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ÖZET 

Bu çalı�manın amacı Ankara keçisi tekesi sperması sulandırıcısına ilave edilen bazı kriyoprotektanların spermanın 
dondurulup çözdürülmesi sonrası spermatolojik parametrelere etkisinin ara�tırılması olmu�tur. Çalı�mada, 3 ba� ergin Ankara 
keçisi tekesinden alınan ejakülatlar kullanılmı�tır. Ejakülatlar çiftle�tirme mevsiminde sun’i vajen kullanılarak haftada iki 
kez, be� hafta süresince toplanmı�tır. Alınan ejakülatlar birle�tirildikten sonra 4 e�it hacme bölünmü� ve 37oC’taki su 
banyosunda kriyoprotektan içeren [100 mM trehaloz + 0.015 g/10 ml EDTA, 5 mM okside glutatyon (GSSG) ve trehaloz + 
EDTA + GSSG (kombine)] ve içermeyen (kontrol) temel sulandırıcıyla sulandırılmı�tır. Sulandırılan spermalar payetlere 
(0.25 ml) çekilerek 5oC’ta ekilibrasyona bırakılmı�tır. Ekilibrasyonu izleyen süreçte payetler sıvı azot buharında 
dondurularak daha sonra de�erlendirilmek üzere -196oC’taki sıvı azotta saklanmı�tır. 

Çözüm sonu spermatozoa motilitesinde, GSSG ve  kombine gruplarında (%53.7±3.7 ve 46.2±1.2) kontrol grubuna 
(%42.5±3.2) göre önemli farklılık çıkmamı�tır. Fakat trehaloz+EDTA içeren grup spermatozoa motilitesini di�er gruplara 
göre önemli oranda kötüle�tirmi�tir. Anormal spermatozoada kriyoprotektan içeren gruplar (trehaloz+EDTA, GSSG, 
kombine; %10.5±0.9, 13.2±0.9, 8.0±0.9) arasında istatistiksel olarak farklılıklar önemsiz olurken, kriyoprotektan içeren 
gruplarda kontrol grubuna (%21.5±1.3) göre oldukça dü�ük oranlar elde edilmi� ve aradaki farklılıklar önemli (P<0.05) 
olmu�tur. GSSG içeren grupta ölü spermatozoa bakımından en dü�ük oran (%30.0±2.0) elde edilmi�tir (P<0.05). 
Hipoozmotik �i�me testinde GSSG ve kombine grupları en yüksek oranı vermi�lerdir (%40.5±2.7 ve 27.0±1.4) (P<0.05). 
Sonuç olarak, Ankara keçisi tekesi sperması sulandırıcısına katılan kriyoprotektanların (GSSG, trehaloz + EDTA ve 
trehaloz+ EDTA+ GSSG grupları) çözüm sonrası bazı spermatolojik parametreler üzerine önemli katkılar sa�ladı�ı 
görülmü�tür.    

Anahtar sözcükler: Kriyoprotektan, kriyoprotektif etki, spermanın dondurulması, spermatolojik parametreler, Ankara 
tekesi. 

 

ABSTRACT  

The aim of this study was to investigate the effects of some cryoprotectants added to extender of Angora buck semen 
on spermatologic parameters after frozen-thawed semen. Ejaculate samples obtained from three mature Angora bucks were 
used in this study. Ejaculates were collected using an artificial vagina twice a week, for five weeks running, during the 
reproductive season. After pooling, each pooled ejaculate was split into four equal aliquots and diluted with based extender 
containing cryoprotectants [100 mM trehalose + 0.015 g/10 ml EDTA, 5 mM GSSG and trehalose + EDTA + GSSG 
(combined)], or no cryoprotectants (control) at 37oC. Diluted samples were aspirated into 0.25 ml straws, equilibrated at 5oC. 
Following equilibration, the straws were frozen in liquid nitrogen vapour and stored at -196oC so as to be evaluated.  

Post-thawed spermatozoa motility did not exist significant difference at the groups with GSSG and combined 
(53.7±3.7%, 46.2±1.2%), compared to the control (42.5±3.2%). But groups including trehalose+EDTA significantly 
deteriorated the spermatozoa motility, compared to the other groups. At abnornal spermatozoa rates, while there were not 
statistically differences among the groups including cryoprotectants (trehalose+EDTA, GSSG, combined; 10.5±0.9%, 
13.2±0.9%, 8.0±0.9%, respectively), at these groups fairly low rates (21.5±1.3%) were obtained in comparision to control, 
and differences between groups containing cryoprotectants and no cryoprotectants became important (P<0.05). Dead 
spermatoza with the lowest rate was attained at group with GSSG. At HOST, GSSG and combined groups gave the highest 
rates (40.5±2.7% and 27.0±1.4%, P<0.05). In conlusion, it was seen that cryoprotectants added to extender of Angora buck 
semen provided the significant contributions on some spermatological parameters after thawing. 

Key words: Cryoprotectant, cryoprotective effect, semen cryopreservation, spermatologic parameters, Angora buck 
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G�R�� 

Ankara Keçisi (Capra prisca), 13. 
yüzyılda Türklerin Hazer Denizinin do�u-
sundan Anadoluya beraberlerinde getirdi�i bir 
keçi ırkı olarak bilinmektedir. Ankara keçisi 
uluslar arası arenada tekstil endüstrisinde ham 
madde ihtiyacını kar�ılamak amacıyla tiftik 
üretimi ve yavru verimi için yeti�tirilmektedir. 
Türkiye Cumhuriyeti’nin kurulu� yıllarında 
artı� gösteren tiftik keçisi  varlı�ı 1960’lı 
yıllara kadar bu artı�ını sürdürmü�, 1980’li ve 
1990’lı yıllarda hızlı bir �ekilde dü�ü� 
göstermi�tir. Günümüzde Anadolu’da Ankara 
keçisi yeti�tirilmesinin ba�lıca nedeni, yeti�-
tiricilerin geleneksel de�erlere ba�lılı�ındandır 
(19, 32). 

Sun’i tohumlama entansif keçi üretim ve 
yeti�tiricili�inde önemli olmakla birlikte, 
dondurulmu� spermanın servikal tohumlamada 
kullanımı henüz tatmin edici sonuçlar verme-
mektedir. Spermanın dondurulması spermato-
zoonda yapısal, biyokimysal ve fonksiyonel 
hasara neden olarak, spermatozoon motilitesi, 
canlılı�ı ve fertilitesinde dü�ü�lere neden 
olmaktadır (30, 37). 

Spermanın dondurulmasında kullanılan 
sulandırıcıda kriyoprotektif özellikli madde-
lerin bulunması gereklidir. Kriyoprotektanlar 
hücrenin so�utulması ve dondurulması esna-
sında geli�en fiziksel, kimyasal ve oksidatif 
stres hasarlarını (ısı �oku ve ozmotik de�i�im 
hasarı, intraselüler kristal olu�umu, serbest 
oksijen radikallerinin ve lipid peroksidas-
yonunun olu�turdu�u hasarlar) azaltmak 
amacıyla kullanılmaktadır. �nternal özellikli 
kriyoprotektanların yanısıra, bazı eksternal 
kriyoprotektanların (sakkaritler, antioksidanlar, 
EDTA) hücre dı�ında kriyoprotektif etki 
gösterdikleri son zamanlarda anla�ılmı�, 
sperma sulandırıcılarında kullanılmaya 
ba�lanmı�tır (4, 9, 17, 21). 

Eksternal kriyoprotektanlar (hücreye 
penetrasyon özelli�ine sahip olmayanlar) ekst-
rasellüler etkilerinden dolayı, hücre membra-
nındaki esnekli�inin kaybını önledikleri, 
membran proteinlerinde stabilizasyon sa�la-
dıkları, ekstrasellüler ortamda geli�en kristali-
zasyonu azalttıkları ve geli�en lipit peroksidas-
yonunu minimize ettikleri bilinmektedir (15, 
31, 37).  

Eksternal kriyoprotektan olarak görev 
yapan sakkaritlerden trehaloz, iki D-glikoz 
molekülünün ba�lanmasıyla olu�mu� bir 
disakkarit bile�i�idir (38). Tam olarak etki 
mekanizması bilinmemekle birlikte, sperma-
tozoa plazma membranına penetre oldu�u, 
donma ve çözüm esnasında membran fosfoli-
pitlerinin polar ba� gruplarıyla hidrojen ba�ları 
kurarak yüzey artı�ı sa�ladı�ı ve ozmotik 
tamponlayıcı göreviyle ozmotik �oka kar�ı 
koruyucu etkinlik gösterdi�i, serbest oksijen 
radikallerinin salınımını azalttı�ı ileri 
sürülmektedir (1, 4, 23, 31, 37). 

Son yıllarda trehaloz memeli sperma-
sının dondurulmasında sulandırıcıya katılmaya 
ba�lanmı�, çözüm sonrası spermatolojik 
parametreler (motilite, akrozom ve membran 
bütünlü�ü) ve antioksidan kapasitenin artırıl-
ması ve lipit peroksidasyonunun azaltılması 
üzerinde önemli etkinlik sa�ladı�ı gösteril-
mi�tir (1, 2, 3, 12, 37).  

Serbest oksijen radikallerinin toksik 
etkilerine kar�ı koymak için, spermatozoa ve 
seminal plazma lipit peroksidasyonuna kar�ı 
bir takım antioksidanları içermektedir (5, 26, 
35). Fakat bu antioksidan sistemi, serbest 
oksijen radikallerinin olası toksik etkilerine ve 
oksidatif hasara kar�ı koymada yeterli 
gelmemektedir. Bunun yanısıra dondurma ve 
çözdürme i�lemlerinin, spermada bulunan 
antioksidan aktiviteyi dü�ürdü�ü saptanmı�tır 
(10, 16, 22). 
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Glutatyonun sulandırıcılara katılması, 
ortamda bulunan serbest oksijen radikalleriyle 
reaksiyona girerek ve donma esnasında 
membran proteinlerindeki sülfür gruplarında 
geli�en bozulma ve da�ılmayı kısmen 
önleyerek oksidatif hasara kar�ı koruyucu 
etkinlik olu�turmaktadır (16, 40). Yapılan 
çalı�malarda glutatyonun spermanın çözüm 
sonrası ve kısa süreli saklanması sırasında 
motilite, akrozom bütünlü�ü ve antioksidan 
aktivite üzerinde önemli katkılar sa�ladı�ı 
bildirilmi�tir (13, 41). 

EDTA permeabl olmayan bir �elat 
özelli�inde oldu�undan, spermatozoon motili-
tesinde zararlı bir etkisi olmadı�ı bildirilmek-
tedir. �nsan spermasında yapılan çalı�malarda 
sulandırıcıya katılması, spermatozoanın 
inkübasyonunda motil kalma süresine katkı 
sa�ladı�ı belirtilmi�tir  (29, 43). EDTA’in 
buradaki etkisi, spermatozoon üzerinde toksik 
etki gösteren ortamdaki bazı metallerle 
(kalsiyum, çinko) �elat olu�turarak ortamdaki 
metal yo�unlu�unu dü�ürmesi, bu nedenle de 
motiliteyi iyile�tirmesi yönüyledir (39). 
Tekelerde sulandırıcıya 1mg/ml dozunda 
EDTA’in ilavesinin çözüm sonrası spermato-
zoon motilitesini artırdı�ı gösterilmi�tir (28).  

Yapılan bu çalı�masının amacı, Ankara 
keçisi tekesi sperması sulandırıcısına katılan 
kriyoprotektanlarla çözüm sonrası spermato-
lojik parametrelerin iyile�tirilmesi olmu�tur. 

MATERYAL VE METOT 

Hayvan materyali  ve spermanın alın-
ması 

Bu çalı�mada 2-3 ya�lı 3 ergin Ankara 
keçisi tekesinden alınan spermalar 
kullanılmı�tır. Tekelerin bakım ve beslemesi 
Lalahan Hayvancılık Merkez Ara�tırma 
Enstitüsünde standart yeti�tirme ko�ullarında 
yapılmı�tır. Spermalar, çiftle�tirme mevsimin-
de (sonbahar) suni vajen yardımıyla haftada iki 
kez, be� hafta süresince alınmı�tır. Alınan 

ejakülatlardan uygun özellik (sperma 
yo�unlu�u �3×109 spermatozoa/ml; motilite 
�%90) gösterenler miks haline getirilerek 
spermanın dondurulmasında kullanılmı�tır. 

Spermanın sulandırılması  ve dondurul-
ması 

Ejakülatların sulandırılmasında Tris 
sulandırıcı (375 mM tris, 41,625 mM glikoz, 
124 mM sitrik asit, % 9 yumurta sarısı, gliserol 
%6) kullanılmı�tır. Miks yapılan ejakülatlar 4 
e�it hacme bölünerek trehaloz (100 mM) + 
EDTA (0.015 g/10 ml), okside glutatyon 
(GSSG, 5 mM), trehaloz + EDTA + GSSG 
içeren ve kriyoprotektan içermeyen tris 
sulandırıcısıyla ml’de yakla�ık 8×108 
spermatozoa olacak �ekilde sulandırılmı�tır. 
Sulandırıcılarla sulandırma i�lemini takiben 
sperma numuneleri 0.25 ml’lik payetlere 
çekilerek 2.5 saat +5oC’ta ekilibrasyona 
bırakılmı�tır. Ekilibrasyonu izleyen süreçte sıvı 
azot buharında (~-100oC) dondurularak -
194oC’taki sıvı azotta de�elendirilmek üzere 
saklanmı�tır. En az 24 saat sıvı azotta 
bekletilen sperma numuneleri 37oC’ta 30 
saniyede çözdürülerek spermatozoa motilitesi, 
anormal spermatozoa oranı, ölü oranı ve 
hipoozmotik �i�me testi (HOST) yönüyle 
de�erlendirilmi�tir.   

Spermatozoa motilitesi 37oC’ta ısıtma 
tablalı faz kontrast mikroskobun 100x 
büyütmesinde lam-lamel arasına alınan bir 
damla sperma numunesinde en az 4 mikroskop 
sahasına bakılarak yapılmı�tır. Sahalardaki 
motilite de�erlerinin ortalaması motilite oranı 
olarak kaydedilmi�tir. Anormal spermatozoa 
oranı Hancock sıvısına alınan sperma 
numunesinin faz kontrast mikroskopun 
immersiyon objektifinde lam-lamel arasına 
alınan bir damlasında spermatozoa ba�, orta, 
kuyruk ve akrozom kısmı anomalileri % olarak 
tespit edilmesiyle belirlenmi�tir. Spermalarda 
ölü spermatozoa oranının belirlenmesinde elde 
eozin-nigrozin boyama sıvısı kullanılmı�tır. 
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Isıtma tablasındaki lam üzerine bir kısım 
sperma numunesi 4 kısım boyama sıvısı 
konarak karı�tırılmı� ve frotileri çekilerek 
kurutulmu�tur. Bu çekilde hazırlanan frotilerde 
mikroskopta (400X büyütme) 400 spermatozoa 
sayılarak ölü spermatozoa oranı % olarak 
belirlenmi�tir. Spermatozoon ba� kısmının 
tamamının ya da bir bölümünün boya alması 
ölü spermatozoa oranını göstermi�tir. Plazma 
membranının fonksiyonel bütünlü�ünün belir-
lenmesi için HOS-test uygulanmı�tır. HOS-
test, hipoozmotik sıvının 300 µl’sinin 30 µl 
sperma numunesiyle karı�tırılarak 37oC’ta bir 
saat bekletilmesiyle yapılmı�tır. Bu karı�ımdan 
yapılan frotide faz kontrast mikroskopun 400x 
büyütmesinde toplam 400 spermatozoa 
sayılmı�, bunlardan kıvrık ve �i�mi� kuyru�a 
sahip olanlar % olarak ifade edilmi�tir (3, 12). 

�statiksel analizler 

�statistik analizlerde 6 farklı uygulamadan 
elde edilen verilerin ortalamaları kullanılmı�tır. 
Farklı grupların kar�ıla�tırılmasında Kruskal-
Wallis Test, aralarında önemli farklılık bulu-
nan ikiden fazla grubu kar�ıla�tırmak için de 
Mann-Whitney U Testi uygulanmı�tır. 
Farklılı�ın P<0.05 düzeyde olması önemli 
kabul edilmi�tir. 

Bulgular 

Bu çalı�mada Ankara keçisi tekesi sper-
ması sulandırıcılarına katılan farklı kriyopro-
tektanların çözüm sonrası spermatozoonlar 
üzerindeki etkileri çizelgede gösterilmi�tir.   

Çözüm sonrası spermatozoa motilitesi 
GSSG, trehaloz+EDTA+GSSG ve kontrol 
gruplarında, sırasıyla, %53.7±3.7, 46.2±1.2, 
42.5±3.2 olarak saptanmı�tır. Trehaloz+EDTA 
içeren grupta ise bu oran %30.0±2.0 olmu�tur. 
Anormal spermatozoada, kriyoprotektan içeren 
gruplar birbirlerine göre (trehaloz+EDTA, 
GSSG, kombine; %10.5±0.9, 13.2±0.9, 
8.0±0.9) istatistiksel olarak farklılıklar önemsiz 
olurken, kriyoprotektan içeren gruplarda 
kontrol grubuna göre oldukça dü�ük oran elde 
edilmi� ve aradaki farklılıklar önemli olmu�tur 
(P<0.05). GSSG içeren grupta ölü spermatozoa 
bakımından en dü�ük oran (%30.0±2.0) elde 
edilmi�tir. Hipoozmotik �i�me testinde ise 
GSSG ve kombine gruplarının (%40.5±2.7, 
27.0±1.4) di�er gruplara (trehaloz+EDTA, 
kontrol; %11.7±1.8, 16.2±2.0) göre daha 
yüksek  sonuçlar verdi�i gözlenmi�tir 
(P<0.05). 

 
Çizelge. Dondurulmu� çözdürülmü� Ankara tekesi spermasından çözüm sonrası elde edilen   sperma- 

                               tolojik özellikler (n:6)  

a,b,c: Aynı sütunda farklı harfler ta�ıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir (P<0.05). 

 

Gruplar Motilite (%) 
X±Sx 

Anormal Oran (%)      
X±Sx 

Ölü oranı (%) 
X±Sx 

HOS test (%) 
X±Sx 

Trehaloz+EDTA 30.0±2.0a 10.5±0.9a 59.0±1.9a 11.7±1.8a 
 
GSSG 53.7±3.7b 13.2±0.9a 30.0±2.0b 40.5±2.7b 
                    
Trehaloz+EDTA+GSSG 
(Kombine) 46.2±1.2b 8.0±0.9a 38.0±0.9c 27.0±1.4c 
 
Kontrol 42.5±3.2b 21.5±1.3b 40.7±3.1c 16.2±2.0a 
P * * * * 
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TARTI�MA VE SONUÇ 

Spermatozoondaki membransel yapılar 
(plazma membranı, dı� akrozomal membran ve 
mitokondri membranı) donma/çözünme i�lemi-
ne kar�ı son derece duyarlıdır. Membran yapı-
ları akıcı mozaik tarzında düzenlenmi� protein, 
glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sıralı 
fosfolipit katmanından olu�mu�tur. Bu yapı-
ların termodinamik özellikte ve %65-70 
oranında doymamı� fosfolipitlerden olu�ması, 
membranların so�utulması sırasında geri 
dönü�ümsüz faz de�i�imine, neden olmaktadır 
(44, 45). Geli�en faz de�i�imi sonrası bozulan 
membran stabilizasyonu ile hücrede so�uk 
�oku hasarı geli�mektedir. Ayrıca membran-
ların doymamı� fosfolipitlerce zengin olması, 
hücrelerin dondurulması sırasında geli�en 
oksidatif stresle ili�kili olarak hücreleri lipit 
peroksidasyonuna kar�ı duyarlı kılmaktadır 
(25, 44). Bu geli�en olaylar spermatozoon 
yapısında ve membranlarında de�i�iklikler 
geli�erek, hücre motilitesinde, canlılı�ında ve 
fertilitesinde dü�ü�lerle kendini göstermektedir 
(30). 

Sperma hücreleri lipit peroksidasyo-
nunun zararlı etkilerini kar�ılamak için bazı 
antioksidanları içermektedir. Fakat bu endojen 
antioksidanlar spermanın dondurulmasında 
yeterli gelmemekte, ekzojen antioksidanlara 
gerek duyulmaktadır. Son yıllarda kriyopro-
tektif amaçlı olarak sperma sulandırıcılarına 
ilave edilen antioksidan özellikli kimi 
maddelerin çözüm sonu parametreler üzerinde 
etkinlikleri saptanmı�tır (8, 24, 26, 27). 

Aisen ve arkada�ların koçlarda yaptıkları 
çalı�malarda sulandırıcıya katılan trehaloz ve 
EDTA kombinasyonun bunların tek 
kullanılmalarına ve kontrol grubuna göre 
çözüm sonu motilite ve akrozom bütünlü�ü 
oranlarında önemli koruyucu etki sa�ladı�ı 
gösterilm�tir. Bu etkiler, trehalozun belirli 
oranlarının membran-solüsyon arabiriminde 
suyla yer de�i�tirerek donma öncesi ortamda 

hücresel dehidrasyona yol açması, membran 
fosfolipitleriyle direkt olarak etkile�ime girerek 
so�uk �okuna kar�ı koruyuculuk sa�laması, 
EDTA’in ise trehalozun donma derecesini 
dü�ürerek sinerjik bir etki yaratmasıyla olu�-
mu�tur (2, 4). Aynı zamanda trehalozun tam 
olarak etki mekanizması açıklanamamasına 
ra�men, donma esnasında geli�en ekstraselüler 
ortama su çıkı�ının yarattı�ı hızlı fiziksel ve 
morfolojik de�i�ikliklere kar�ı hücre 
membranlarını dirençli hale getirdi�i ve donma 
sırasında geli�en intraselüler kristal olu�umunu 
azalttı�ı bildirilmektedir (1, 7, 20, 34).  

Bunun yanısıra trehalozun tekelerde (1) 
ve koçlarda (12) çözüm sonu spermatozoa 
motilitesi üzerinde kontrol gruplarına göre 
önemli oranda iyile�meler sa�ladı�ı belirtil-
mi�tir. Ancak bo�alarda yapılan çalı�malar, 
trehalozun kontrol grubuna göre motilite ve 
fertilite oranları üzerinde etkinli�inin 
olmadı�ını göstermi�tir (17, 20).  

Sunulan çalı�mada ise kullanılan 100 mM 
trehalozun a�ırı bir hiperozmotik ortam 
olu�turarak sperma hücrelerinde büzü�melere 
neden oldu�u ve EDTA’in bu de�i�imlerde 
yeterli ölçüde koruyucu etki sa�lamayarak,  
çizelgede görüldü�ü gibi çözüm sonrası 
spermatozoa motilitesini ve ölü oranını, 
kontrol grubuna göre koruyamadıkları görül-
mü�tür. Yaptı�ımız di�er çalı�malarda da 
sulandırıcıya aynı oranda katılan trehalozun 
çözüm sonrası motilitede ve kısa süreli 
saklanan numunelerde spermatozoon ya�amı 
üzerine önemli katkılar yaptı�ı gösterilmi�tir 
(13, 14). Sulandırıcıya katılan yüksek yo�un-
luktaki trehalozun spermatozoonlar üzerindeki 
yarattı�ı hasar, hücre dı�ına a�ırı miktarda sıvı 
çıkı�ına ba�lanabilmektedir (18). Fakat bazı 
yazarlar, sperma sulandırıcısına katılan yüksek 
orandaki trehalozun, dü�ük oranlarına göre 
so�uk �oku hasarına kar�ı daha iyi koruma 
sa�ladı�ını belirtmektedir (1, 6, 46). Yapılan 
çalı�malardaki   farklı   sonuçların   ortaya  çık- 
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ması, sulandırıcıya katılan farklı tris/trehaloz 
konsantrasyonlarına, türe özgü spermatozoon 
membran yapılarının farklı özellik gösterme-
sine ba�lanabilmektedir. Bu anlamda yaptı�ı-
mız bazı ön deneme çalı�malarında da sulandı-
rıcıda Tris miktarının 250 mM civarında 
olması, ortalama 50 mM’dan daha fazla 
trehalozun katılmaması gerekti�ini göster-
mi�tir.  

Son yıllarda koçlarda yapılan çalı�-
malarda trehaloz ve EDTA’in direkt ortamda 
geli�en lipit peroksidasyonuna kar�ı 
koruyuculuk sa�layarak, serbest radikal 
temizleyicili�i yaptı�ını göstermi�tir (4, 12). 
Tekelerde yapılan bir ara�tırmada ortama ilave 
edilen EDTA’in çözüm sonrası spermada H2O2 

formasyonunu baskıladı�ı ve çözüm sonrası 
spermatozoa motilitesini artırdı�ı gösterilmi�tir 
(28). EDTA’in buradaki etkisi, seminal 
plazmada bulunan ve yüksek miktarlarıyla 
spermatozoon üzerinde toksik etki gösteren 
bazı metallerle (kalsiyum, çinko) �elat 
olu�turarak ortamdaki metal yo�unlu�unu 
dü�ürmesi, bu nedenle de motiliteyi 
iyile�tirmesi yönüyle olmu�tur (39). 

Tüm bu sonuçlardan bu iki maddenin 
(trehaloz ve EDTA) ortamda enerji kayna-
�ından ziyade, dondurma-çözdürme i�lemi 
sırasında ekstrasellüler kryiopotektif-antioksi-
datif ve ozmotik basıncı düzenleyici etki 
gösterdi�ini ortaya koymaktadır. Çalı�ma-
mızda kriyoprotektan içeren tüm gruplardan 
çözüm sonrası elde edilen anormal sperma-
tozoa oranının kontrole göre dü�ük çıkmasına 
ra�men, aynı durumun HOST sonuçlarından 
elde edilememesi, trehalozoun etkinli�ini 
dü�ündürücü kılmaktadır. Aynı durum, çözüm 
sonu spermatolojik parametreler yönünden 
Saanen teke spermasının trehalozla dondurul-
masından da elde edilmi�tir (14). 

GSH ve GSSG’un sulandırıcıda varlı�ı, 
donma esnasında spermatozoondan Salınan 
enzim oranını/miktarını azaltarak çözüm sonu 

motiliteyi ve fertiliteyi artırmakta, akrozomal 
anomalileri azaltmaktadır (11, 16, 41, 42) 
Bunun yanı sıra glutatyon ortamda bulunan 
serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona 
girerek ve donma esnasında membran 
proteinlerindeki sülfür gruplarında geli�en 
bozulmayı kısmen önleyerek oksidatif hasara 
kar�ı koruyucu etkinlik olu�turmaktadır. (16, 
40). Yapılan bu çalı�ma, sonuçları itibariyle 
glutatyonun olumlu etkilerini desteklemekte ve 
çözüm sonrası en dü�ük ölü spermatozoa ve en 
yüksek HOST oranlarıyla glutatyonun 
kryoproktif özelli�ini göstermi�tir. Bunun 
yanında trehaloz+EDTA ortamına katılan 
GSSG, trehaloz+EDTA’in neden oldu�u dü�ük 
motilite ve HOST oranları ile yüksek ölü 
spermatozoa oranına olumlu katkısıyla etkinlik 
göstermi�tir. 

Teke spermasına ilave edilen redükte 
glutatyon çözüm sonrası motiliteyi ve akrozom 
anomalilerini önemli oranda korudu�u götse-
rilmi�tir (41). Fakat domuzlarda yapılan çalı�-
mada sulandırıcıya ilave edilen glutatyonun 
kontrole göre çözüm sonrası fertiliteye önemli 
katkılar yapmadı�ı belirtilmi�tir (22).  

Çalı�mada kullanılan GSSG’un trehalozla 
olu�turulan hipertonik ortamın sper-matozoon 
motilitesi ve morfolojisi üzerinde olu�turdu�u 
olumsuz etkiyi azaltması antiok-sidanların 
spermatozoon morfolojisinde önemli yerinin 
oldu�unu göstermektedir. Hipoozmoik �i�me 
testi (HOST), spermatozoon plazma 
membranının fonksiyonel bütünlü�ünü de�er-
lendirmekte ve sonuçlarının yüksek olması 
(%50�), motilite ve in vivo/vitro fertilite 
parametreleriyle yakından ili�kilendirilmek-
tedir (33, 36). Sunulan çalı�mada GSSG ve 
kombine grupları en yüksek HOST sonuçlarını 
vermi�tir. Ayrıca, sulandırıcıya ilave edilen 
trehaloz ortamı hipertonik hale getirerek, 
çözüm sonrası parametreleri iyile�tirmemi�tir. 
Yapılan bazı çalı�malarda trehalozun plazma 
membran bütünlü�ünü kontrol gruplarına göre 
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koruyamaması, bu ara�tırma sonuçlarını 
desteklemektedir (12, 14). Bu durumdan, 
trehalozun sulandırıcılardaki tris yo�unlu�una 
ba�lı olarak olu�abilecek ozmolaritelerde 
etkinlik gösterebilece�i sonuçları çıkarılabilir. 

Gelecekte etkili kriyoprotektif madde-
lerle teke spermasının dondurulmasında önemli 
ba�arıların sa�lanaca�ı ve bu durumun direkt 
olarak sun’i tohumlama uygulamalarına yansı-
yaca�ı açıktır. 
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