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OZET

Sunulan ¢aligmanin amaci, kog spermasinin +5°C’ta kisa siireli saklanmasinda antioksidanlarin taurin, glutatyon
(GSH) ve trehalozun etkisini arastirmak olmustur. Calismada iic bas ergin Akkaraman kogundan alinan eakiilatlar
kullanilmustir. Ejakiilatlar yetistirme mevsiminde sun’i vajen kullanilarak haftada iki kez toplanmustir. Alinan ejakiilatlar
birlestirildikten sonra dort esit kisma boliinerek taurin (50 mM), glutatyon (5 mM), trehaloz (50 mM) igeren ve antioksidan
icermeyen (kontrol) sulandiriciyla sulandirilmigtir. Sulandirilan sperma numuneleri, +5°C’ta kisa siireli saklamamn 0., 24. ve
30. saatlerde spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa oran1i , HOS-test sonucu ile pH yoniinden degerlendirilmistir.
Calismada, kog¢ spermasinin kisa siireli saklanmasinda (0. ve 24. saatlerde) antioksidanlarin spermatolojik parametrelerden
motiliteyi etkilemedigi, trehalozun 30. saattte en iyi korumayi (%50.7+5.1) sagladigr goriilmiistiir. En diisiik anormal
spermatozoa oranini in vitro saklamanin 0. saatinde 50 mM taurin ve trehaloz (%7.1+1.1 ve %7.8+£0.7) vermesine ragmen
(P<0.01), saklamanmn 24. ve 30. saatlerinde gruplar arasinda istatistiksel farklilik goriilmemistir. Spermatozoon plazma
membran biitiinliigliniin korunmasinda kisa siireli saklamanmin 24. ve 30. saatlerinde 50 mM trehaloz (%60.0£1.2 ve
%58.1£1.8) en yiiksek sonuglart vermistir (P<0.01). Sperma pH degeri ise saklama siiresi boyunca glutatyon iceren
numunelerde, digerlerine gore daha diisiik ¢ikmustir (P<0.01). Sonug olarak, kog spermasinin +5°C’ta kisa siireli saklan-
asinda sulandiriciya ilave elden antioksidanlarin spermatozoon yasami iizerinde 6nemli katkilar sagladigi kanisina varilmistir.

Anahtar sozciikler: Antioksidan, kog¢ spermasi, spermanin saklanmasi.

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 +5°C. 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 +5°C for 0, 24 and 30 hours of liquid storage. It was observed that antioxidants were not effective on motility during
storage at +5°C 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 +5°C for
liquid storage of semen.

Key words: Antioxidants, ram semen, semen storage.

GIRIS

Koyun yetistiriciliginde suni tohumla- ve ¢Ozdiriilmis ko¢ spermayla yapilan
ma yontemiyle dolleme, spermamin ana servikal tohumlamalarda fertilite oraninin
damuzlik kog siiriilerinden diger entansif/eks- digik ve sl olmasi,  arastirmalari
tansif siiriilere hizli ve kolay gonderilebilmesi spermanin  kisa siireli saklanmasi iizerinde
acisindan dnemli yere sahiptir. Dondurulmus yogunlastirmustir. (27, 35).
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Spermanin +5°C’ta kisa siireli saklan-
masi sirasinda, spermatozoon motilitesinde ve
membran biitiinliigiinde kayiplar ve DNA
kirikli spermatozoa oraninda artislar, bunlarin
sonucu olarak fertilite oranlarinda diismeler
yasanmaktadir (12, 18). Spermatozoonda mey-
dana gelen bu tarz degisiklikler, spermatozoon
membran fosfolipitlerinde gelisen lipit peroksi-
dasyonu ve bunun sonucu olarak ortaya ¢ikan
serbest oksijen radikallerin ROS: siiperoksit
anyonu, hidrojen peroksit, hidroksi radikali)
olusturdugu yikimlara bagl olabilmektedir.
Ayrica kog

spermasinda Olii  spermatozoa

tarafindan iretilen serbest radikaller, lipit
peroksidasyonuna bagli olarak membran
‘bis
gruplarin  oksidatif saldirilara ugramasina
onciilikk etmektedir (25, 31). Serbest radikal-

lerin zararh etkilerine karsilik, spermatozoon

fosfolipitlerindeki allylic methylene’

tarafindan kontrollii ve spontan salinimlari
spermatozoon kapasitasyonu, krozom reaksi-
yonu ve oosit penetrasyonunda onemli olmak-
tadir (4, 6, 17, 27). Sperma, ortamda gelisen
lipit peroksidasyonunu dengelemek ve serbest
radikallerin asir1 iiretimini/salinimini 6nlemek

icin  bazi antioksidanlar1 (taurin, katalaz,
glutatyon vb.) icermektedir. Ancak,
spermadaki endojen antioksidatif kapasite

spermanin kisa siireli saklanmasinda yeterli
gelmemektedir (7).

Aygirlarda glutatyon, katalaz, askorbik
asit (7, 11) ve taurinin (21), kedi (8) ve
tavsanlarda (3) taurinin, koclarda superoksit
dismutaz, katalaz (26), ergotiyonin (37) ve
trehalozun (24) sperma sulandiricilarina ilave-
sinin spermanin kisa siireli saklanmasinda
serbest oksijen radikallerinin zararl etkilerine
karst  koydugu, spermatozoonun yasam
stiresini, motilitesini ve membran biitiinligiinii
korudugu gosterilmistir. Ayrica, ko¢ ve
tekelerde yapilan bazi ¢alismalarda sulandiri-
cilara katilan thiol bilesikleri (sistein, sis-
taurin)  nin

teamin, dondurma/cozdiirme

sonrast spermatozoa motilitesini (14, 16) ve
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dolverimini (32),

superoksit dizmutazin sig1r oositlerinin in vitro

artirdigt glutatyon ve
maturasyonuna ve embriyonik gelisimine katki
sagladig (33) belirtilmistir.

Bu arastirmada, kog spermasinin +5°C’
de kisa siireli saklanmasi esnasinda sulandi-
rictya katilan taurin, glutatyon ve trehalozun
baslica spermatolojik parametrelere etkisinin
arastirilmasi amaglanmisgtir.

MATERYAL VE METOT

Hayvan materyali ve spermanin

alinmast

Bu c¢alismada 2-3 yash 3 ergin Akka-
raman kocundan alinan spermalar kullanil-
mistir. Koglarin bakim ve beslemesi Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve
Ciftliginde
kosullarinda yapilmistir. Sperma, yetistirme

Uygulama standart yetistirme
mevsiminde (sonbahar) suni vajen yardimiyla
haftada iki kez alinmistir. Alinan ejakiilat-
lardan uygun oOzellik (sperma yogunlugu
>3x10° spermatozoa/ml; motilite >%90; anor-
mal spermatozoon oram1 <%10) gosterenler

miks haline getirilerek spermanin kisa siireli

saklanmasinda sulandirilmak iizere isleme
alinmastir.
Spermanin sulandirimas: ve deger-

lendirilmesi

Bu arastirmada ejakiilatlarin sulandiril-
masinda Tris sulandirict (3.63 gr tris, 0.50 gr
fruktoz, 1.99 gr sitrik asit, 14 ml yumurta
sarisi/100 ml distile su - pH: 6.8) kullanil-
mistir.  Yapilan miks ejakiilat 4 esit hacme
boliinerek taurin (50 mM), glutatyon (5 mM),
trehaloz (50 mM)
icermeyen Tris sulandiriciyla ml’de yaklasik
4x10°
dirilmastir.

iceren ve antioksidan

spermatozoa olacak sekilde sulan-

Farkli antioksidan iceren igeren ve
icermeyen numuneler, +5°C’ta 0., 24. ve 30.
saatlerde olmak iizere spermatozoa motilitesi,
anormal spermatozoa orani, hipoozmotik sisme



KOG SPERMASININ KISA SURELI SAKLANMASINDA ANTIOKSIDANLARIN ETKISi

testi (HOS-test) ve pH yoniinden degerlen- olanlar % olarak ifade edilmistir. Sperma
dirilmigtir. Spermatozoa motilitesi 37°C’ta numunelerinin pH’st dijital pH metre ile
1sitma tablali faz kontrast mikroskopun 100x Olciilmiistiir.

biiylitmesinde lam-lamel arasina alinan bir lstatiksel analiz

damla sperma numunesinde en az 4 mikroskop .

sahasina bakilarak yapilmistir. Sahalardaki Istatistiksel analizde 7 farkh uygula-

motilite degerlerinin ortalamasi motilite orani madan elde edilen verilerin ortalamalart kulla-

olarak kaydedilmistir. Anormal spermatozoa nilmistir. Farkli gruplarin karsilastirilmasinda

Varyans analizi, aralarinda onemli farklilik
oran1 Hancock sivisina alinan sperma numu- y >

nesinin faz kontrast mikroskopun immersiyon bulunan ikiden fazla grubu karsilastirmak ic¢in

objektifinde lam-lamel arasina alinan bir de Duncan testi uygulanmustir. Farkliligin

damlasinda spermatozoa bas, orta, kuyruk ve P<0.01 dizeyde olmasi &nemli  kabul

akrozom kismi anomalilerin % olarak tespit edilmigtir,

edilmesiyle belirlenmistir. Plazma membra- BULGULAR

ninin fonksiyonel biitiinligiiniin belirlenmesi

icin  HOS-test uygulanmistir. HOS-test, Kog spermasinin kisa siireli saklanma-

hipoozmotik stvinin 300 pl’sinin 30 pl sperma sinda (0. ve 24. saatte) antioksidanlarin sper-

numunesiyle karistirilarak 37°C’ta bir saat matozoa motilitesi lizerinde etkili olmadigi,

bekletilmesiyle yapilmistr. Bu karigtmdan trehalozun 30. saatte diger gruplara gore en iyi
yapilan frotide faz kontrast mikroskopun 400x korumayr  (%50.7#5.1,  P<0.05) sagladigt
biiyiitmesinde toplam 400 spermatozoa sayil- gozlenmistir (Tablol).

mis, bunlardan kivrik ve sismis kuyruga sahip

Tablo 1. Ko¢ spermasinin kisa siireli saklanmasindan elde edilen motilite oranlar (%)

Gruplar 0. saat 24. saat 30. saat
GSH 5 mM 83.5+1.4 57.1+3.0° 38.5+2.6°%°
Taurin 50 mM 76.4%3.7 41.445.8%° 35.0+4.0%°
Trehaloz 50 mM 82.1+2.8 58.5+6.5° 50.7+5.1°
Kontrol 82.143.0 50.7+45.6b° 40.7+3.3%
OD _ *% *
OD : Onemlilik degeri (n: 7) ab,c : Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farklihiklar 6nemlidir
(** 1 P<0.01 *: P<0.05). - : Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05)
Anormal spermatozoa oran1 bakimindan 0. ken, antioksidanlarin saklamanin ilerleyen
saatte 50 mM taurin ve trehaloz en diisiik stirelerinde istatistiksel olarak onemli farklilik
oranlart (%7.1x1.1, %7.8+0.7, P<0.01) verir- olusturmadi@1 goriilmiistiir (Tablo 2).

Tablo 2. Kog spermasinin kisa siireli saklanmasindan elde edilen anormal spermatozoa oranlari (%)

Gruplar 0. saat 24. saat 30. saat

GSH 5 mM 10.7+1.5% 11.5£3.4 13.442.9

Taurin 50 mM 7.1+1.12 10.8+0.9 13.3+3.7

Trehaloz 50 mM 7.8+0.7% 10.1+1.7 12.1420.9

Kontrol 11.8+1.5° 12.4+3.3 14.6+1.1

OD *k _ _

OD : Onemlilik degeri (n: 7) ab,c : Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar dnemlidir
(** : P<0.01 - : Gruplar aras: farklilik 6nemli degildir (P>0.05)
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Hipoozmotik sisme testi (HOS-test) %58.1+1.8), diger gruplara gore 6nemli oranda
yoniiyle, saklamanin 24. saatinde tiim spermatozoon plazma membran biitiinliigi
antioksidan iceren gruplar, 24. ve 30. saatte ise saglamistir (Tablo3, P<0.01).

sadece trehaloz iceren grup (%60.0£1.2 ve

Tablo 3. Kog spermasinin kisa siireli saklanmasindan elde edilen HOS-test sonuglari (%)

Gruplar 0. saat 24. saat 30. saat
GSH5mM 69.5+0.8 52.7+1.6° 34.742.2%°
Taurin 50 mM 68.4+2.7 46.5+1.0% 38.8+3.2b°
Trehaloz 50 mM 64.7+3.0 60.0+1.2° 58.1+1.8°
Kontrol 71.8+2.4 43.5+3.9% 39.1+1.7%°
OD _ ok ok
OD : Onemlilik degeri (n: 7) a,b,c . Ayni siitunda farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar onemlidir
(e : P<0.01 - : Gruplar aras: farklilik 6nemli degildir (P>0.05)
Tablo 4’te goriildiigii gibi, PH diisitk sonuglar verdigi goriilmiis, istatistiki
degerinin antioksidan iceren gruplarda kontrol olarak o6nemi vurgulanmistir (Tablo 4,
gruplarina gore diisiikk c¢ikmasinin yaninda, P<0.01).

GSH iceren gruplarin digerlerine nazaran daha

Tablo 4. Ko¢ spermasinin kisa siireli saklanmasindan elde edilen pH degerleri

Gruplar 0. saat 24. saat 30. saat
GSH 5 mM 5.9+0.1% 5.7+0.1% 5.76+0.1%
Taurin 50 mM 6.8+0.0% 6.9+0.0% 6.5920.1°
Trehaloz 50 mM 6.4+0.1° 6.5+0.1° 6.63+0.0°
Kontrol 6.9+0.1° 6.9+0.0° 7.00£0.0°
OD *% *k *k
OD : Onemlilik degeri (n: 7) a,b,c : Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farklihiklar 6nemlidir
(% . P<0.01 - : Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05)

TARTISMA VE SONUC

Spermatozoon plazma membrani doy- actig1 yikimi azaltmada rol almaktadir (11, 22).
mamis yag asitince zengin oldugundan lipit Yapilan c¢alismalarda, insan spermasinin kisa
peroksidasyonuna karsi son derece duyarlidir. sireli saklanmasinda yapilan ¢alisma sonucuna
Bu nedenle, spermanin kisa siireli saklan- benzer olarak glutatyonun koruyucu etkinlik
masinda gelisen lipit peroksidasyonunun yarat- saglamadigi goriilmiis (19), fakat domuz
tig1  oksidatif yikim, membran biitiinliigii spermasinda canlilik ve fonksiyonel biitiinliigii
kayiplarina, motilite ve fertilitede diisiislere korudugu gosterilmistir (20). Antioksidan dzel-
neden olmaktadir (3, 5, 25). Bu olumsuz ligiyle taurin spermatozoon metabolizmasi,
etkiler, spermanin saklanmasi 6ncesi sulandiri- kapasitasyonu, motilitesi ve fertilitesinde rol
cilara bazi antioksidanlarin ilavesiyle denge- almakta (10, 18), bu degisimlerde taurinin
lenmektedir (26). ozmoregiilatorik aktivitesi de onemli rol oyna-

L. maktadir (29, 36). Yapilan calisma taurinin
Glutatyon, thiol bilesigi olarak sperma- ..
. spermatozoon morfolojisi ve plazma membran
tozoon yapisinda ve genital kanalda bulun- . . . .
- . .. biitiinliigii izerinde 6nemli katkisinin oldugunu
makta ve serbest oksijen radikallerinin yol
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gostermesinin yaninda, aygir (21), kedi (8) ve
tavsanlarda (3) taurinin spermatozoon motili-
tesini korumadaki etkinligi 6nemli bulunmus-
tur. Antioksidanlarin diisiik dozlarda kullanil-
malarinda olusacak spermatozoon iizerindeki
koruyucu etkinligi, yiiksek dozda kullanildik-
larinda (34), spermatozoon metabolizmast i¢in
gerekli olan serbest radikal olusumunu engel-
leyebilecegini diisiindiirerek, olast antioksidatif
etkilerini durduracagi ve toksik etkilere neden
olacagi kanisint dogurmaktadir.

Spermanin +5°C’de kisa siireli saklanmasi

islemi, spermanin dondurulmasi esnasinda
gelisen kristallesmenin yarattigt ozmotik ve
mekanik stresin etkilerini gidermekte, donma
islemine nazaran membran fosfolipitleriyle
tepkime veren serbest radikallerin olusum
oranin1 belirgin oranda diisiirerek serbest
radikal kaynakli yikimi hafifletmekte, fakat
onleyememektedir. Bu c¢alismadaki verilere
sekilde,

spermasinin +5°C’de kisa siireli saklanmasinda

benzer Merinos ve sakiz kocu
baz1 antioksidanlarin spermatozoon iizerinde
koruyucu etkiler gosterdigi belirtilmistir (15,
26). Bu benzer sonuglar, koglarda farkli irktan
spermalarinin antioksidanlardan olumlu etki-

lendigini gostermektedir.

Trehalozun direk antioksidan yapida
olmayan oOzelligiyle, spermatozoon membra-
ninda ozmoregiilatorik ve antiperoksidatif
etkinlik gosterdigi belirtilmistir. Etki meka-
nizmasi tam olarak ortaya konulmamasina
ragmen, spermadaki endojen glutatyon (GSH)
tilketimini azalttig1 ve ortamda olusan serbest
radikalleri temizledigi yapilan bazi1 calisma-
larda gosterilmistir (2, 9). Trehalozun kog
spermasinin kisa siireli saklanmasinda sperma-
tolojik parametler iizerinde koruyucu etkinlik
gosterdigi  (24), bu calismayla da ortaya
konmustur (P<0.01).

Spermatozoon membraninin fonksiyonel
biitiinliigiinii belirleyen HOS-test sonuglarinin
yiiksek olmasi (%50<), motilite ve in vivo/
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vitro fertilite parametreleriyle yakindan iligki-
lendirilmektedir (23, 28, 30). Berger ve Parker
(13) ise HOS-test sonuglarinin fertiliteyle
iliskisinin olmadigin1  belirtmistir. Sunulan
calismada 24 saatlik saklama sonrasi antiksi-
danlarin membran

plazma biitiinliigiini

korudugu hos test sonuglariyla gosterilmistir.

Kisa siireli saklanan numunelerdeki antik-
sidanlarin pH degerlerinde diistislere neden
oldugu ve bu diisiisiin spermatolojik para-
metreler lizerinde olumlu yaptigim diisiindiir-
mektedir. Bunun aksine, Acott ve Carr (1)
pH’daki diisiisiin spermatozoa motilitesinde
doniisiimlii/doniisiimsiiz kayba neden oldu-
gunu belirtmistir.

Sonug olarak, ¢aligmada kullanilan antiok-
sidanlarin ko¢ spermasinin kisa siireli saklan-
masinda kullanilabilecegi kanisina varilmistir.
Ancak,
spermadaki endojen antioksidatif kapasitenin

spermaya katilan antioksidanlarin

azalmasina ve lipit peroksidasyonuna bagl
olarak gelisen membran ve DNA yikimlari
iizerindeki etkinliklerinin in vitro/vivo para-
metreler agisindan arasgtirilmasina gereksinim
duyulmalidir.
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