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OZET

Bu calismanin amaci Ankara kegisi tekesi spermasi sulandiricisina ilave edilen bazi kriyoprotektanlarin spermanin
dondurulup ¢6zdiiriilmesi sonrasi spermatolojik parametrelere etkisinin aragtirilmasi olmustur. Calismada, 3 bas ergin Ankara
kegisi tekesinden alinan ejakiilatlar kullamlmustir. Ejakiilatlar ¢iftlestirme mevsiminde sun’i vajen kullanilarak haftada iki
kez, bes hafta siiresince toplanmustir. Alinan ejakiilatlar birlestirildikten sonra 4 esit hacme boliinmiis ve 37°C’taki su
banyosunda kriyoprotektan iceren [100 mM trehaloz + 0.015 g/10 ml EDTA, 5 mM okside glutatyon (GSSG) ve trehaloz +
EDTA + GSSG (kombine)] ve icermeyen (kontrol) temel sulandiriciyla sulandirtlmistir. Sulandirilan spermalar payetlere
(0.25 ml) cekilerek 5°C’ta ekilibrasyona birakilmistir. Ekilibrasyonu izleyen siirecte payetler sivi azot buharinda
dondurularak daha sonra degerlendirilmek iizere -196°C’taki siv1 azotta saklanmustur.

Coziim sonu spermatozoa motilitesinde, GSSG ve kombine gruplarinda (%53.7+3.7 ve 46.2+1.2) kontrol grubuna
(%42.5+3.2) gore onemli farklilik ¢ikmamustir. Fakat trehaloz+EDTA igeren grup spermatozoa motilitesini diger gruplara
gore Onemli oranda kotiilestirmistir. Anormal spermatozoada kriyoprotektan igeren gruplar (trehaloz+EDTA, GSSG,
kombine; %10.540.9, 13.240.9, 8.0+0.9) arasinda istatistiksel olarak farkliliklar 6nemsiz olurken, kriyoprotektan igeren
gruplarda kontrol grubuna (%21.5+1.3) gore oldukca diisiik oranlar elde edilmis ve aradaki farkliliklar énemli (P<0.05)
olmustur. GSSG igeren grupta Olii spermatozoa bakimindan en diisiik oran (%30.0£2.0) elde edilmistir (P<0.05).
Hipoozmotik sisme testinde GSSG ve kombine gruplar1 en yiiksek orant vermislerdir (%40.5+2.7 ve 27.0+1.4) (P<0.05).
Sonug¢ olarak, Ankara kegisi tekesi spermasi sulandiricisina katilan kriyoprotektanlarin (GSSG, trehaloz + EDTA ve
trehaloz+ EDTA+ GSSG gruplar1) ¢oziim sonrasi bazi spermatolojik parametreler lizerine onemli katkilar sagladif:
goriilmiistiir.

Anahtar sozciikler: Kriyoprotektan, kriyoprotektif etki, spermanin dondurulmasi, 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 37°C. Diluted samples were aspirated into 0.25 ml straws, equilibrated at 5°C.
Following equilibration, the straws were frozen in liquid nitrogen vapour and stored at -196°C 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

*Bu ¢aligma ayn1 baglikli doktora tezinden hazirlanmistir.
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GIRiS
Ankara
yiizyilda Tiirklerin Hazer Denizinin dogu-

Kecisi (Capra prisca), 13.
sundan Anadoluya beraberlerinde getirdigi bir
keci ki olarak bilinmektedir. Ankara kecisi
uluslar arasi arenada tekstil endiistrisinde ham
madde ihtiyacim1 karsilamak amaciyla tiftik
iretimi ve yavru verimi i¢in yetistirilmektedir.
Tiirkiye Cumhuriyeti’nin kurulug yillarinda
1960’1
yillara kadar bu artisimi siirdiirmiis, 1980’li ve
1990’1 bir

gostermistir. Giiniimiizde Anadolu’da Ankara

artig gosteren tiftik kegisi varligi

yillarda hizli sekilde diisiis
kecisi yetistirilmesinin baslica nedeni, yetis-
tiricilerin geleneksel degerlere bagliligindandir
(19, 32).

Sun’i tohumlama entansif keci {iretim ve
birlikte,
dondurulmus spermanin servikal tohumlamada

yetistiriciliginde ©6nemli olmakla
kullanim1 heniiz tatmin edici sonuglar verme-
mektedir. Spermanin dondurulmas: spermato-
zoonda yapisal, biyokimysal ve fonksiyonel
hasara neden olarak, spermatozoon motilitesi,
canliligt ve fertilitesinde diisiislere neden

olmaktadir (30, 37).

Spermanin dondurulmasinda kullanilan
sulandiricida kriyoprotektif 6zellikli madde-
lerin bulunmasi gereklidir. Kriyoprotektanlar
hiicrenin sogutulmas1 ve dondurulmasi esna-
sinda gelisen fiziksel, kimyasal ve oksidatif
stres hasarlarint (1s1 soku ve ozmotik degisim
hasari, intraseliiler kristal olusumu, serbest
oksijen radikallerinin ve lipid peroksidas-
yonunun olusturdugu hasarlar) azaltmak
amaciyla kullanilmaktadir. Internal o6zellikli
kriyoprotektanlarin yanisira, bazi eksternal
kriyoprotektanlarin (sakkaritler, antioksidanlar,
EDTA) hiicre disinda kriyoprotektif etki
gosterdikleri son zamanlarda anlasilmis,
sperma sulandiricilarinda

baslanmistir (4, 9, 17, 21).

kullanilmaya
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Eksternal
penetrasyon Ozelligine sahip olmayanlar) ekst-

kriyoprotektanlar  (hiicreye
raselliiler etkilerinden dolayi, hiicre membra-

nindaki  esnekliginin  kaybim1  ©nledikleri,
membran proteinlerinde stabilizasyon sagla-
diklari, ekstraselliiler ortamda gelisen kristali-
zasyonu azalttiklar1 ve gelisen lipit peroksidas-
yonunu minimize ettikleri bilinmektedir (15,

31, 37).

Eksternal kriyoprotektan olarak goérev
yapan sakkaritlerden trehaloz, iki D-glikoz
molekiiliiniin  baglanmasiyla olusmus bir
disakkarit bilesigidir (38). Tam olarak etki
mekanizmasi bilinmemekle birlikte, sperma-
tozoa plazma membranina penetre oldugu,
donma ve ¢6ziim esnasinda membran fosfoli-
pitlerinin polar bas gruplariyla hidrojen baglar
kurarak yiizey artifi sagladigt ve ozmotik
tamponlayici goreviyle ozmotik soka karsi
koruyucu etkinlik gosterdigi, serbest oksijen
radikallerinin ~ salinmmimi  azalttigr  ileri
siiriilmektedir (1, 4, 23, 31, 37).

Son yillarda trehaloz memeli sperma-
sinin dondurulmasinda sulandiriciya katilmaya
baslanmis, ¢oziim sonrast  spermatolojik
parametreler (motilite, akrozom ve membran
biitiinliigii) ve antioksidan kapasitenin artiril-
mas1 ve lipit peroksidasyonunun azaltilmasi
iizerinde ©nemli etkinlik sagladigi gosteril-

mistir (1, 2, 3, 12, 37).

Serbest radikallerinin  toksik

etkilerine kars1 koymak igin, spermatozoa ve

oksijen

seminal plazma lipit peroksidasyonuna karsi
bir takim antioksidanlar1 icermektedir (5, 26,
35). Fakat bu antioksidan sistemi, serbest
oksijen radikallerinin olasi toksik etkilerine ve
oksidatif hasara kars1 koymada yeterli
gelmemektedir. Bunun yanisira dondurma ve
cozdiirme islemlerinin, spermada bulunan
antioksidan aktiviteyi diistirdiigii saptanmistir

(10, 16, 22).
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Glutatyonun sulandiricilara  katilmast,
ortamda bulunan serbest oksijen radikalleriyle
reaksiyona girerek ve donma esnasinda
membran proteinlerindeki siilfiir gruplarinda
gelisen bozulma ve dagilmayr kismen
onleyerek oksidatif hasara karsi koruyucu
etkinlik olusturmaktadir (16, 40). Yapilan
calismalarda glutatyonun spermanin ¢oziim
sonrast ve kisa siireli saklanmasi sirasinda
motilite, akrozom biitlinligii ve antioksidan
aktivite tizerinde Onemli Kkatkilar sagladigi

bildirilmistir (13, 41).

EDTA permeabl
ozelliginde oldugundan, spermatozoon motili-

olmayan bir selat
tesinde zararli bir etkisi olmadigr bildirilmek-
tedir. Insan spermasinda yapilan ¢aligmalarda
sulandiriciya katilmast, spermatozoanin
inkiibasyonunda motil kalma siiresine katki
(29, 43). EDTA’in
buradaki etkisi, spermatozoon iizerinde toksik
etki

(kalsiyum, ¢inko) selat olusturarak ortamdaki

sagladigi belirtilmistir

gosteren ortamdaki bazi metallerle

metal yogunlugunu diisiirmesi, bu nedenle de
(39).
dozunda

motiliteyi
Tekelerde
EDTA’in ilavesinin ¢6ziim sonrasi spermato-

iyilestirmesi  yOniiyledir

sulandirictya  Img/ml

zoon motilitesini artirdig1 gosterilmistir (28).

Yapilan bu calismasinin amaci, Ankara
kecisi tekesi spermasi sulandiricisina katilan
kriyoprotektanlarla ¢oziim sonrasi spermato-
lojik parametrelerin iyilestirilmesi olmustur.

MATERYAL VE METOT

Hayvan materyali ve spermamin alin-

masi

Bu calismada 2-3 yash 3 ergin Ankara

kecisi tekesinden alinan spermalar
kullanilmistir. Tekelerin bakim ve beslemesi
Lalahan

Enstitiistinde standart yetistirme kosullarinda

Hayvancilik  Merkez  Arastirma
yapilmigtir. Spermalar, ¢iftlestirme mevsimin-
de (sonbahar) suni vajen yardimiyla haftada iki
kez, bes hafta siiresince alinmustir. Alinan
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ejakiilatlardan ~ uygun  Ozellik  (sperma
yogunlugu >3x10° spermatozoa/ml; motilite
>%90) gosterenler miks haline getirilerek

spermanin dondurulmasinda kullanilmistir.

Spermanin sulandirilmast ve dondurul-
mast

Ejakiilatlarin  sulandirilmasinda  Tris
sulandirict (375 mM tris, 41,625 mM glikoz,
124 mM sitrik asit, % 9 yumurta sarisi, gliserol
%6) kullanilmistir. Miks yapilan ejakiilatlar 4
esit hacme boliinerek trehaloz (100 mM) +
EDTA (0.015 g/10 ml), okside glutatyon
(GSSG, 5 mM), trehaloz + EDTA + GSSG
iceren ve tris
8x10°
spermatozoa olacak sekilde sulandirilmistir.

kriyoprotektan icermeyen

sulandiricisiyla  ml’de  yaklasik
Sulandiricilarla sulandirma iglemini takiben
sperma numuneleri 0.25 ml’lik payetlere
cekilerek 2.5 +5°C’ta
birakilmistir. Ekilibrasyonu izleyen siirecte sivi
azot buharinda (~-100°C) dondurularak -
194°C’taki sivi azotta degelendirilmek iizere
En az 24

sperma numuneleri

saat ekilibrasyona

saklanmustir. saat sivi azotta
bekletilen 37°C’ta 30
saniyede cozdiiriilerek spermatozoa motilitesi,
anormal spermatozoa orani, Oli orani ve
(HOST) yoniiyle

hipoozmotik sisme testi

degerlendirilmistir.

Spermatozoa motilitesi 37°C’ta 1sitma
tablal1 100x
biiylitmesinde lam-lamel arasina alinan bir

faz kontrast mikroskobun
damla sperma numunesinde en az 4 mikroskop
Sahalardaki

motilite degerlerinin ortalamasi motilite orani

sahasina bakilarak yapilmstir.

olarak kaydedilmistir. Anormal spermatozoa

orani Hancock s1visina alinan sperma

numunesinin  faz  kontrast mikroskopun
immersiyon objektifinde lam-lamel arasina
alinan bir damlasinda spermatozoa bas, orta,
kuyruk ve akrozom kismi anomalileri % olarak
tespit edilmesiyle belirlenmistir. Spermalarda
Olii spermatozoa oraninin belirlenmesinde elde

eozin-nigrozin boyama sivist kullanilmistir.
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Isitma tablasindaki lam iizerine bir kisim
sperma numunesi 4 kisim boyama sivisi
konarak karistirllmis ve frotileri cekilerek
kurutulmustur. Bu ¢ekilde hazirlanan frotilerde
mikroskopta (400X biiyilitme) 400 spermatozoa
sayilarak o©lii spermatozoa orant % olarak
belirlenmistir. Spermatozoon bas kisminin
tamaminin ya da bir boliimiiniin boya almasi
Oli spermatozoa oranini gostermistir. Plazma
membraninin fonksiyonel biitiinliigiiniin belir-
lenmesi i¢in HOS-test uygulanmistir. HOS-
test, hipoozmotik sivinin 300 pl’sinin 30 pl
sperma numunesiyle karigtirllarak 37°C’ta bir
saat bekletilmesiyle yapilmistir. Bu karisimdan
yapilan frotide faz kontrast mikroskopun 400x
toplam 400
sayilmis, bunlardan kivrik ve sismis kuyruga

biiylitmesinde spermatozoa

sahip olanlar % olarak ifade edilmistir (3, 12).
Istatiksel analizler

Istatistik analizlerde 6 farkli uygulamadan
elde edilen verilerin ortalamalar1 kullanilmastir.
Farkli gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-
Wallis Test, aralarinda onemli farklilhik bulu-
nan ikiden fazla grubu karsilastirmak icin de
Mann-Whitney U  Testi
Farkliligin P<0.05 diizeyde olmasi Onemli

uygulanmustir.

kabul edilmistir.

Bulgular

Bu calismada Ankara kecisi tekesi sper-
mas1 sulandiricilarina katilan farkli kriyopro-
tektanlarin ¢6ziim sonrasi spermatozoonlar
iizerindeki etkileri ¢izelgede gosterilmistir.

Coziim sonrasi spermatozoa motilitesi
GSSG, trehaloz+EDTA+GSSG ve kontrol
gruplarinda, sirasiyla, %53.7+3.7, 46.2+1.2,
42.543.2 olarak saptanmustir. Trehaloz+EDTA
iceren grupta ise bu oran %30.0+2.0 olmustur.
Anormal spermatozoada, kriyoprotektan iceren
gruplar birbirlerine gore (trehaloz+EDTA,
GSSG, kombine; %10.5+0.9, 13.2+0.9,
8.020.9) istatistiksel olarak farkliliklar 6nemsiz
olurken, kriyoprotektan iceren gruplarda
kontrol grubuna gore oldukca diisiik oran elde
edilmis ve aradaki farkliliklar 6nemli olmustur
(P<0.05). GSSG igeren grupta 6lii spermatozoa
bakimindan en diisiik oran (%30.0£2.0) elde
edilmistir. Hipoozmotik sisme testinde ise
GSSG ve kombine gruplarinin (%40.5£2.7,
27.0£1.4) diger gruplara (trehaloz+EDTA,
kontrol; %11.7£1.8, 16.2+2.0) gore daha
yiiksek
(P<0.05).

sonuclar  verdigi  gozlenmistir

Cizelge. Dondurulmus ¢ozdiiriilmiis Ankara tekesi spermasindan ¢oziim sonrasi elde edilen sperma-

tolojik ozellikler (n:6)

Gruplar Motilite (%) Anormal Oran (%) Olii orani (%) HOS test (%)
P X+Sx X+Sx X+Sx X+Sx
Trehaloz+EDTA 30.02.0° 10.540.9° 59.0+1.9° 11.7+1.8"
GSSG 53.7+3.7° 13.2+0.9* 30.0+2.0° 40.5+2.7°
Trehaloz+EDTA+GSSG

(Kombine) 46.2+1.2° 8.0+0.9° 38.040.9¢ 27.0+1.4°
Kontrol 42.5+3.2° 21.5+1.3° 40.7+3.1° 16.2+2.0°
P % % % %

a,b,c: Aym siitunda farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farklihklar 6nemlidir (P<0.05).
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TARTISMA VE SONUC

Spermatozoondaki membransel yapilar
(plazma membrani, dis akrozomal membran ve
mitokondri membrani) donma/¢dziinme islemi-
ne kars1 son derece duyarlidir. Membran yapi-
lar1 akic1 mozaik tarzinda diizenlenmis protein,
glikoprotein ve glikolipitlerle bezeli iki sirali
fosfolipit katmanindan olugsmustur. Bu yapi-
%65-70

oraninda doymamis fosfolipitlerden olusmasi,

larin  termodinamik Ozellikte ve

membranlarin ~ sogutulmasi  sirasinda  geri
doniisiimsiiz faz degisimine, neden olmaktadir
(44, 45). Gelisen faz degisimi sonrast bozulan
membran stabilizasyonu ile hiicrede soguk
soku hasar1 gelismektedir. Ayrica membran-
larin doymamis fosfolipitlerce zengin olmasi,
hiicrelerin dondurulmasit sirasinda gelisen
oksidatif stresle iligkili olarak hiicreleri lipit
peroksidasyonuna karst duyarli kilmaktadir
(25, 44). Bu gelisen olaylar spermatozoon
yapisinda ve membranlarinda degisiklikler
geliserek, hiicre motilitesinde, canliliginda ve
fertilitesinde diisiislerle kendini gostermektedir

(30).

Sperma hiicreleri lipit peroksidasyo-
nunun zararl etkilerini karsilamak igin bazi
antioksidanlar1 icermektedir. Fakat bu endojen
antioksidanlar spermanin  dondurulmasinda
yeterli gelmemekte, ekzojen antioksidanlara
gerek duyulmaktadir. Son yillarda kriyopro-
tektif amacli olarak sperma sulandiricilarina
ozellikli  kimi
maddelerin ¢dziim sonu parametreler iizerinde
etkinlikleri saptanmustir (8, 24, 26, 27).

ilave edilen antioksidan

Aisen ve arkadaslarin koglarda yaptiklari
calismalarda sulandiriciya katilan trehaloz ve
EDTA tek
kullanilmalarina ve kontrol grubuna gore

kombinasyonun bunlarin
¢Oziim sonu motilite ve akrozom biitiinliigii
oranlarinda 6nemli koruyucu etki sagladigi
gosterilmgtir. Bu  etkiler, trehalozun belirli
oranlarinin membran-soliisyon arabiriminde
suyla yer degistirerek donma Oncesi ortamda
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hiicresel dehidrasyona yol agmasi, membran
fosfolipitleriyle direkt olarak etkilesime girerek
soguk sokuna karsi koruyuculuk saglamasi,
EDTA’in ise trehalozun donma derecesini
diisiirerek sinerjik bir etki yaratmasiyla olus-
mustur (2, 4). Aym zamanda trehalozun tam
olarak etki mekanizmasi aciklanamamasina
ragmen, donma esnasinda gelisen ekstraseliiler
ortama su cikiginin yarattigi hizh fiziksel ve
morfolojik  degisikliklere ~ karst  hiicre
membranlarini direngli hale getirdigi ve donma
sirasinda gelisen intraseliiler kristal olusumunu

azalttig1 bildirilmektedir (1, 7, 20, 34).

Bunun yanisira trehalozun tekelerde (1)
ve koglarda (12) codziim sonu spermatozoa
motilitesi iizerinde kontrol gruplarina gore
onemli oranda iyilesmeler sagladigr belirtil-
mistir. Ancak bogalarda yapilan calismalar,
trehalozun kontrol grubuna gore motilite ve
fertilite
olmadigini gostermistir (17, 20).

oranlari  iizerinde  etkinliginin
Sunulan ¢alismada ise kullanilan 100 mM

trehalozun asir1  bir hiperozmotik ortam
olusturarak sperma hiicrelerinde biiziismelere
neden oldugu ve EDTA’in bu degisimlerde
yeterli Olciide koruyucu etki saglamayarak,
cizelgede goriildigi gibi

¢Ozim sonrast

spermatozoa motilitesini ve Oli oranini,
kontrol grubuna gore koruyamadiklar1 goriil-
miistiir. Yaptigimiz diger caligmalarda da
sulandiriciya ayni oranda katilan trehalozun
cOziim sonrast motilitede ve kisa siireli
saklanan numunelerde spermatozoon yasami
iizerine Onemli katkilar yaptigi gosterilmistir
(13, 14). Sulandiriciya katilan yiiksek yogun-
luktaki trehalozun spermatozoonlar iizerindeki
yarattig1 hasar, hiicre disina asir1 miktarda sivi
cikisina baglanabilmektedir (18). Fakat bazi
yazarlar, sperma sulandiricisina katilan yiiksek
orandaki trehalozun, diisiik oranlarina gore
soguk soku hasarina karst daha iyi koruma
sagladigint belirtmektedir (1, 6, 46). Yapilan

calismalardaki farkli sonuglarin ortaya cik-
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masi, sulandiriciya katilan farkli tris/trehaloz
konsantrasyonlarina, tiire 6zgii spermatozoon
membran yapilarimin farkli 6zellik gosterme-
sine baglanabilmektedir. Bu anlamda yaptigi-
miz bazi 6n deneme caligmalarinda da sulandi-
rictda Tris miktarinin 250 mM  civarinda
olmasi, ortalama 50 mM’dan daha fazla

trehalozun katilmamas1 gerektigini goster-

mistir.

Son yillarda koglarda yapilan c¢alis-
malarda trehaloz ve EDTA’in direkt ortamda

kars1
radikal

temizleyiciligi yaptigin1 gostermistir (4, 12).

gelisen lipit  peroksidasyonuna

koruyuculuk saglayarak, serbest
Tekelerde yapilan bir arastirmada ortama ilave
edilen EDTA’in ¢6ziim sonrast spermada H,O,
formasyonunu baskiladigi ve ¢Oziim sonrasi
spermatozoa motilitesini artirdigi gosterilmistir
(28). EDTA’in buradaki etkisi,

plazmada bulunan ve yiiksek miktarlariyla

seminal

spermatozoon {iizerinde toksik etki gosteren

bazi metallerle (kalsiyum, ¢inko) selat
olusturarak ortamdaki metal yogunlugunu
diigiirmesi, bu nedenle de motiliteyi

iyilestirmesi yoniiyle olmustur (39).

Tiim bu sonuglardan bu iki maddenin
(trehaloz ve EDTA) ortamda enerji kayna-
gindan ziyade, dondurma-¢6zdiirme islemi
sirasinda ekstraselliiler kryiopotektif-antioksi-
datif ve ozmotik basinci diizenleyici etki
gosterdigini ortaya koymaktadir. Calisma-
mizda kriyoprotektan igeren tiim gruplardan
¢Oziim sonrast elde edilen anormal sperma-
tozoa oraninin kontrole gore diisiik ¢ikmasina
ragmen, ayni durumun HOST sonuglarindan
elde

diistindiiriicti kilmaktadir. Ayn1 durum, ¢oziim

edilememesi, trehalozoun etkinligini

sonu spermatolojik parametreler yoOniinden
Saanen teke spermasinin trehalozla dondurul-
masindan da elde edilmistir (14).

GSH ve GSSG’un sulandiricida varligi,
donma esnasinda spermatozoondan Salinan
enzim oranini/miktarim azaltarak ¢6ziim sonu
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motiliteyi ve fertiliteyi artirmakta, akrozomal
16, 41, 42)
Bunun yani sira glutatyon ortamda bulunan

anomalileri azaltmaktadir (11,

serbest oksijen radikalleriyle reaksiyona
girerek ve donma esnasinda membran
proteinlerindeki siilfiir gruplarinda gelisen

bozulmay1 kismen Onleyerek oksidatif hasara
kars1 koruyucu etkinlik olusturmaktadir. (16,
40). Yapilan bu caligma, sonuglar itibariyle
glutatyonun olumlu etkilerini desteklemekte ve
¢Oziim sonrasi en diisiik 6lii spermatozoa ve en
HOST
kryoproktif o6zelligini gostermistir. Bunun
yaninda trehaloz+EDTA ortamina katilan
GSSG, trehaloz+EDTA’in neden oldugu diisiik
motilite ve HOST oranlan ile yiiksek olu

yiiksek oranlartyla  glutatyonun

spermatozoa oranina olumlu katkisiyla etkinlik
gostermistir.

Teke spermasina ilave edilen rediikte
glutatyon ¢oziim sonrast motiliteyi ve akrozom
anomalilerini 6nemli oranda korudugu gotse-
rilmistir (41). Fakat domuzlarda yapilan ¢alisg-
mada sulandiriciya ilave edilen glutatyonun
kontrole gore ¢Oziim sonrasi fertiliteye onemli
katkilar yapmadig1 belirtilmistir (22).

Calismada kullanilan GSSG’un trehalozla
olusturulan hipertonik ortamin sper-matozoon
motilitesi ve morfolojisi iizerinde olusturdugu
olumsuz etkiyi azaltmasi antiok-sidanlarin
spermatozoon morfolojisinde 6nemli yerinin
oldugunu gostermektedir. Hipoozmoik sisme
(HOST),

membraninin fonksiyonel biitiinligiinii deger-

testi spermatozoon plazma
lendirmekte ve sonuglarinin yiiksek olmasi
(%50<), motilite ve in vivo/vitro fertilite
parametreleriyle yakindan iligkilendirilmek-
tedir (33, 36). Sunulan calismada GSSG ve
kombine gruplar en yiiksek HOST sonuglarini
vermistir. Ayrica, sulandiriciya ilave edilen
trehaloz ortami hipertonik hale getirerek,
¢cOziim sonrasi parametreleri iyilestirmemistir.
Yapilan bazi c¢aligmalarda trehalozun plazma

membran biitiinliiglinii kontrol gruplarina gore
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koruyamamasi, bu arastirma
desteklemektedir (12, 14).
trehalozun sulandiricilardaki tris yogunluguna

sonuglarini
Bu durumdan,

bagli olarak olusabilecek ozmolaritelerde

etkinlik gosterebilecegi sonuglart ¢ikarilabilir.

Gelecekte etkili kriyoprotektif madde-
lerle teke spermasinin dondurulmasinda 6nemli
basarilarin saglanacagi ve bu durumun direkt
olarak sun’i tohumlama uygulamalarina yansi-
yacag agiktir.
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