 £2.35 16.46%**
% 60 SP 10 37.20+2.64 14.04%%:*

(%% p<0.001).
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Sekil-1 Kontrol grubunda motilitenin zamana bagli degisimi (p<0.05)
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Sekil-2 %20 SP grubunda motilitenin zamana bagli degisimi (p<0.05).
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Sekil-3 %40 SP grubunda motilitenin zamana bagli degisimi (p<0.05).
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60.saat ve j: 72.saat

Sekil-4 %60 SP grubunda motilitenin zamana bagli degisimi (p<0.05).
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Tablo-5 Kontrol ve deneme gruplarinda 6lii/canli spermatozoon ortalamasi(%), standart
hata (+ (SEM) ve giivenilirlik sonuglari

n OLU-CANLI(%) t-test
+ (SEM)

10 9.81 £0.64 15.17%%*
Pooling sonrasi

10 7.89 +£0.80 09.86%**
Santrfiij sonrasi
Sulandirma sonrasi
kontrol 10 07.92+0.76 10.39%%**
% 20SP 10 08.61 £0.57 14.98%%*
% 40 SP 10 10.50 + 0.88 11.9]%%*
% 60 SP 10 09.60 + 1.27 07.55%%*
0. saat (Baslangic )
kontrol 10 09.03 £0.97 09.25%:%*
% 20 SP 10 08.64 +1.21 07.12%3%*
% 40 SP 10 10.17 £ 1.83 05.54%%*
% 60 SP 10 10.80 + 1.68 06.42%3%*
12. Saat
kontrol 10 10.74 £ 1.21 08.83%**
% 20 SP 10 10.96 £ 2.19 05.00%**
% 40 SP 10 10.17 £ 1.81 05.61%**
% 60 SP 10 06.60 + 1.06 06.17%**
24. Saat
kontrol 10 11.94 +2.11 05.64%:**
% 20 SP 10 09.87 +1.77 05.55%%**
% 40 SP 10 08.34 £ 1.68 04.95%3%*
% 60 SP 10 12.90 + 1.48 08.66%**
36. Saat
kontrol 10 13.50 £ 1.51 08.93%%**
% 20 SP 10 11.01 £0.98 11.21%%*
% 40 SP 10 10.32 £ 1.10 09.34%3%*
% 60 SP 10 12.57 +1.47 08.54%%*
48. Saat
kontrol 10 13.98 £ 1.12 12.47%%*
% 20 SP 10 12.27 £2.09 05.85%**
% 40 SP 10 11.94 + 1.69 07.04%%*
% 60 SP 10 12.90 £ 1.08 11.92%
60. Saat
kontrol 10 14.76 £ 0.79 18.58%%**
% 20 SP 10 14.28 £0.76 18.69%**
% 40 SP 10 13.59 £ 1.86 07.27%%*
% 60 SP 10 14.85 £ 1.46 10.15%%*
72. Saat
kontrol 10 17.28 £ 0.94 18.31%%*
% 20 SP 10 15.30 £ 1.50 10.15%%*
% 40 SP 10 15.93 £ 2.51 06.34%%*
% 60 SP 10 16.89 + 1.24 13.60%**
(*¥** p<0.001).
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a:pooling, b:santrfiij sonrasi, c: sulandirma sonrasi, d: 0. saat, e: 12.saat, f: 24.saat, g: 36.saat, h: 48.saat, i:
60.saat ve j: 72.saat

Sekil-6 %20 SP grubunda 6lii spermatozoon oraninin zamana bagh degisimi (p<0.05).
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Sekil-7 %40 SP grubunda 6lii spermatozoon oraninin zamana baglh degisimi (p<0.05).
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60.saat ve j: 72.saat

Sekil-8 %60 SP grubunda 6lii spermatozoon oraninin zamana bagh degisimi (p<0.05).
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Tablo-6 Kontrol ve deneme gruplarinda akrozom defektli spermatozoonlarin

ortalamasi(%), standart hata (= (SEM) ve giivenilirlik sonuglari

Pooling

Santrfiij sonrasi

Sulandirma sonrasi
kontrol

% 20 SP

% 40 SP

% 60 SP

0. saat (Baslangic)
kontrol

% 20 SP

% 40v SP

% 60 SP

12. Saat
kontrol

% 20 SP
% 40 SP
% 60 SP

24. Saat
kontrol

% 20 SP
% 40 SP
% 60 SP

36. Saat
kontrol

% 20 SP
% 40 SP
% 60 SP

48. Saat
kontrol

% 20 SP
% 40 SP
% 60 SP

60. Saat
kontrol

% 20 SP
% 40 SP
% 60 SP

72. Saat
kontrol

% 20 SP
% 40 SP
% 60 SP

(¥*% p<0.001).
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n

10

10

10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
10
10

10
10
10
10

AKROZOM (%)
+ (SEM)

46.20+3.43

47.70+3.39

45.60 + 3.87
50.70£2.16
51.60 £4.54
54.20 £4.81

53.80£2.98
52.10+£4.32
55.50+4.77
58.70 £4.37

53.00 £ 6.68
52.60£5.89
53.80+3.98
59.50£3.90

53.80+3.47
53.30£5.66
52.40%£4.76
55.90+6.31

52.10£5.50
46.90 +5.29
51.00+5.15
51.20+4.85

58.50£6.29
54.50 £ 6.06
53.70 £ 4.45
57.90£5.72

5470 £5.14
59.80+5.65
64.40 £5.69
61.90 = 4.35

57.10£5.23
52.60£5.19
56.60 £5.92
52.10+6.43

t-Test

13.43%**

14.05%**

11.76%**
23.46%**
11.34%%*
11.25%x**

18.61%**
12.04%%*
11.64%**
13.41%%*

07.93 %
08.92%
13.50%**
13.50%**

15.49%x*
09.4 1%+
10.98%**
08.84%7

09.46%+*
08.85%#*
09.89%
10.54%**

09.20%**
08.98%***
12.04%%*
10.11%%*

10.64%**
10.57%**
11.30%**
14.22%%*

10.89%**
10.43%x*
09.54%
08.09%*
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Sekil-9 Kontrol grubunda akrozom defektli spermatozoonlarin zamana bagh degisimi.
(p<0.05).
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Sekil-10 %20 SP grubunda akrozom defektli spermatozoonlarin zamana bagh degisimi.
(p<0.05).
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Tablo-7 Deneme ve kontrol gruplarinda motilite ortalamalarinin(%), standart hata ve
gruplar arasi fark analiz sonuglari

GRUPLAR

Sulandirma sonrasi

Kontrol

%20 SP
%40 SP

(.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

12.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

24.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

36.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

48.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

60.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

72.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

(n=10, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

Kontrol

72.00£1.19

69.90 = 1.35

62.30+2.44

60.50 £2.49

52.30+£3.82

50.60 £2.71

43.70+2.75

38.00 £2.00

%20 SP

74.30 £ 0.96%**

69.40 £ 1.73%**

61.80 £ 3.00%**

61.10 £ 1.92%**

55.30 £ 3.31%**

52.20 £ 2.81%**

45.70 + 2.34%#%*

39.20 £ 2.27%#%*
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%40 SP

73.80 £ 1.56%**
74.30 £ 0.96%**

68.50 £ 2.04%*%*
69.40 £ 1.73%*%*

57.10 £ 2.20%*%*
61.80 £ 3.00%**

58.70 £ 2.26%**
61.10 £ 1.92%**

51.90 £ 4.19%**
55.30 £ 3.31%**

51.60 & 3.19%**
52.20 £ 2.8 %%

46.10 + 3.047%%*
45.70 + 2.347%%*

38.80 £ 2.35%**
39.20 £ 2.27%**

% 60 SP

73.90 & 1.26%**
74.30 £ 0.96%***
73.80 & 1.56%#*

67.20 £ 2.23%**
69.40 + 1.73%#*
68.50 * 2.04%#*

60.30 £ 2.44%%*
61.80 £ 3.00%**
57.10 £ 2.20%**

60.50 + 2.08***
61.10 = 1.92%#*
58.70 £ 2.26%**

49.60 £ 4.14**
55.30 & 3.31%%*
51.90 + 4.19%**

52.10 + 3.40%*
52.20+2.81*
51.60 + 3.19%*

44.80 £ 2.66%**
45.70 £ 2.34%%*
46.10 £ 3.04%%*

37.20 £ 2.64**
39.20 £ 2.27%*
38.80 £ 2.35%*



Zamana bagh olarak gruplar arasinda degerlendirme yaptigimizda;

Motilitenin;

Sulandirma sonrasinda motilite, en diisiik kontrol ve en yiiksek %20 grubunda
saptandi. Biitiin gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli goriildii
(p<0.001).

0. saatte motilite en diisiik %60 en yiiksek kontrol grubunda saptandi. Biitiin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli goriildii (p<0.001).

12. saatte motilite en diisiik %40 en yiiksek kontrol grubunda goriildii. Biitiin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli goriildii (p<0.001).

24. saatte motilite en diisiik %40 en yiiksek %20 grubunda goriildii. Biitiin gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak onemli goriildii (p<0.001).

36. saatte motilite en diisiik %60 en yiiksek %20 grubunda goriildii. %20 grubuyla
kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.00; %40 grubuyla kontrol grubu
arasindaki istatistiksel fark p<0.01; %40 grubuyla %20 grubu arasindaki
istatistiksel fark p<0.001; %60 grubuyla kontrol grubu arasindaki istatistiksel fark
p<0.01; %60 grubu ile %20 ve %40 gruplan arasindaki istatistiksel fark p<0.001
olarak bulundu.

48. saatte motilite en diisiik kontrol en yiiksek %20 grubunda goriildii. Kontrol
grubuyla %20 ve %40 gruplan arasindaki istatistiksel fark p<0.001; kontrol
grubuyla %60 grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.01; %40 grubuyla %20 grubu
arasindaki istatistiksel fark p<0.001; %60 grubuyla %20 grubu arasindaki
istatistiksel fark p<0.05 ve %60 grubuyla %40 grubu arasindaki istatistiksel fark
p<0.01 olarak bulundu.

60. saatte motilite en diisiik kontrol en yiiksek %40 grubunda goriildii. Biitiin
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulundu (p<0.001).

72. saatte motilite en diisiikk %60 en yiiksek %20 grubunda goriildii. Kontrol
grubunun %20 ve %40 gruplariyla arasindaki istatistiksel fark p<0.001; %20 ve
%40 gruplari arasindaki istatistiksel fark p<0.001; %60 grubuyla diger 3 grup

arasindaki istatistiksel fark p<0.01 olarak bulundu.
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Tablo-8 Deneme ve kontrol gruplarinda 6lii-canli spermatozoon oranlari
ortalamalarinin(%), standart hata ve gruplar arasi fark analiz sonuglari

GRUPLAR Kontrol % 20SP % 40SP % 60SP
Sulandirma

sonrasi

Kontrol 07.92 +0.76 08.61 £ 0.57*** | 10.50 £ 0.88*** | 09.60 % 1.27%*%*
%20.SP 08.61 £0.57*** | 08.61 £ 0.57*
%40.SP 10.50 £0.88
0.saat

Kontrol 09.03+0.97 08.64 + 1.21** 10.17 + 1.83%* 10.80 £ 1.68**
%20.SP 08.64 £ 1.21%* 08.64 + 1.21%**
%40.SP 10.17 + 1.83%
12.saat

kontrol 10.74+1.21 10.96 £2.19 10.17 £ 1.81 06.60 * 1.06
%20.SP 10.96 £ 2.19%% | 10.96 % 2.19%*
%40.SP 10.17 + 1.81%%%
24.saat

Kontrol 11.94+2.11 09.87 £ 1.77* 08.34 + 1.68 12.90+ 1.48%**
%20.SP 09.87 £ 1.77** 09.87 £ 1.77%*
%40.SP 08.34+ 1.68 ***
36.saat

Kontrol 13.50+ 1.51 11.01 £ 0.98** 10.32 £ 1.10%%* 12.57 £ 1.47**
%20.SP 11.01 £ 0.98%** 11.01 £ 0.98%**
%40.SP 10.32 + 1.10%*
48.saat

Kontrol 1398 +1.12 12.27 £ 2.09 1194+ 1.69 12.90 £ 1.08
%20.SP 12.27 £ 2.09 12.27+2.09
%40.SP 11.94 + 1.69%*
60.saat

Kontrol 1476 + 0.79 14.28%+ 0.76** 13.59 + 1.86%** 14.85 £ 1.46%**
%20.SP 14.28+ 0.76%%#* 14.28+ 0.76%**
%40.SP 13.59 £ 1.86
72.saat

Kontrol 17.28 + 0.94 15.30 £ 1.50%** 15.93 £ 2.51%* 16.89 £ 1.24%%**
%20.SP 15.30+ 1.50 15.30 + 1.50%*
%40.SP 15.93 + 2.51%*

(n=10, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Zamana bagh olarak gruplar arasinda degerlendirme yaptigimizda;

Olii-canli oraninin;

Sulandirma sonras1 %40’ lik grupta en yiiksek, kontrol grubunda en diisiik oldugu
goriildii. Kontrol grubu ile %20, %40 ve %60 gruplari arasinda istatistiksel fark
p<0.001; %20 grubu ile kontrol ve %40 gruplar1 arasinda p<0.001; %20 ile %60
gruplart arasinda p<0.05 fark goriiliirken, %40 ile %60 gruplari arasinda
istatistiksel fark goriilmedi.

0. saatte olii spermatozoon sayisinin en fazla %60 grubunda ve en az %20’lik
grupta oldugu goriildii. Kontrol grubu ile %20,%40 ve %60 gruplart arasinda
istatistiksel fark p<0.01, %20grubu ile kontrol ve %60 gruplar1 arasinda istatistiksel
fark p<0.01; %20 ile %40 gruplan arasindaki fark p<0.05; %60 grubu ile kontrol ve
%?20 gruplan arasindaki fark p<0.01 ve %60 grubu ile %40 gruplan arasindaki
istatistiksel fark p<0.05 olarak bulundu.

12. saatte, en yiiksek 6lii spermatozoon oraninin %20 grubunda ve en diisiik 6lii
oraniin % 60’lik grupta oldugu goriildii. Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel fark goriilmezken, %20 grubu ile %40 ve %60 gruplar1 arasindaki
istatistiksel fark p<0.01 ve %60 ile %40 gruplar1 arasinda istatistiksel fark p<0.001
olarak elde edildi.

24. saatte en yiiksek 0lii spermatozoon oran1 %60 grubunda goriiliirken, en diisiik
0li oraninin %40 grubunda goriildii. Kontrol grubu ile %40 grubu arasinda
istatistiksel fark goriilmezken, kontrol grubu ile %20 grubu arasindaki istatistiksel
fark p<0.05; kontrol ile %60 grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.01 bulundu.
%40 grubu ile %20 grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.01, %60 grubu ile
kontrol ve %20 gruplar1 arasindaki istatistiksel fark p<0.01 ve %60 grubu ile %40
grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.001 bulundu.

36.saatte en yiiksek 0lii spermatozoon orani kontrol grubunda en diisiik 6lii
spermatozoon oran1 %40’ lik grupta goriildii. Kontrol ile %20 ve %60 gruplari
arasindaki istatistiksel fark p<0.01; kontrol grubu ile %40 grubu arasindaki fark
istatistiksel olarak p<0.001 bulundu. %20 grubunun kontrol ve %40 gruplariyla
arasindaki istatistiksel fark p<0.01ve %60 grubuyla arasindaki istatistiksel fark
p<0.001 bulundu. %60 grubunun kontrol ve %40 gruplariyla arasinda ki
istatistiksel fark p<0.01 bulunurken, %20 grubuyla arasindaki istatistiksel fark
p<0.001 olarak tespit edildi.
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48. saatte en yiiksek 6lii spermatozoon oranmi kontrol grubunda, en diisiik 6lii
spermatozoon oran1 %40 grubunda saptandi. %40 ile %60 gruplar1 arasindaki
istatistiksel fark p<0.01 olarak saptanirken diger gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak dnemli bulunmadi.

60. saatte 6lii spermatozoon orani en yiiksek %60 en diisiik %40 gruplarinda
goriildii. Kontrol grubunun %?20 grubuyla arasindaki istatistiksel fark p<0.01; diger
2 grupla arasindaki istatistiksel fark p<0.001 olarak tespit edildi. %20 grubunun
kontrol grubuyla arasindaki istatistiksel fark p<0.01; diger 2 grupla arasindaki
istatistiksel fark p<0.001 olarak bulundu. %60 grubu ile kontrol ve %20gruplar
arasindaki istatistiksel fark p<0.001 bulunurken, %60 ile %40 gruplar1 arasinda
istatistiksel fark bulunamadi.

72. saatte olii spermatozoon oram en yiiksek kontrol grubunda, en diisiik 6lii
spermatozoon oran1 %20 grubunda goriildii. Kontrol grubuyla %20 ve %60
gruplar arasindaki istatistiksel fark p<0.001, %40 grubu arasindaki istatistiksel fark
p<0.01 bulundu. %20 ile %40 gruplar arasinda istatistiksel anlamda fark
bulunamadi. %60 grubu ile %20 ve %40 gruplan arasindaki istatistiksel fark
p<0.01 tespit edildi.
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Tablo-9 Deneme ve kontrol gruplarinda akrozom defektli spermatozoon oraninin(%)
ortalamalarinin, standart hata ve gruplar aras1 fark analiz sonuglart

GRUPLAR

Sulandirma sonrasi

Kontrol

%20 SP
%40 SP

(.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

12.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

24.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

36.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

48.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

60.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

72.saat

Kontrol

%20 SP
%40 SP

(n=10, *p<0.05,**p<0.01,***p<0.001).

Kontrol

45.60£3.87

53.80+2.98

53.00+6.68

53.80+3.47

52.10+5.50

58.50+6.29

54.7015.14

57.10+5.23

%20 SP

50.70£2.16%**

52.10+4.32

52.60+5.89

53.30+5.66

46.90£5.29*

54.504£6.06*

59.80%5.65

52.60+5.19%*
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%40 SP

51.60+4.54%**
50.70+2.16*

55.50+4.77
52.10+4.32

53.804£3.98
52.60+5.89

52.40+4.76%*
53.30+5.66

51.00%5.15
46.90£5.29

53.70+4.45
54.50+6.06*

64.40+5.69**
59.80+5.65*

56.60+5.92%%*
52.60+5.19%

% 60SP

54.20+4.81
50.70%2.16
51.60+4.54

58.70+4.37**
52.1044.32%
55.5044.77*

59.50£3.90%*
52.60£5.89%*
53.80£3.98**

55.90£6.31***
53.30+5.66**
52.4014.76**

51.20+4.85
46.90£5.29
51.00£5.15

57.90+5.72
54.50+6.06
53.7014.45

61.90+4.35%*
59.80£5.65%*
64.40£5.69**

52.10£6.43*
52.60£5.19*
56.60+5.92%*



Zamana bagh olarak gruplar arasinda degerlendirme yaptigimizda;

Akrozomda;

Sulandirma sonrasi akrozom bozuklugu en diisiik kontrol en yiiksek %60 grubunda
saptandi. Kontrol grubu ile %20 grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.001;
kontrol grubu ile %40 grubu arasindaki istatistiksel fark p<0.01 bulundu. %20 ile
%40 gruplar arasindaki istatistiksel fark p<0.005 olarak bulundu. Diger biitiin
gruplar arasi farklar istatistiksel agidan 6nemli goriilmedi.

0. saatte en diisiik akrozom bozuklugu %20 grubunda en yiiksek akrozom
bozuklugu %60 grubunda goriildii. %60 grubu ile kontrol grubu arasindaki
istatistiksel fark p<0.01, %60 grubu ile %20 ve %40 gruplar arasindaki istatistiksel
fark p<0.05 olarak bulundu. Diger biitiin gruplar aras1 farklar istatistiksel agidan
onemli goriilmedi.

12. saatte akrozom bozuklugu en diisiik %20 en yiiksek %60 grubunda goriildii.
%60 grubu ile diger gruplar arasindaki fark p<0.01 bulunurken, diger biitiin gruplar
arasi farklar istatistiksel agidan 6nemli goriilmedi.

24. saatte en diisiik akrozom bozuklugu %40 grubunda en yiiksek akrozom
bozuklugu %60 grubunda goriildii. Kontrol grubu ile %40 grubu arasidaki
istatistiksel fark p<0.01, kontrol grubu ile %60 grubu arasindaki istatistiksel fark
p<0.001 olarak bulundu. %60 grubu ile %20 ve %40 gruplari arasindaki
istatistiksel fark p<0.01 olarak bulundu. %?20 ile kontrol ve %40 gruplari
arasindaki farklar istatistiksel acidan 6nemli goriilmedi.

36. saatte akrozom bozuklugu en diisitk %20 grubunda en yiiksek %60 grubunda
goriildii. Sadece kontrol grubu ile %20 grubu arasinda ki istatistiksel fark p<0.05
bulunurken diger biitiin gruplar arasinda farklar istatistiksel 6nemli goriilmedi.

48. saatte en diisiik akrozom bozuklugu oram %40 grubunda, en yiiksek akrozom
bozuklugu oram1 %60 grubunda bulundu. Sadece %20 grubu ile kontrol ve %40
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark saptandi (p<0.05) diger biitiin gruplar
arasinda farklar istatistiksel 6nemli goriilmedi.

60. saatte akrozom bozuklugu orani en diisiik kontrol grubunda en yiiksek %40
grubunda goriildii. Kontrol grubu ile %20 grubu arasinda istatistiksel fark
goriilmedi. Kontrol grubu ile %40 ve %60 gruplari arasindaki istatistiksel fark
p<0.01 olarak bulundu. %20 ile %40 gruplar1 arasindaki istatistiksel fark p<0.05
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olarak bulundu. %60 grubu ile diger biitiin gruplar arasindaki istatistiksel fark
p<0.01 olarak bulundu.

72. saatte akrozom bozuklugu orani en diisiik %60 en yiiksek kontol grubunda
tespit edildi. Kontrol grubunun %20 ve %40 gruplariyla arasindaki istatistiksel fark
p<0.01; %60 grubuyla arasindaki istatistiksel fark p<0.05 olarak bulundu. %20
grubunun %40 ve %60 gruplariyla arasinda ki fark p<0.05 olarak bulundu. %40 ile
%60 gruplar arasindaki fark p<0.01 olarak tespit edildi.
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TARTISMA VE SONUC

Aragtirma degisik oranlarda alabalik seminal plazmasi iceren kog spermasinin TRIS
sulandiricisi ile sulandirilarak 4°C’ta 72 saat saklama siiresince spermatozoon viabilitesi,
motilite ve akrozom biitiinliigiiniin incelenmesi amaciyla yapilmistir.

Calismada pooling sonrasi motilite, yogunluk, kitle hareketi, pH, sirasiyla
%81.00%1.00, 3.55x10°/ml, +++, 6.4-6.8 olarak bulundu. Bu degerler baz1 arastirmacilarin
(1,9,11-14,33) bildirdigi sinirlar igerisinde bulunmaktadir. Calismanin yapildigr Agustos
ay1 Bursa bolgesinde koglar icin sezon baslangicidir. Koyunlarin mevsimsel poliostrik
hayvanlar olmasi nedeniyle, kog¢larin spermatolojik 6zellikleri arasinda da mevsimsel
farklar bulunmaktadir (49). Bu farklar yapilan bazi arastirmalarla ortaya konmustur
(50,51,54).

Yapilan calismada pooling yapilmis spermada motilite orani caligsma ile ayn1 donemde
alian sperma 6rneklerinde Giinay ve arkadaslarinin (50) bildirdigi %73.3, Tiirk ve
arkadaslarinin (51) bildirdigi %68.99 ve Giindogan ve arkadaslarinin bildirdigi (54)
%71.67 motilite oranlarindan yiiksek; mevsim belirtilmeden Aksoy ve arkadaslarinin (14)
bildirdigi %65.5, Uysal ve arkadaslarinin (49) bildirdigi %80 oranlardan yiiksek fakat yine
mevsim bildirilmeden Soylu ve arkadaslarinin (13) bildirdigi %89.3 ve Ozkoca ve
arkadaslarinin (11) bildirdigi %90 oranindan diisiik bulunmustur.

Sunulan ¢alismada bulunan ortalama yogunluk, mevsim ici (1,11-14,49) ve mevsim
dis1 yapilan ¢aligmalarda (50,51,54) bildirilen spermatozoon yogunlugundan yiiksek
bulundu. Genel olarak degerlendirildiginde koglardan alinan ejakiilatlarda saptanan
spermatolojik dzelliklerin normal sinirlar icinde yer aldigi sdylenebilir.

Koglarda spermatozoon membranindaki bozukluklar, spermaya 35-37°C’de yapilan
islemler, sogutulmasi sirasinda maruz kaldigi soguk soku ve inkiibasyonu sirasinda
sekillenen yaslanmadan kaynaklanmaktadir (4). Yapilan bu ¢alismada da zamana bagl
olarak motilitenin azaldig, 6lii spermatozoon ve akrozom bozuklugu oranlarinin arttig
goriilmiistiir.

Tiirlere gore spermatozoonlar arasinda santriifiij islemine duyarlilikta fark olmakla
birlikte, insan ve kog¢ spermasinda santrifiij sonrasinda kalict bozukluklar olabilmektedir
(5). Kimi spermatozoonlarda motilite oldugu halde membran bozulmasi goriilmektedir
(40,53). Arastirmada santrifiij islemi sonrasinda motilite azalmis, 6lii spermatozoon ve

akrozomal bozukluk orani artmistir.
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In vitro yapilan ve olumsuz sonug alinan kimi ¢alismalarin devaminda yiiksek fertilite
oranlar1 saptanirken, bazi calismalarda da tam tersi sonu¢ alinabilmektedir (55). Ayrica
viabilite ve morfolojideki bozukluk oldugu durumlarda daha fazla sayida spermatozoon
kullanilarak yapilan dollemelerle farkin kapatilabilecegi, ancak bilindigi iizere
tohumlamada ki asil amacin, daha az sayida spermatozoon kullanmak oldugu
bilinmektedir. (1,43,55)

Fertilizasyonda oranin diismesine neden olan bozukluklarin spermanin sogutulmasi ve
saklanmasi sirasinda mi,yoksa uterustan ovidukta giderken gecirdigi siire i¢cinde mi
oldugunun daha fazla arastirilmasi gerekliligi vurgulanmaktadir (45).

Ataman ve arkadaslar1 (56) Ivesi 1k1 koglarda taze spermada %87,3 motilite, %2,8 olii
spermatozoon orani, %0,5 akrozom defekti, %4,1 toplam anormal spermatozoa orani;
TRiS—glikoz ile sulandirma sonrast %86 motilite, %3,5 6lii spermatozoa orani, %1.2
akrozom defekti, %4,1 toplam anormal spermatozoon oram elde etmislerdir (56). Motilite,
0li spermatozoon orani ve akrozom defektli spermatozoon orant sunulan ¢alismada
pooling yapilmis taze spermada sirasiyla %81, % 9.81, %46.2 , TRIS ile sulandirilan
spermada %72.00+1.19, %7.92+0.76, %45.60+3.87, %20 SP grubunda %74.30+0.96,
%8.61+£0.57, %50.70£2.16, %40 SP grubunda %73.80+1.56, %10.50+1.27, %51.60+4.54,
%60 SP grubunda %73.90+1.26, %9.60+1.27, %54.20+4.810olarak bulunmustur.
Calismada bulunan motilite degerleri Ataman ve arkadaslarinin buldugu degerlerden
diisiik, 6l spermatozoon oranm ve akrozom defektli spermatozoon orani ise yiiksek
bulunmustur.

Soylu (13), TRIS sulandiricist kullanarak yaptig1 calismada, ilk sulandirma sonrasi
motiliteyi %80,4; 6lii spermatozoon oranin1 %3,4, akrozomal bozukluk oranim %?2,3
olarak bildirmistir. Calismada TRIS ile sulandirma sonrasi motilite oran1 Soylu’nun (13)
bildirdigi degerlerden diisiik, 6lii spermatozoon ve akrozomal oranlar yiiksek
bulunmustur.

Paulenz ve arkadaslar1 (57)TRIS, sodyum sitrat ve siitlii sulandiricilarla 5°C ve
20°C’de yaptiklar1 bir calismada 30.saat sonunda TRIS in diger sulandiricilara ve 5°C’nin
20°C’ye gore daha iyi motilite, akrozom ve membran biitiinliigii sagladigini bildirmislerdir
(57). Yapilan ¢alismada ortamda %20 ve %40 oranlarinda alabalik seminal plazmasi
bulunmasinin motilite, canli spermatozoon ve akrozom oranlan iizerine olumlu etki
yaptigi, bu olumlu etkinin 6zellikle 24. saatten sonra 6nemli oldugu goriilmektedir.

Kog spermasini yagsiz inek siitii ile 1:3 oraninda sulandirip, 2-3 saat icerisinde 5°C’ye

soguttuktan sonra inceleyen Tiwari ve arkadaslar1 (58), 0, 8 ve 24. saatlerdeki
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muayenelerinde spermatozoon motilitesini %88.0, %68.4, ve %50 olarak bulmuslardir.
Sunulan c¢aligmada kontrol, %20 SP, %40 SP ve %60 SP gruplarinda motilite sirasiyla 0.
saatte %69.9, %69.40, %68.50, %67.20; 24. saatte %60.50, %61.10, %58.70 ve %60.50
bulunmustur. Bu degerler Tiwari ve arkadaslarinin (58) 0. saatte bulduklar1 degerlerden
diisiik 24. saatte bulduklar1 degerlerden yiiksektir.

Gokegen ve arkadaslar (59), Merinos 1rki koglarda sodyum sitrat-glikoz-yumurta sarist
kullanarak yaptiklar1 bir dondurma ¢alismasinda, ilk sulandirma ve +5°C’ye kadar
sogutmada sirastyla motilite oranin1 %82 ve %76, akrozom bozukluk oranini ise %3.17 ve
%'7.3 olarak bulmuslardir. Yapilan ¢alismada motilite, kontrol, %20 SP, %40 SP ve %60
SP gruplarinda sulandirma sonrasi sirastyla %72£1.19 , %74.30 £0.96, %73.80£1.56,
%73.90£1.26 ve +5°C’de sirastyla %69.90+1.35,% 69.40£1.73,%68.50+2.04,
%67.2012.23 olarak saptanmistir. Akrozom defektli spermatozoon orani ise kontrol, %20
SP, %40 SP, %60 SP gruplarinda sulandirma sonrasi sirasiyla, %45.60%3.87,
%50.70£2.16, %51.60+4.54, %54.20%4.81 ve +5°C’de sirasiyla %53.80£2.98,
9052.1014.32, %55.5024.77ve %58.70+4.37 olarak bulunmustur. Bu ¢alismada Gokgen ve
arkadaslarinin buldugu degerlerle karsilastirildiginda motilite degerleri daha diisiik
akrozom defektli spermatozoon oranlar1 daha yiiksektir.

Triladyl-yumurta saris1 sulandiricist ile sulandirilan kog spermasinda sulandirma
sonrasi taze, sogutulmus ve spermada, viabilite ve motilite sirasiyla %60£8.3, %8513.5;
9%5117.5, %6212.3 bulunmustur(31). Sunulan ¢calismada ise ilk sulandirma sonrasi
motilite, sirasiyla kontrol, %20 SP, %40 SP ve %60 SP gruplarinda %72, %74.30+0.96,
9%73.80£1.56, %73.90+1.26 olarak +5°C’de sirasiyla kontrol, %20 SP, %40 SP, %60 SP
gruplarinda %69.9+1.35, %69.40£1.73, %68.50£2.04, %67.2+2.23 olarak; akrozom
bozuklugu sulandirma sonrasi sirasiyla kontrol, %20 SP, %40 SP, %60 SP gruplarinda
%45.60+3.87, %50.70£2.16; %56,90+3,88; %55,70+3,70; +5°C’de %53,80+2.98,
%52,1024,32, %55,5024,77, %58,70+4,37 olarak saptanmistir. Sunulan ¢alismada
motilite ve viabilite degerleri sulandirma sonrasi ve +5°C’de Ollero ve arkadaslarinin
buldugu degerlerden diisiik bulunmustur.

Soylu (10), Tris, Tris+ TALP+%15 boga seminal plazmasi ve Tris+ TALP+%30 boga
seminal plazmast ile sulandirip 5°C’de 48 saat sakladig1 kog spermasinda motiliteyi ve
anormal spermatozoon oranini verilen sulandirict sirasina gore sulandirma sonrasinda
sirastyla; %86.5+10.01, %4.5£3.50, %85.0£11.30, %4.612.72, %82.0+16.53, %6.5£3.22;
24. saatte %52.0£13.98, %15.5+3.50, %66.5£11.56, %13.716.07, %56.5£19.73,
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%16.4£5.13 ve 48. saatte ise %43.5£11.32, %25.2+10.04, %62.5+10.87, %12.614.35
9%56.5+18.72, %18.515.02 olarak bildirmistir.

Yapilan calismada kontrol, %20 SP, %40 SP ve %60 SP gruplarinda motilite ve akrozom
defekti oranlar sirasiyla 5°C’de %69.90,%53.80; %69.40,%52.10; %68.50,%355.50;
%67.20, %58.70 24. saat sonunda %60.50,%53.80; %61.10, %53.30; %58.70,%52.40;
%60.50;%55.90 ve 48 saat sonunda %50.60,%58.50; %52.20,%54.50; %51.60,%53.70; ve
%52.10, %57.90 bulunmugstur. Soylu’nun degerlerinden motilite degerleri diisiik, akrozom
defektli spermatozoon orani ise yiiksek bulunmustur.

Petruzzi ve arkadaglarinin (60), siit tozu, yagsiz siit, %20 yumurta saris1 iceren siit
tozu, %20 yumurta saris1 iceren siit tozu, sodyum sitrat sulandiricist ve TRIS sulandiricist
ile yaptiklar1 caligmada; motiliteyi sirasiyla 24. saatte %60.55+10.40, %56.29+12.52,
%60.33+11.20, %60.55+11.88, %61.66+11.57 ve %66.8819.95; 48. saatte, %50.74£12.06,
%45.74115.36, %56.22+11.53, %55.22+12.70, %52.88£14.24, %61.55114.09; 72. saatte
%35.18+14.83, %30.74120.74, &47.33£16.00, %44.88+16.18, %42.22+15.79 ve
%53.33%18.09 olarak bildirmistir. Sunulan calismada, TRIS ile sulandirilan kontrol
grubunda motilite 24, 48 ve 72. saatlerde sirasiyla %60.50%2.49, %50.60£2.71 ve
%38.00£2.00 olarak bulunmustur. Bu degerler Petruzzi ve arkadaslarinin (60)TRIS
sulandiricist ile aldiklar sonuglardan diisiiktiir.

El Gaafary ve arkadaslari (61) Tris+{ruktoz+yumurta saris1 icerisine 300 ve 600 mg
oraninda PGF20/ml ekleyerek ve eklemeden (kontrol) 1000x10° spermatozoon/ml olacak
sekilde sulandirarak 5°C’de sakladiklari ko¢ spermalarinda, 24, 48 ve 72. saatlerde
motiliteyi kontrol grubunda, %63, %53 ve %35, 300 mg PGFza eklenen grupta ,%73, %62
ve %45, 600 mg PGF20 eklenen grupta da, %70, %62 ve %44 olarak saptamiglardir.
Sunulan ¢alismada kontrol, %20 SP, %40 SP ve %60 SP gruplarinda motilite sirasiyla 24.
saatte %60.50, %61.10, %58.70 ve %60.50; 48. saatte, %50.60, %52.20, %51.60, %52.10,
72. saatte %38.00, %39.20, %38.80 ve %37.20 bulunmustur. Degerler karsilastirildiginda
yapilan ¢alismada 24 ve 72. saattelrde kontrol grubundaki motilitenin daha yiiksek oldugu
buna karsilik diger saat ve gruplarda El Gaafary ve arkadaslarinin motilite degerlerinin
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Yapilan calismada motilite diger aragtirmacilarin TRiS
ile yapilan ¢aligmalarda bulduklar1 sonuclardan daha diisiik, 6lii spermatozoon ve

akrozomal bozukluk oranlar1 daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
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Seminal plazmanin i¢indeki baz1 maddelerin motilite(62) ve soguk sokuna kars1
direnci artirdig (63) bildirilirken, baz1 diger ¢caligmalar da seminal plazmanin sperm
motilitesi (64,65) viabilitesi (66,67) veya dondurma ¢dzdiirme sonrasi hayatta kalmasina
(68,69) yikici etkileri oldugu da bildirilmistir. Bu celigki, spermatozoon iizerinde diisiik
molekiiler agirlikli seminal plazma proteinlerinin bozucu etkilerinin olmasiyla
aciklanmistir(70) Asworth ve arkadaslarinin (71), ko¢ spermasinda seminal plazmadan
ayrilan spermatozoonlarin iyilestirici oranlarinin daha iyi oldugunu fakat bu durumun
sulandirma oraniyla da ilgisi bulundugunu bildirmiglerdir. Ayni arastirmacilar kog
spermasinin seminal plazma yoklugunda, asir1 sulandirma sonrasinda ¢abuk 6ldiigiinii
fakat sulandirma medyumuna %10 kadar homolog seminal plazma ilave edildiginde
motilite ve viabilite kaybinin olmadigin1 géstermislerdir. Sunulan caligmada sulandirma
sonrast 4°C’den sonra 0.ve 72.saatlerde %20 SP, 12.saatte %60 SP ve 24-36-48-60.
saatlerde %20 SP iceren gruplarda 6lii spermatozoon oran en diisiik bulunmustur. Soguk
sokuna maruz kalmis ko¢ spermasina seminal plazma eklendiginde soguk sokunun neden
oldugu membran bozukluklarinin diizeldigi bildirilmistir (5,72) Bu diizelme Barrios ve
arkadaslan (16) tarafindan elektron mikroskop ve biyokimyasal markirlarla da
gosterilmistir(16). Yapilan ¢calismada motilite diger arastirmalarin TRIS ile yapilan
calismalarda bulduklar1 sonuclardan daha diisiik, 6lii spermatozoon ve akrozomal bozukluk

oranlar1 daha yiiksek bulunmustur.

Sunulan ¢alismada ortamda hangi oranda olursa olsun alabalik seminal plazmasinin
olmasi 24. saatten sonra canli spermatozoon oranina olumlu etki yapmistir. Ortamda %20
ve %40 oraninda alabalik seminal plazmasinin olmasi 24. saatten sonra kontrol grubuna ve
%60 alabalik seminal plazmas1 bulunan gruba gore motiliteyi olumlu yonde etkilemistir.
Ortamda, %20 ve %40 oranlarinda alabalik seminal plazmasinin olmasi kontrol ve %60
alabalik seminal plazmali gruba gére akrozom iizerine olumlu etki yapmis ve bu olumlu
etki 24. saatten sonra 6nem kazanmistir. Calismada, motilite kontrol grubunda O ve 12
saatlerde, %20 SP grubunda sulandirma sonrasi, 24, 36, 48 ve 72. saatlerde, %40 SP
grubunda 60. saatte en yiiksek bulunmustur. %60 SP grubunda motilitenin diger gruplara
gore daha yiiksek oldugu bir zaman saptanamamistir. Calismada akrozom defektli
spermatozoon sayisi 72. saatte kontrol grubunda diger tiim zamanlarda %60 SP grubunda
en yiiksek bulunmustur. Akrozom defektli spermatozoon orani kontrol grubunda
sulandirma sonrasinda, 60. saatte, %20 SP grubunda 0.-12-36. saatlerde ve %40 SP

grubunda 24 ve 48. saatlerde en diisiik bulunmustur.
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Sonug olarak sunulan ¢alismada seminal plazmadan ayrilmis ve TRIS ile sulandirilan
kog spermasina %20-%40 oranlarinda alabalik seminal plazmasi1 eklenmesinin motilite,
canli spermatozoon ve akrozomal bozukluk oranlar1 {izerine olumlu etki yaptigi
saptanmustir.

Alabalik seminal plazmasinin farkli sulandiricilarla ve farkli oranlar denenerek yeni
calismalarin yapilmasinda ve bu ¢alismalarin in vivo ortamda dondurma ve fertilite

denemeleriyle desteklenmesinin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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