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ÖZET 

Sunulan çalışmanın amacı, koç spermasının +5oC’ta kısa süreli saklanmasında antioksidanların taurin, glutatyon 

(GSH) ve trehalozun etkisini araştırmak olmuştur. Çalışmada üç baş ergin Akkaraman koçundan alınan eakülatlar 

kullanılmıştır. Ejakülatlar yetiştirme mevsiminde sun’i vajen kullanılarak haftada iki kez toplanmıştır. Alınan ejakülatlar 

birleştirildikten sonra dört eşit kısma bölünerek taurin (50 mM), glutatyon (5 mM), trehaloz (50 mM) içeren ve antioksidan 

içermeyen (kontrol) sulandırıcıyla sulandırılmıştır. Sulandırılan sperma numuneleri, +5oC’ta kısa süreli saklamanın 0., 24. ve 

30. saatlerde spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa oranı , HOS-test sonucu ile pH yönünden değerlendirilmiştir. 

Çalışmada, koç spermasının kısa süreli saklanmasında (0. ve 24. saatlerde) antioksidanların spermatolojik parametrelerden 

motiliteyi etkilemediği, trehalozun 30. saattte en iyi korumayı (%50.7±5.1) sağladığı görülmüştür. En düşük anormal 

spermatozoa oranını in vitro saklamanın 0. saatinde 50 mM taurin ve trehaloz (%7.1±1.1 ve %7.8±0.7) vermesine rağmen 

(P<0.01), saklamanın 24. ve 30. saatlerinde gruplar arasında istatistiksel farklılık görülmemiştir. Spermatozoon plazma 

membran bütünlüğünün korunmasında kısa süreli saklamanın 24. ve 30. saatlerinde 50 mM trehaloz (%60.0±1.2 ve 

%58.1±1.8) en yüksek sonuçları vermiştir (P<0.01). Sperma pH değeri ise saklama süresi boyunca glutatyon içeren 

numunelerde, diğerlerine göre daha düşük çıkmıştır (P<0.01). Sonuç olarak, koç spermasının +5oC’ta kısa süreli saklan-

asında sulandırıcıya ilave elden antioksidanların spermatozoon yaşamı üzerinde önemli katkılar sağladığı kanısına varılmıştır.  

Anahtar sözcükler: Antioksidan, koç sperması, spermanın saklanması. 

 

ABSTRACT 

The aim of this study was to search for the effects of antioxidants taurine, GSH and trehalose on liquid storage of 

ram semen at +5oC. Ejaculates obtained from three mature Akkaraman rams were used in this study. Ejaculates were 

collected using an artificial vagina twice a week during the reproductive season. After pooling, each pooled ejaculate was 

split into four equal aliquots and diluted with extender with taurine 50 mM, GSH 5 mM, trehalose 50 mM and no additives. 

Diluted semen samples was evaluated in point of spermatozoa motility, percent abnormal spermatozoa, HOS-test result and 

pH at +50C for 0, 24 and 30 hours of liquid storage. It was observed that antioxidants were not effective on motility during 

storage at +5oC for 0. and 24. hours of storage. but trehalose provided the best protection (50.7±5.1%) for 30. hour. While 

taurin 50 mM ve trehaloz 50 mM gave the lowest rates (7.1±1.1% ve 7.8±0.7%) of abnormal spermatozoa at 0. hour 

(P<0.01), Statistical difference did not exist among the groups for 24 and 30. hours of storage. Trehalose 50 mM gave the 

highest results (60.0±1.2% ve 58.1±1.8%) at integrity of spermatozoon plasma menbrane at 24 and 30 hours (P<0.01). Semen 

pH value was lower in samples with glutathione than other groups during storage period (P<0.01). Consequently, it was 

observed  that antioxidants added to extender  provided the important contributions on spermatozoon survival at +5oC  for 

liquid storage of semen. 

Key words: Antioxidants, ram semen, semen storage. 
 

GİRİŞ 

Koyun yetiştiriciliğinde suni tohumla-

ma yöntemiyle dölleme, spermanın ana 

damızlık koç sürülerinden diğer entansif/eks-

tansif sürülere hızlı ve kolay gönderilebilmesi 

açısından önemli  yere  sahiptir.  Dondurulmuş 

 

ve çözdürülmüş koç spermayla yapılan 

servikal tohumlamalarda fertilite oranının 

düşük ve sınırlı olması, araştırmaları 

spermanın kısa süreli saklanması üzerinde 

yoğunlaştırmıştır. (27, 35). 
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Spermanın +5oC’ta kısa süreli saklan-

ması sırasında, spermatozoon motilitesinde ve 

membran bütünlüğünde kayıplar ve DNA 

kırıklı spermatozoa oranında artışlar, bunların 

sonucu olarak fertilite oranlarında düşmeler 

yaşanmaktadır (12, 18). Spermatozoonda mey-

dana gelen bu tarz değişiklikler, spermatozoon 

membran fosfolipitlerinde gelişen lipit peroksi-

dasyonu ve bunun sonucu olarak ortaya çıkan 

serbest oksijen radikallerin ROS: süperoksit 

anyonu, hidrojen peroksit, hidroksi radikali) 

oluşturduğu yıkımlara bağlı olabilmektedir. 

Ayrıca koç spermasında ölü spermatozoa 

tarafından üretilen serbest radikaller, lipit 

peroksidasyonuna bağlı olarak membran 

fosfolipitlerindeki ‘bis allylic methylene’ 

grupların oksidatif saldırılara uğramasına 

öncülük etmektedir (25, 31). Serbest radikal-

lerin zararlı etkilerine karşılık, spermatozoon 

tarafından kontrollü ve spontan salınımları 

spermatozoon kapasitasyonu, krozom reaksi-

yonu ve oosit penetrasyonunda önemli olmak-    

tadır (4, 6, 17, 27). Sperma, ortamda gelişen 

lipit peroksidasyonunu dengelemek ve serbest 

radikallerin aşırı üretimini/salınımını önlemek 

için  bazı antioksidanları (taurin, katalaz, 

glutatyon vb.) içermektedir. Ancak, 

spermadaki endojen antioksidatif kapasite 

spermanın kısa süreli saklanmasında yeterli 

gelmemektedir (7).  

Aygırlarda glutatyon, katalaz, askorbik 

asit (7, 11) ve taurinin (21), kedi (8) ve 

tavşanlarda (3) taurinin, koçlarda superoksit 

dismutaz, katalaz (26), ergotiyonin (37) ve 

trehalozun (24) sperma sulandırıcılarına ilave-

sinin spermanın kısa süreli saklanmasında 

serbest oksijen radikallerinin zararlı etkilerine 

karşı koyduğu, spermatozoonun yaşam 

süresini, motilitesini ve membran bütünlüğünü 

koruduğu gösterilmiştir. Ayrıca, koç ve 

tekelerde yapılan bazı çalışmalarda sulandırı-

cılara katılan thiol bileşikleri (sistein, sis-

teamin, taurin) nin dondurma/çözdürme 

sonrası spermatozoa motilitesini (14, 16) ve 

dölverimini artırdığı (32), glutatyon ve 

superoksit dizmutazın sığır oositlerinin in vitro 

maturasyonuna ve embriyonik gelişimine katkı 

sağladığı (33) belirtilmiştir.  

Bu araştırmada, koç spermasının +5oC’ 

de kısa süreli saklanması esnasında sulandı-

rıcıya katılan taurin, glutatyon ve trehalozun 

başlıca spermatolojik parametrelere etkisinin 

araştırılması amaçlanmıştır. 

MATERYAL VE METOT 

Hayvan materyali ve spermanın 

alınması 

Bu çalışmada 2-3 yaşlı 3 ergin Akka-

raman koçundan alınan spermalar kullanıl-

mıştır. Koçların bakım ve beslemesi Ankara 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Araştırma ve 

Uygulama Çiftliğinde standart yetiştirme 

koşullarında yapılmıştır. Sperma, yetiştirme 

mevsiminde (sonbahar) suni vajen yardımıyla 

haftada iki kez alınmıştır. Alınan ejakülat-

lardan uygun özellik (sperma yoğunluğu 

≥3×109 spermatozoa/ml; motilite ≥%90; anor-

mal spermatozoon oranı ≤%10) gösterenler 

miks haline getirilerek spermanın kısa süreli 

saklanmasında sulandırılmak üzere işleme 

alınmıştır.  

Spermanın sulandırılması  ve değer-

lendirilmesi 

Bu araştırmada ejakülatların sulandırıl-

masında Tris sulandırıcı (3.63 gr tris, 0.50 gr 

fruktoz, 1.99 gr sitrik asit, 14 ml yumurta 

sarısı/100 ml distile su - pH: 6.8) kullanıl-

mıştır. Yapılan miks ejakülat 4 eşit hacme 

bölünerek taurin (50 mM), glutatyon (5 mM), 

trehaloz (50 mM) içeren ve antioksidan 

içermeyen Tris sulandırıcıyla ml’de yaklaşık 

4×108 spermatozoa olacak şekilde sulan-

dırılmıştır.       

Farklı antioksidan içeren içeren ve 

içermeyen numuneler, +5oC’ta 0., 24. ve 30. 

saatlerde olmak üzere spermatozoa motilitesi, 

anormal spermatozoa oranı, hipoozmotik şişme 



 

 

 

KOÇ SPERMASININ KISA SÜRELİ SAKLANMASINDA ANTİOKSİDANLARIN ETKİSİ         
                                          

 17 

testi (HOS-test) ve pH yönünden değerlen-

dirilmiştir. Spermatozoa motilitesi 37oC’ta 

ısıtma tablalı faz kontrast mikroskopun 100x 

büyütmesinde lam-lamel arasına alınan bir 

damla sperma numunesinde en az 4 mikroskop 

sahasına bakılarak yapılmıştır. Sahalardaki 

motilite değerlerinin ortalaması motilite oranı 

olarak kaydedilmiştir. Anormal spermatozoa 

oranı Hancock sıvısına alınan sperma numu-

nesinin faz kontrast mikroskopun immersiyon 

objektifinde lam-lamel arasına alınan bir 

damlasında spermatozoa baş, orta, kuyruk ve 

akrozom kısmı anomalilerin % olarak tespit 

edilmesiyle belirlenmiştir. Plazma membra-

nının fonksiyonel bütünlüğünün belirlenmesi 

için HOS-test uygulanmıştır. HOS-test, 

hipoozmotik sıvının 300 µl’sinin 30 µl sperma 

numunesiyle karıştırılarak 37oC’ta bir saat 

bekletilmesiyle yapılmıştır. Bu karışımdan 

yapılan frotide faz kontrast mikroskopun 400x 

büyütmesinde toplam 400 spermatozoa sayıl-

mış, bunlardan kıvrık ve şişmiş kuyruğa sahip 

olanlar % olarak ifade edilmiştir. Sperma 

numunelerinin pH’sı dijital pH metre ile 

ölçülmüştür. 

İstatiksel analiz 

İstatistiksel analizde 7 farklı uygula-

madan elde edilen verilerin ortalamaları kulla-

nılmıştır. Farklı grupların karşılaştırılmasında 

Varyans  analizi,   aralarında   önemli   farklılık 

bulunan ikiden fazla grubu karşılaştırmak için 

de Duncan testi uygulanmıştır. Farklılığın 

P<0.01 düzeyde olması önemli kabul 

edilmiştir. 

BULGULAR 

Koç spermasının kısa süreli saklanma-

sında (0. ve 24. saatte) antioksidanların sper-

matozoa motilitesi üzerinde etkili olmadığı, 

trehalozun 30. saatte diğer gruplara göre en iyi 

korumayı (%50.7±5.1, P<0.05) sağladığı 

gözlenmiştir (Tablo1).  

 

Tablo 1. Koç spermasının kısa süreli saklanmasından elde edilen motilite oranları (%) 
 

 

 

 

 
ÖD :  Önemlilik değeri (n: 7)  a,b,c :  Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir  
(** :  P<0.01  *: P<0.05).  - :  Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05)

       Anormal spermatozoa oranı bakımından 0. 

saatte 50 mM taurin ve trehaloz en düşük 

oranları  (%7.1±1.1,  %7.8±0.7, P<0.01)  verir- 

ken, antioksidanların saklamanın ilerleyen 

sürelerinde istatistiksel olarak önemli farklılık 

oluşturmadığı görülmüştür (Tablo 2). 

Tablo 2. Koç spermasının kısa süreli saklanmasından elde edilen anormal spermatozoa  oranları (%) 
 
 
 
 
 
 
 

ÖD :  Önemlilik değeri (n: 7)  a,b,c :  Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir  
(** :  P<0.01    - :  Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05)

  

Gruplar   0. saat      24. saat                 30. saat                     

GSH 5 mM 
Taurin 50 mM 
Trehaloz 50 mM 
Kontrol 

 83.5±1.4 
 76.4±3.7 
 82.1±2.8 
 82.1±3.0 

    57.1±3.0c           
    41.4±5.8ab 
    58.5±6.5c 
    50.7±5.6bc 

   38.5±2.6abc 
   35.0±4.0ab 
   50.7±5.1c 
   40.7±3.3bc 

ÖD            -         **                             *         

Gruplar     0. saat      24. saat               30. saat 

GSH 5 mM 
Taurin 50 mM 
Trehaloz 50 mM 
Kontrol 

  10.7±1.5bc 
  7.1±1.1a 
  7.8±0.7ab 
  11.8±1.5c 

    11.5±3.4 
    10.8±0.9 
    10.1±1.7 
    12.4±3.3 

              13.4±2.9 
              13.3±3.7 
              12.1±0.9 
              14.6±1.1 

ÖD            **        -         - 
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Hipoozmotik şişme testi (HOS-test) 

yönüyle, saklamanın 24. saatinde tüm 

antioksidan içeren gruplar, 24. ve 30. saatte ise 

sadece trehaloz içeren grup (%60.0±1.2 ve 

%58.1±1.8), diğer gruplara göre önemli oranda 

spermatozoon plazma membran bütünlüğü 

sağlamıştır (Tablo3, P<0.01). 

Tablo 3. Koç spermasının kısa süreli saklanmasından elde edilen HOS-test sonuçları (%)
 
 
 
 

      
 

ÖD :  Önemlilik değeri (n: 7)  a,b,c :  Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir  
(** :  P<0.01    - :  Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05) 

  

Tablo 4’te görüldüğü gibi, PH 

değerinin antioksidan içeren gruplarda kontrol 

gruplarına göre düşük çıkmasının yanında, 

GSH içeren grupların diğerlerine nazaran daha 

düşük sonuçlar verdiği görülmüş, istatistiki 

olarak önemi vurgulanmıştır (Tablo 4, 

P<0.01). 

 
Tablo 4. Koç spermasının kısa süreli saklanmasından elde edilen pH değerleri 
 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

ÖD :  Önemlilik değeri (n: 7)  a,b,c :  Aynı sütunda farklı harfler taşıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir  
(** :  P<0.01    - :  Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05) 

 

        TARTIŞMA VE SONUÇ 

 Spermatozoon plazma membranı doy-

mamış yağ asitince zengin olduğundan lipit 

peroksidasyonuna karşı son derece duyarlıdır. 

Bu nedenle, spermanın kısa süreli saklan-

masında gelişen lipit peroksidasyonunun yarat-

tığı oksidatif yıkım, membran bütünlüğü 

kayıplarına, motilite ve fertilitede düşüşlere 

neden olmaktadır (3, 5, 25). Bu olumsuz 

etkiler, spermanın saklanması öncesi sulandırı-

cılara bazı antioksidanların ilavesiyle denge-

lenmektedir (26).  

      Glutatyon, thiol bileşiği olarak sperma-

tozoon yapısında ve genital kanalda bulun-

makta  ve  serbest   oksijen   radikallerinin  yol  

 

açtığı yıkımı azaltmada rol almaktadır (11, 22). 

Yapılan çalışmalarda, insan spermasının kısa 

süreli saklanmasında yapılan çalışma sonucuna 

benzer olarak glutatyonun koruyucu etkinlik 

sağlamadığı görülmüş (19), fakat domuz 

spermasında canlılık ve fonksiyonel bütünlüğü 

koruduğu gösterilmiştir (20). Antioksidan özel-

liğiyle taurin spermatozoon metabolizması, 

kapasitasyonu, motilitesi ve fertilitesinde rol 

almakta (10, 18), bu değişimlerde taurinin 

ozmoregülatorik aktivitesi de önemli rol oyna-

maktadır (29, 36). Yapılan çalışma taurinin 

spermatozoon morfolojisi ve plazma membran 

bütünlüğü üzerinde önemli katkısının olduğunu 

Gruplar    0. saat      24. saat         30. saat 

GSH 5 mM 
Taurin 50 mM 
Trehaloz 50 mM 
Kontrol 

 69.5±0.8 
 68.4±2.7 
 64.7±3.0 
 71.8±2.4 

    52.7±1.6b 
    46.5±1.0ab 
    60.0±1.2c 
    43.5±3.9a 

     34.7±2.2ab 
     38.8±3.2bc 
     58.1±1.8d 
     39.1±1.7bc 

ÖD            -        **         ** 

Gruplar   0. saat     24. saat      30. saat 

GSH 5 mM 
Taurin 50 mM 
Trehaloz 50 mM 
Kontrol 

5.9±0.1a 
6.8±0.0cd 
6.4±0.1b 
6.9±0.1d 

    5.7±0.1a 
    6.9±0.0cd 
    6.5±0.1b 
    6.9±0.0d 

     5.76±0.1a 
     6.59±0.1c 
     6.63±0.0c 
     7.00±0.0d 

ÖD            **        **         ** 
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göstermesinin yanında,  aygır (21), kedi (8) ve 

tavşanlarda (3) taurinin spermatozoon motili-

tesini korumadaki etkinliği önemli bulunmuş-

tur. Antioksidanların düşük dozlarda kullanıl-

malarında oluşacak spermatozoon üzerindeki 

koruyucu etkinliği, yüksek dozda kullanıldık-

larında (34), spermatozoon metabolizması için 

gerekli olan serbest radikal oluşumunu engel-

leyebileceğini düşündürerek, olası antioksidatif 

etkilerini durduracağı ve toksik etkilere neden 

olacağı kanısını doğurmaktadır. 

Spermanın +5oC’de kısa süreli saklanması 

işlemi, spermanın dondurulması esnasında 

gelişen kristalleşmenin yarattığı ozmotik ve 

mekanik stresin etkilerini gidermekte, donma 

işlemine nazaran membran fosfolipitleriyle 

tepkime veren serbest radikallerin oluşum 

oranını belirgin oranda düşürerek serbest 

radikal kaynaklı yıkımı hafifletmekte, fakat 

önleyememektedir. Bu çalışmadaki verilere 

benzer şekilde, Merinos ve sakız koçu 

spermasının +5oC’de kısa süreli saklanmasında 

bazı antioksidanların spermatozoon üzerinde 

koruyucu etkiler gösterdiği belirtilmiştir (15, 

26). Bu benzer sonuçlar, koçlarda farklı ırktan 

spermalarının antioksidanlardan olumlu etki-

lendiğini göstermektedir. 

 Trehalozun direk antioksidan yapıda 

olmayan özelliğiyle, spermatozoon membra-

nında ozmoregülatorik ve antiperoksidatif 

etkinlik gösterdiği belirtilmiştir. Etki meka-

nizması tam olarak ortaya konulmamasına 

rağmen, spermadaki endojen glutatyon (GSH) 

tüketimini azalttığı ve ortamda oluşan serbest 

radikalleri temizlediği yapılan bazı çalışma-

larda gösterilmiştir (2, 9). Trehalozun koç 

spermasının kısa süreli saklanmasında sperma-

tolojik parametler üzerinde koruyucu etkinlik 

gösterdiği (24), bu çalışmayla da ortaya 

konmuştur (P<0.01). 

 Spermatozoon membranının fonksiyonel 

bütünlüğünü belirleyen HOS-test sonuçlarının 

yüksek olması (%50≤), motilite ve in vivo/ 

vitro fertilite parametreleriyle yakından ilişki-

lendirilmektedir (23, 28, 30). Berger ve Parker 

(13) ise HOS-test sonuçlarının fertiliteyle 

ilişkisinin olmadığını belirtmiştir. Sunulan 

çalışmada 24 saatlik saklama sonrası antiksi-

danların plazma membran bütünlüğünü 

koruduğu hos test sonuçlarıyla gösterilmiştir.  

Kısa süreli saklanan numunelerdeki antik-

sidanların pH değerlerinde düşüşlere neden 

olduğu ve bu düşüşün spermatolojik para-

metreler üzerinde olumlu yaptığını düşündür-

mektedir. Bunun aksine, Acott ve Carr (1) 

pH’daki düşüşün spermatozoa motilitesinde 

dönüşümlü/dönüşümsüz kayba neden oldu-

ğunu belirtmiştir. 

 Sonuç olarak, çalışmada kullanılan antiok-

sidanların koç spermasının kısa süreli saklan-

masında kullanılabileceği kanısına varılmıştır. 

Ancak, spermaya katılan antioksidanların 

spermadaki endojen antioksidatif kapasitenin 

azalmasına ve lipit peroksidasyonuna bağlı 

olarak gelişen membran ve DNA yıkımları 

üzerindeki etkinliklerinin in vitro/vivo para-

metreler açısından araştırılmasına gereksinim 

duyulmalıdır. 
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