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FARKLI SULANDIRICILAR KULLANILARAK DONDURULMUS COZDURULMUS KOC
SPERMASI iLE LAPAROSKOPIK INTRAUTERIN TOHUMLAMA

(Intrauterine Insemination by Laparoscopic Technique Using Frozen Thawed Ram Semen
Extended With Different Diluents)
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OZET

Bu calismada, kog¢ spermalari taurin iceren Tris ve Hepes sulandiricilari ile sulandirildiktan sonra sivi azot buharinda
dondurulmustur. Dondurulmus ve nativ ko¢ spermasi kullanilarak laparoskopik yontemle intrauterin tohumlanan koyunlarda

(her grupta 20’ser olmak tizere toplam 60 koyun), gebelik ve dogum oranlar1 karsilastirilmistir.

Tris ve Hepes sulandiricilart ve nativ sperma ile tohumlanan koyunlarda gebelik oranlari sirasiyla % 50, % 50 ve % 55,

dogum oranlar1 ise % 45, % 50 ve % 55 olarak belirlenmistir.

Sonug olarak; Tris, Hepes sulandiricilar1 ve nativ sperma ile intrauterin tohumlanan koyunlarda, gebelik ve dogum

oranlari arasinda istatistiki olarak 6nemli bir fark bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler : Dondurulmus kog spermasi, intrauterin tohumlama, laparoskopik teknik.

SUMMARY

In this study, the ram ejaculates were frozen in liqued nitrogen vapour after extended with Tris and Hepes diluents that
its including taurin. Frozen ram semen and native semen were compared in regarding pregnancy and parturition rates in ewes

(three group each has 20 animals) which were inseminated by intrauterine laparoscopic technique.

In the inseminated sheep with frozen Tris, Hepes extenders and native semen, pregnancy and parturition rates were

determined 50, 50, 55 and 45, 50, 55 % respectively.

As a result; no significant differences were determined statistically between pregnancy and parturition rates in sheep

which were inseminated with Tris, Hepes extenders and native semen.

Key Words : Frozen ram semen, intrauterine insemination, laparoscopic technique.



FARKLI SULANDIRICILAR KULLANILARAK DONDURULMUS GOZDURULMUS KOG SPERMASI iLE LAPAROSKOPIK INTRAUTERIN TOHUMLAMA

GIRIS

Intrauterin  tohumlama  teknigi  Yeni
Zelanda ve Avustralya'da yaygin olarak
uygulanan ve ABD'de bazi saf irklarin
yetistirilmesinde sik¢a kullanilan basarili bir

yontemdir (11).

Ko¢ spermasinin sogutulmasi, dondu-
rulmasi ve payetlenmesi esnasinda motil
spermatozoa orani onemli Ol¢iide diismektedir
(10, 15). Serviksin koyunlardaki anatomik
yapisindan dolayr dondurulmus kog¢ spermasi
ile yapilan servikal tohumlamalarda sperma
yeterli miktarda ovidukta ulasamamakta ve
boylece yiiksek oranda dolverimi elde
edilememektedir (1, 4, 8, 10, 15).

Laparoskopik  intrauterin ~ tohumlama
teknigi; bir ¢ok prosediir icermesi, alet
ekipman temini, yetismis eleman ihtiyaci,
hayvana cerrahi bir iglem uygulanmasi ve
hayvan iizerinde stres olusturmasi gibi
dezavantajlara sahiptir. Ancak kog¢ sperma-
sinda, boga spermasinda oldugu gibi don-
durma sonrast yiiksek motilite saglanama-
digindan laparoskopik intrauterin tohumlama
teknigi, koclarda ¢ozdiirme sonrasi motilitesi
diisiik spermanin uterusa dogrudan verilmesini
sagladig i¢in tercih edilmektedir (5, 11, 20).

Koyunlarda nativ sperma ile vaginal ya da
servikal tohumlamalar yapildiginda basarili
gebelik oranlart elde edilmesine ragmen,
dondurulmus sperma icin en ideal yontemin
intrauterin

bildirilmistir (5, 6, 8,9, 11).

tohumlama  teknigi  oldugu

Koyunlarda dondurulmus sperma ile

servikal tohumlamalardan elde edilen gebelik

aragtirici tarafindan bildirilmektedir (5, 6, 8, 9,
20, 21). Ancak, son yillarda farkli sulandirict
ve antioksidanlar kullanilarak dondurulmus
spermalardan daha iyi sonuglar alindigi
bildirilmektedir (21).

Yapilan bir ¢alismada taurine antioksidani
iceren  Tris ve Hepes sulandiricilart ile
sulandirilip dondurulan spermalarda ¢ozdiirme
sonrast motilite oranlar1 sirast ile % 54.33 ve
% 62.83 olarak belirlenmistir (21).

Bu calismada; ko¢ spermasinin taurin
antioksidani iceren Hepes ve Tris sulandirici-
lart kullanmlarak dondurulmasi ve laparoskopik
yontemle uterusa verilen ¢ozdiiriilmiis ve nativ
spermanin gebelik ve dogum oranlan iizerine

etkileri karsilastirilmustir.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada, materyal olarak Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisiinde
bulunan Akkaraman irkindan yaslart 3 ve 5
olan 2 bas ko¢ ve en az bir dogum yapmus 3-5
yaslt 60 bas koyun kullanilmistir. Koyunlar 3
gruba ayrilmis ve her grup 20 bas hayvandan
olusmustur.

Aragtirma siiresince her bir kogtan suni
vajen yontemiyle giinliik arka arkaya 2 ejakiilat
alinmig ve elde edilen spermalar hacim (ml),
mass aktivite (1-5), yogunluk (x10°%/ml),
motilite orant (%), pH, oli — canli (%) ve
anormal spermatozoa oranlar1 (%) gibi sperma-
tolojik  Ozellikler yoniinden incelenmistir.
Ejakiilat miktari; sperma toplama kadehinden
direkt okunarak (ml) belirlenmistir.

Spermatozoa motilitesi (%) ve mass aktivite



U.TASDEMIR, H. KINET, i. GZCAN, R. YURTSEVEN, P. B. TUNCER

lam 1sitma tablali Phase Contrast mikroskopta
10x40 biiyiitmede muayene edilmistir. Sper-
matozoa yogunlugu 0.01 ml sperma Ornegi 5
ml Hayem solusyonunda sulandirilarak hemo-
sitometrik yontemle saptanmistir. Anormal
spermatozoa oraninin (%) degerlendirilmesi
i¢cin 0.5 ml Hancock solusyonunda fikze edilen
sperma (sivi fikzasyon yontemi) Phase
Contrast mikroskobun immersiyon bakisinda
incelenerek, normal form disinda yapi
gosterenler belirlenmistir. Spermanin pH’s1
renk skalasi bulunan pH metre kullanilarak
Olciilmiistiir (19).

Spermalarin  sulandirilmasinda Tris ve
Hepes olmak iizere iki ayr1 sperma sulandirici-
s1 kullanilmstir. Sulandiricilarin pH s1 NaOH
ile 7.0’a ayarlanmistir. Daha sonra Tris ve He-
pes sulandiricilarinin icine 50 mM Taurine, %3
Glyserol ve %3 yumurta saris1 ilave edilmistir.

Ejakiilatlar 3 esit kisma boliinerek 1. ve II.
kistmlar taurin antioksidani iceren Tris ve
Hepes soliisyonlari ile bir tohumlama dozunda
100x10° motil spermatozoa bulunacak sekilde
sulandirilarak 0.25 ml’lik payetlere cekildikten
sonra sivi azot buharinda dondurulmustur. III.
kisim ise nativ olarak kullanilmustir.

Dogal 0strus gosteren koyunlar arama
koglar1 yardimu ile belirlenmis, kizginlig tespit
edilen koyunlara sedasyon amaciyla ksilazin
hidrokloriir [3-5 mg/kg im (Rompun %?2,
23.32mg/cc Xylazin Hydrochlorid, 50 ml,
Bayer)] verilerek tohumlama sehpasina 45°'1ik
bir egimle yatinnlmigtir. Koyunun inguinal
bolgesinin  ventrali tras edilerek gerekli

dezenfeksiyon saglanmig, meme bolgesi

medio-lateral hattin 10 cm kranialine sol ve
sag yonlii olmak iizere infiltrasyon anestezisi
(%2 Lidokain hidrokloriir, Jetokain amp.,
Adeka) yapilmistir. Daha sonra karin boslu-
gundaki organlar1 daha iyi gérmek i¢in karin
bosluguna filtre edilmis apirojen hava verilmis
ve lokal anestezi yapilan noktalardan trokar
yardimi ile karin bosluguna girilmistir. Iki
trokarin birinden laparoskop, digerinden stile
gecirilerek uterus ve ovaryumlar bulunmus,
gerekli muayeneler yapildiktan sonra, stile
cikarilarak yerine 6zel suni tohumlama kateteri
sokulmustur. Ovulasyonun oldugu taraftaki
kornu uteriye tek darbe ile girildikten sonra; 1.
gruba Tris (taurin igeren) sulandiricist ile
dondurulup ¢o6zdiiriilmiis sperma, 2. gruba
Hepes (taurin iceren) sulandiricis1 ile
dondurulup ¢ozdiiriilmiis sperma ve 3. gruba
ise nativ sperma verilerek tohumlamalar yapil-
mstir. Daha sonra uterus ve karin boslugunda
herhangi bir kanama veya zedelenme olup
olmadigr kontrol edilip, trokarlar yerinden
cikarilarak trokarla girilen noktalara sadece
deri dikisi konulmus, genel ve lokal antibiyotik
[Lokal uygulama olarak Piyedif aerosol 140
ml, (3.675 g Kloramfenikol-0.07 Jansiyan
moru, DIF), genel olarak Primamycin LA (200
mg/cc, oxytetracycline baz 50 mg/kg) Pfizer)]
uygulamalari yapilmistir.

Tohumlanan koyunlar gebeligin ortalama
25. giinii ( B Mod Real Time linear rektal prob
ve Shimadsu SDL32) ultrasonografi cihaz ile
transrektal muayene edilerek gebe olanlar
belirlenmistir. Calismada kullanilan koglarin

spermatolojik ozellikleri “t testi”, tohumlama-
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lar sonrasinda gebelik ve dogum oranlari ise "z
testi" ile istatistiki olarak degerlendirilmistir
(18).

BULGULAR

Bu  arastirmada  saptanan  baslica
spermatolojik 6zellikler Tablo 1' de belirtildigi

gibi fizyolojik simirlar igerisinde kalmistir.

Taurin iceren Hepes ile sulandirilip dondurulan
spermada ¢Ozdiirme sonrast motilite Taurin
iceren Tris'e oranla yaklagik 2 kat daha yiiksek
olarak  belirlenmistir.  Cozdiirme  sonrasi
spermatozoa motilitesi bakimindan sulandiri-
cilar arasinda belirlenen farklilik istatistiki

olarak da 6nemli bulunmustur (P<0.01).

Tablo 1: Tohumlamada Kullanilan Koglarin Spermatolojik Ozellikleri

Ejekiilat Hacim Mass Yogunlu [ Motilite Olii-Canh « Anormal Coziinme Motilitesi (%)
Kog | “gayist (cc) Aktivite | k (x10°) (%) (%) Sper
No (m) XS XS XS XS XS " Hepes ris ()
+ Sx + Sx + Sx + Sx X + Sx + Sx X +Sx X £ Sx X & 8x .D.
1 20 34320281 | 4.5320.140 | 34144250 | 82.120.57 | 6.820.07 | 20.540.57 | 17.15+0.70 | 46.05:1.65 | 22.89+0.79 | ==
11 21 34020273 | 4.58+0.176 | 3368224 | 81.00.72 | 6.7+0.8 | 21.19%0.68 | 20.8+0.46 | 4579159 | 21.84£0.79 | ==
% P<0.01

Bu arastirma sonucunda elde edilen

gebelik oranlart Tris, Hepes ve kontrol

degerlendirme sonucunda gruplar arasinda

istatistiki  olarak  bir farklilhik tespit

grubunda sirastyla %50, %50 ve %55 edilmemistir (P>0.05).
olarak belirlenmistir (Tablo 2). Yapilan
Tablo 2 : Gruplarda bulunan gebelik oranlar

Hayvan Sayisi Gebe Kalan Gebelik Orani | O.D.
Uygulama Gruplari

(n) Hayvan Sayisi (n) (%)

Tris 20 10 50 -
Hepes 20 10 50 -
Taze sperma 20 11 55 -

-:P>0.05

Dogum oranlan ise Tris, Hepes ve kontrol
grubunda sirasiyla % 45, % 50 ve % 55 olarak

belirlenmistir (Tablo 3). Gruplar arasinda

dogum oranlart bakimindan istatistiki olarak

bir farklilik saptanmamustir (P>0,05).
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Tablo 3: Gruplarda bulunan dogum oranlar1

Uygulama Gruplari Hayva(rri')Say|S| Hayv[;zggar;lnm - Dogu(r;,)Oranl 0O.D.
Tris 20 9 45 -
Hepes 20 10 50 -
Taze sperma 20 11 55 -

-: P>0.05

TARTISMA VE SONUC

Transservikal suni tohumlama uygula-
malarinda basart oraninin diisiikk olmasinin
nedeninin serviksin koyunlardaki anatomik
yapisina  bagli olarak yeterli miktarda
spermatozoanin ovidukta ulasamamasindan
kaynaklandig bildirilmektedir (1, 5, 8, 11, 15).
Bu nedenle siiperovulasyon ve embriyo
transferi calismalarinda spermanin laparoskop
yardimi ile dogrudan uterusa verilmesinin
tercih edildigi bildirilmistir (1, 8, 20).

Siiperovulasyon  uygulamasi  yapilmis
koyunlara sulandirilmis nativ sperma kullanila-
rak yapilan intrauterin

tohumlamalarda % 80

laparoskopik
oraninda  basar
saglanmig, fakat servikal yontemle yapilan
uygulamalarda bu oran daha  disik
belirlenmistir (8, 13, 20). Bunun yaninda
dondurulmus sperma kullanilarak yapilan
laparoskopik  intrauterin  tohumlamalarda
gebelik oraninin % 50 ile % 80 arasinda
degistigi bildirilmektedir (2, 8, 12, 14, 15,16).

Eppleston ve Roberts (7), dondurulmus

sperma ile koyunlarda laparoskopik intrauterin

tohumlama yapmuslar ve % 49.8 oraninda
dogum tespit etmislerdir. Windsor ve ark. (22),
Merinos ki koyunlarda yaptiklar1  bir
calismada dondurulmus sperma kullanarak
laparoskopik  intrauterin tohumlama sonucu
% 48, servikal yontemle tohumlama sonucu
% 9 oraninda gebelik elde ettiklerini belirt-
mislerdir.

Sanchez-Padrida ve ark (17), Tris ve Tris
+ 50 mM Taurine igeren sulandiricilarla kog
spermasint  dondurmuslardir.  Kizginliklar
sinkronize edilen koyunlara intrauterin yolla
tohumlama yapmuslar ve sirasi ile % 41.0 ve
% 41.4 oraninda fertilite elde etmislerdir. Bu
arastirmada ise tris icerisine taurin katilarak
spermalar dondurulmus ve c¢ozdiiriildiikten
sonra laparoskopiyle yapilan intrauterin
tohumlamalar sonucunda daha yiiksek gebelik
orani elde edilmistir. Bu fark kizginliklarin
sinkronize edilmesinden, spermanin dondurma
ve c¢Ozdirme tekniginin farkli olmasindan,
tohumlamay1 yapan kisilerin tecriibesi gibi

nedenlerden kaynaklanmisg olabilir.
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Tablo 4: Degisik arastiricilarin farkli sulandiric1 ve metotlarla dondurduklar1 ko¢ spermalariyla

yaptiklari intrauterin laparoskopik tohumlama sonuglari (17).

Referans Sulandirical Toh. Dozu (x10° Tohumlama Zamani Toh. | Fertilite | Sinkronizasyon
her iki kornuya (Siinger cikarildiktan Hayv. % Metodu
verilen miktar) sonra) Sayis1

Maxwell (1984) Tris 40 60-66 837 50.7 FGA siinger
48 41 31.7
Eppleston ve Roberts . -
(1986) Tris 50 60 39 61.5 FGA siinger
72 46 37.0
48 111 45.9
. 60 107 55.1 ..
Maxwell (1986) Tris 50 = 15 574 FGA stinger
78 61 39.3
294 60.2 Sezon i¢i
Gourley ve Riese (1990) Tris 20 55-60 FGA stinger ve
30 63.3 Norgestomet imp-
lant Sezon dig1
60 (sperma pellet seklinde
donduruldu) 150 70.7
e SBR[ o7
Maxwell (1995) Tris 20 — FGA stinger
60 (sperma 0.5’lik payette 150 553
donduruldu) )
60 (sperma minitiib i¢inde
donduruldu) 150 653
Tris (360 mM) 42 66.7
Molinia ve ark. (1996) Tris (300 mM) 20 50-60 40 47.5 FGA siinger
Hepes 45 71.1
. Tris 39 41.0
Sanchez-Patrida ve ark. : 30 46-60 FGA siinger
(1997) Tris+50mM
. 41 414
Taurine
Molinia ve ark. (17)’nin yaptiklar yaptiklar1  servikal tohumlamalar sonucunda

calismada Hepes ile sulandirip dondurduklari

spermalar1  ¢ozdiirdiikkten sonra kizginli
sinkronize edilen koyunlarda laparoskopi ile
intrauterin tohumlama yapmuglar ve % 71.1
oraninda gebelik elde etmiglerdir. Yapilan bu
caligmada Hepes sulandiricisi  grubunda
bulunan % 50.0 dogum oranina gore bildirilen
bu deger olduk¢a yiiksektir. Arastiricilarin
sperma dondurma tekniklerinin farkli olmasi
ve koyunlarin kizginliklarinin toplulastirilmasi
gibi nedenlerden dolayr bu farklilik ortaya

¢ikmis olabilir.

Ataman ve Coyan (2), dogal 0Ostrus

gosteren koyunlarda dondurulmus sperma ile

% 34.78 gebelik ve % 26.09 dogum orani elde

etmelerine ragmen intrauterin tohumlamalar-

dan % 63.83 gebelik ve % 55.32 dogum orani

tespit etmisglerdir.

Ayar ve Akdeniz (3), Ankara kecilerinde

dondurulmus

sperma kullanarak yaptiklar

intraservikal ve intrauterin tohumlamalardan

sirasi ile % 10.5 ve % 36.8 oraninda gebelik

elde ettiklerini bildirmislerdir.

Gourley ve Riese (11), sezon iginde ve

sezon disinda dondurulmus sperma ile yaptik-
lar1 laparoskopik intrauterin tohumlamalardan
strastyla % 73 ve % 63 oraninda gebelik tespit

etmislerdir.
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Thimonier (20), Fransiz irki koyunlarda,
Espinosa (8) ise, Ispanya’nin kuzey bolgesinde
yetistirilen siit¢ii 1rk koyunlarda laparoskopik
yontemle intrauterin tohumlama yapmislar,
sirasiyla % 61 ve % 55 gebelik orani; % 47 ve
% 43 dogum orani elde etmislerdir.

Daha once yapilan ¢alismalarin sonuclari
ve bu arasgtirma bulgularina paralel olarak suni
tohumlama ¢aligmalarinda laparoskopik teknik
ile yapilan intrauterin tohumlama uygulamala-
rinin intraservikal, transservikal uygulamala-
rina oranla gebelik ve dogum oranlarinin daha
yiiksek oldugu, giiniimiizde hala uygulanabilir

bir teknik oldugu diisiincesi benimsenmistir.

Armstrong ve Evans (1), yaptiklar1 bir
caligmada siiperovule koyunlarda nativ ve
dondurulmus sperma kullanarak intrauterin
tohumlamalar yapmislar, nativ sperma ile
yapilan tohumlamalarda dondurulmus
spermaya oranla gebelik ve dogum oranla-
rinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Yapilan bu ¢alismada, Armstrong ve Evans’in
(1) yaptiklar1 calismadan farkli olarak nativ ve
dondurulmus spermalarla yapilan suni tohum-
lamalarda gebelik ve dogum oranlarinda
istatistiki olarak herhangi bir farklilik belirlen-
memistir (Tablo 2-3). Gebelik ve dogum
oranlarinda farkliligin olmamasinin, sulandiri-
cilar icerisine katilan taurin antioksidanina

bagli oldugu diisiiniilmektedir.

Sonug olarak; taurin antitoksidani katila-
rak Tris ve Hepes sulandiricilar ile dondurulan
sperma ve nativ sperma ile yapilan tohumla-
malar sonucunda elde edilen gebelik ve dogum

oranlar arasinda istatistiki yonden onemli bir

farkin olmadig1r ve bu nedenle de intrauterin
tohumlamalarda nativ sperma yerine taurin
antioksidam katilarak sulandirilmis ve dondu-
rulmus spermalarin rahatlikla kullanilabilecegi

sOylenebilir.
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