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KOC SPERMASININ FARKLI AN’_l‘iOKSiDANLAR ICEREN SULANDIRICILARLA
KISA SURELI SAKLANMASI'
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Ozet: Bu calisma ile, kog spermasinin kisa siireli (+5°C’de) saklamasinda sulandiriciya farkli antioksidanlar katarak
spermatozoanin motil kalma siiresi ve fertil mriiniin uzatilmas: amaclanmistir.

Sperma 4 adet Akkaraman 1rki kogtan diizenli olarak haftada iki kez olmak tizere suni vagen yontemi ile alinmigtir. Calismada
ana sulandirici olarak kullanilan tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarisi sulandiricisina ergothionin (0.03 mg/ml), seminal plazma (1 ml),
askorbik asit (10 mM), siiperoksit dismutaz (800 [U/ml) ayri ayri olmak iizere ve bu maddelerin belirtilen miktarlardaki
kombinasyonu ilave edilerek 5 farkli sulandiric grubu elde edilmistir. Kontrol grubu olarak ise antioksidan ilave edilmemis tris -
sitrik asit — glukoz - yumurta sarisi sulandiricisi kullanilmistir. Esit hacimlerde béliinen miks ejekiilatlar 1:5 oraninda sulandinlmustir.

Sulandirilan spermalarda motilite, 6lii spermatozoa orani, anormal spermatozoa orani ve pH parametreleri (. saatten 72. saate
kadar 12 saat araliklarla degerlendirilmis ve kaydedilmistir. En yiiksek ortalama motilite ve en diigiik 6lii ve anormal
spermatozoa oranlari 72. saat sonunda kombine ve ergothionin sulandirici gruplarinda elde edilirken: en diisiik motilite, en yiiksek
olii ve anormal spermatozoa oranlari seminal plazma sulandirici grubunda elde edilmistir. Caligmanin 0-72. saatleri arasinda tiim
spermatolojik parametreler igin grup ortalamalan arasinda anlamli diizeyde fark oldugu tespit edilmistir (P<0.001).

Sonug olarak, kog spermasinin kisa siireli saklanmasinda sulandiriciya katilan antioksidanlardan ergothionin ve aragtirmada
kullanilan antioksidanlardan olusturulmug kombine sulandiricisinin diger sulandiricilara gore daha bagarili sonuglar verdigi
gozlemlenmistir.

Anahtar sozciikler: Kog, sperma, kisa stireli saklama, serbest oksijen radikalleri, antioksidan.

Liquid Storage of Ram Semen with Extenders that Containing Different Antioxidants

Summary: This study was aimed at the prolongation of the periods in which ram spermatozoa remains motile and fertile by
means of addition of various antioxidants to the diluent used for short term preservation of ram sperma at +5°C.

Sperma was regularly collected from 4 Akkaraman breed rams twice a week by using an artificial vagina. Ergothionin (0.03
mg/ml), seminal plasma (1 ml), ascorbic acid (10 mM) and superoxide dismutase (800 IU/ml) were added separately to the main
diluent of the study which contained tris - citric acid - glucose - egg yolk. Together with a combination including the
aforementioned additives at the stated amounts, 5 different diluent groups were formed. The diluent containing tris-citric acid-
glucose-egg yolk was used as control. Mixed ejaculates were separated into equal volumes and diluted at a proportion of 1:5.

Examination with regard to parameters including motility, the rates of nonviable and abnormal spermatozoa and pH values
was performed at 12 hour intervals between hours 0 and 72. At the end of the 72nd hour, the highest mean rate of motility and the
lowest rate of nonviable and abnormal spermatozoa were detected in the groups in which the combination and ergothionin were
used. On the other hand, the lowest mean rate of motility and the highest rate of nonviable and abnormal spermatozoa were
determined in the group in which seminal plasma was administered. Differences between mean group values with regard to each
spermatological parameter, between hours 0 and 72, were found to be statistically significant (p<0.001).

In conclusion, among various antioxidants added to the diluent, used for short term preservation of ram sperma, ergothionin
and the combination were determined to give better results.

Keywords: Ram, sperma, Sshort term storage, free oxygen radicals, antioxidant.

GIRIS dejeneratif bir etki olusturur. Ciinkii membrandaki akis-
kanlig1 saglayan esas 0ge, plazma membraninda bulunan
doymamug yag asiti igerigidir. Lipit peroksidasyonunun
¢ok diisiik oranda olugmasi bile membran akiskanliginda
ani bir azalmaya neden olur. Boylece, akrozom reaksiyo-
nu ve yumurta katmanlarinin penetrasyonu engellenir®*.

Spermanin kisa siireli saklanmasi sirasinda spermato-
zoa lipit peroksidasyonuna maruz kalabilmektedir. Lipid
peroksidasyonu spermatozoanin disfonksiyonunda rol oy-
nayan en onemli etkenler arasindadir*. Spermatozoanin
serbest oksijen radikalleri ve onlarin neden oldugu lipid

peroksidasyonuna oldukga duyarli olmasinin nedeni, sper- Peroksidasyonun bir sonucu olarak plazma

matozoa plazma membraninin doymamis yag asitleri ba-
kimindan oldukea zengin bir yapiya sahip olmasiyla agik-
lanmaktadir. Serbest oksijen radikalleri, spermatozoa
membraninda yapug: degisikliklerle akigkanlig etkiler ve

' Ayni adli doktora tezinden 6zetlenmisgtir.

membrani icerisinde yiiksek ve diisiik akiskanliga sa-
hip multifazik bolgelerin yaratilmas: fosfolipaz A, en-
ziminin aktivasyonuna neden olur. Fosfolipaz A, enzi-
minin aktivasyonu sonucu da membranda yag asitleri-
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nin kayb: ve lipit tabakasinin organizasyonu lizerine
zararl etkileri olan lisofosfolipidlerin ortaya ¢iktigi
goriiliir. Tiim bu faktorlerin bir araya gelmesiyle
peroksidatif hasar membran iizerinde lateral olarak
yayilir ve spermatozoonlarin motilite ve canlilifinda
onemli kayiplar goriliir*>'"".

Aerobik ve hatta yari aerobik ortamlarda dahi reaktif
oksijen tiirlerinin iiretilmesi kagimimazdir. Kisa siireli
* saklamada agz1 kapatilmis olan tiip igerisinde tutulan
spermann yiizeyi ile tiipiin agiz kism arasinda bulunan
oksijen aerobik metabolizmanin olusabilmesi i¢in yeter-
lidirs'+.

Memeli hayvanlarin viicut sivilari ve reprodiiktif
dokularinda da yiiksek konsantrasyonlarda bulunan anti-
oksidan maddeler, eksojen olarak sperma sulandincilarina
katildiginda spermadaki reaktif oksijen tiirlerinin neden ol-
dugu, hiicre membranindaki doymamus yag asitleri ve fos-
folipitlerin peroksidasyonunu minimuma indirmektedir.
Boylece lipit peroksidasyonunun spermatozoa akrozo-
munda neden oldugu hasar azaltilabilmekte ve dolayisiyla
elde edilen dol verimi nemli dlgiide yiikseltilebilmekte-
dirll.lil‘."-l‘).

Son yillarda seminal plazmada yiiksek konsant-
rasyonlarda dogal olarak bulunan taurin, hypota-
urin, inositol, prolin, SOD, katalaz, BHT, desferal,
askorbik asit, alfa-tokoferol gibi maddelerin anti-
oksidan 6zelliklerinden faydalanma yoluna gidil-
mistir. Aragtirmacilar bu amagla antioksidanlari
sperma sulandiricilarina katarak spermalarin kisa ve
uzun siireli muhafazasinda kullanmislar ve baganli so-
nuglar almiglardir®#.

Bu c¢aligma ile, kog spermasinin kisa siireli
(+5°C’de) saklamasinda sulandiriciya farkli antioksi-
danlar katarak spermatozoanin motil kalma siiresi ve
fertil mriiniin uzatiimasi amaglanmistir.

MATERYAL ve METOT

Calismada Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Egitim, Arastirma ve Uygulama Ciftliginde bulunan 4
adet Akkaraman ki kog kullanildi. Spermalar 4 ko-
cun her birinden 10’ar ejakiilat olmak iizere haftada
iki kez sun’i vagen yontemi ile alindi. Alinan miks
ejakiilatlarda 6ncelikle miktar, motilite, dlii/canli
spermatozoa orant, anormal spermatozoa orani, yo-
gunluk ve pH parametreleri belirlenerek kaydedildi.

Spermalarin sulandirimasinda ana sulandinci ola-
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rak; tris, sitrik asit, glukoz, yumurta saris1 sulandirici
kullanildi.

larin_sulandirilmasin n_ana su-
landiricuun formiilii:
Trisma Base 363 ¢g
Sitrik asit 1.82¢g
Glukoz 05¢g

* Distile su ile 100 ml’ye tamamlanarak Tris-Sit-
rat-Glukoz sulandiricist hazirlandi. Yumurta sarist su-
landiricrya % 20 oraminda ilave edildi.

Yukarida acik formulasyonu verilen sperma sulan-
diricisi esit hacimde olacak sekilde 6 adet deney tiipii-
ne boliindiikten sonra, sperma sulandiricilarina ergot-
hionin (0.03 mg/ml), seminal plazma (1 ml), askorbik
asit (10 mM), siiperoksit dismutaz (SOD) (800
1U/ml) ve bu maddelerin belirtilen miktarlardaki
kombinasyonu ilave edilerek 5 farkli sulandirici grubu
elde edildi. Kontrol grubu sulandiricist olarak ise tris,
sitrik asit, glukoz, yumurta sarisi sulandiricisi kullanil-
di. Sulandirmalar 1:5 oraninda yapildi.

Sulandirica Gruplar:

L. Grap: Tris Sul. + 0.03mg/ml Ergothionin

IL Grup: Tris Sul. + 0.03 mg/ml Ergothionin + 8001U/mi
SOD + 10mM Askorbik asit + 1 ml Seminal plazma

1M1 Grup: Tris sul. + 800 IU/ml SOD

IV. Grup: Tris sul + 10 mM Askorbik asit

V. Grup: Tris sul. + 1 ml Seminal plazma

Kontrol Grubu: Tris Sulandiricisi

Sulandirilan spermalarda motilite, olii/canli spermato-
zoa orani, anormal spermatozoa orani ve pH parametreleri
0. saatten 72. saate kadar 12 saat araliklarla degerlendirildi
ve kaydedildi. Sperma numuneleri, calisma siiresi boyun-
ca buzdolabi 1sisinda (+5°C’de) saklandi.

Istatistiksel analiz: Degiskenler ortalama ve standart
sapma degerleri kullamlarak karsilagtirildi. Gruplar ara-
sinda farklilik olup olmadigim anlamak igin tek yonli
varyans analizi (ANOVA) uygulandi. Analiz sonucunda
farklilik bulundugunda, farklilig1 yaratan gruplar belirle-
mek i¢in DUNCAN ikili karsilastirma testi yapildi. Her
bir gruptaki saatler arasi farklarin kargilagtirllmasinda
tekrarli olglimlerde varyans analizi uygulandu.

BULGULAR

Arastirmada elde edilen sonuglar Tablo1” de goste-
rilmistir.
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Tablo 1. Sifir ile 72. saatler arasinda elde edilen ortalama spermatolojik parametre degerleri.
Table 1. The avarage spermatologic paramaters that achived between hours 0 and 72.
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TARTISMA ve SONUC

Arastirmada elde edilen verilerden, ergothionin
grubunda motilite oranlarmin tiim zaman araliklarinda
kombine grubu hari¢ diger gruplardan daha yiiksek,
olii ve anormal spermatozoa oranlari ise daha diisiik
oldugu goriilmiigtiir. Bununla birlikte, degerlendirilen
spermatolojik parametreler agisindan kombine grubu
ergothionin grubundan daha iistiin bulunmasina rag-
men, her iki grupta elde edilen sonuglarin birbirlerine
oldukga yakin olduklari tespit edilmistir. Aragtirmanin
ergothionin grubunda elde edilen sonuglari destekler
bi¢imde, Morel*, ko¢ seminal plazmasinda bulunma-
yan ergothioninin seminal plazma igerisindeki diger bi-
yokimyasal komponentleri oksidasyona karsi korudugu
icin bir antioksidan madde olarak fonksiyon gordiigii-
nii ve seminal plazma komponentlerinden sistein ve as-
korbik aside benzer sekilde, spermatozoay: oksidatif ve
peroksidatif ajanlardan korudugunu bildirmistir.

Bu arastirmada olusturulan kombine grubunda elde
edilen motilite oranlari spermatolojik parametrelerin
degerlendirildigi tiim zaman araliklaninda (sifirinci sa-
atte elde edilen motilite oran1 hari¢) biitiin gruplarda
elde edilenlere gore daha yiiksek, olii ve anormal sper-
matozoa (sifirinci saatte elde edilen anormal spermatozoa
orani hari¢) oranlari ise daha diisiik olarak tespit edil-
mistir. Aragtirmanin kombine grubunda elde edilen so-
nuglarin kimi arastirmacilarin bildirdikleri sonuglar ile
uyum icerisinde oldugu goriilmiigtiir'*. Her antioksida-
nin etkili oldugu serbest radikalin farkli olmasi ve anti-
oksidanlarin kombine edildiklerinde birbirlerini tamam-
layici etki gostermeleri, calismalarda kullanilan kombine
antioksidan sulandiricilarindan daha optimal sonuglar
alinmasinin bir nedeni olabilecegi diistiniilmektedir.

Arastirmanin spermatolojik parametrelerinin deger-
lendirildigi biitiin zaman araliklarinda ortalama motili-
te oranlar1 SOD iceren grupta kontrol grubuna gore
yiiksek, olii ve anormal spermatozoa oranlar1 da kont-
rol grubuna gore daha diisiik olarak tespit edilmigtir.
Calismanin SOD grubunda elde edilen sonuglarin kimi
aragstirmacilarin bildirdikleri sonuglarla uyum igerisin-
de oldugu diisiiniilmektedir****.

Bazi arastirmacilar antioksidan maddeleri farkl
hayvan tiirlerinin spermalarina katarak bu spermalari
kisa ve uzun siireli olarak saklamislardir. Aurich ve
ark.” aygir spermasinin kisa siireli saklanmasinda yag-
s1z siit ve glisin sulandiricilarina antioksidan olarak
farkli dozlarda askorbik asit ve katalaz ilave etmisler-
dir. Sonugta askorbik asit ile sulandiriimig grupta anor-
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mal spermatozoa oranini kontrol grubuna kiyasla daha
diisiik bulduklarini, ancak motiliteye pozitif bir etkinin
olmadigini bildirmislerdir. Bunu destekler nitelikte
Ball ve ark.” da aygir spermasinin kisa siireli saklan-
masinda kullandiklar: askorbik asidin spermatozoa
motilitesi tizerine pozitif bir etkisinin olmadigini bil-
dirmiglerdir. Bu caligmada ise Aurich ve ark* ve Ball
ve ark.””’nin bildirdiklerinin aksine tiim degerlendirme
asamalarinda askorbik asitle sulandirilmig grupta kont-
rol grubuna oranla daha fazla motilite elde edilmistir.
Caligmalar arasinda olusan bu farkliligin kullanilan
sperma sulandiricilarinin, sperma tiiriiniin ve sulandiri-
cilara katilan antioksidan miktarlarinin farkli olmasin-
dan kaynaklanabilir. Ayrica askorbik asit iceren sulan-
diricilarla sulandirilan spermalarda zamana bagli olarak
ortaya ¢ikan diisiik pH nin motilitede reverzibl bir
azalmaya neden olmasiyla askorbik asidin yararli etki-
sinin maskelenebilecegi diisiiniilmektedir. Bu ¢aligma-
da elde edilen anormal spermatozoa oranlarinin ise
Aurich ve ark.*’nin elde ettikleri sonuglarla uyum ice-
risinde oldugu diisiiniilmektedir. Bu durum askorbik
asidin spermatozoa membranlari iizerine koruyucu et-
kisinin oldugunu ve bunu da membran lipitlerinin pe-
roksidasyonunu ¢nleyerek sagladigini gostermektedir.

Arastirmanin biitlin degerlendirme asamalarinda di-
ger antioksidan i¢eren sulandiric gruplarina gore semi-
nal plazma grubunda en diigiik motilite ve en yiiksek
olii ve anormal spermatozoa oranlari elde edilmistir.
Elde edilen bu sonuclar kimi arastirmacilarin sonuglari
ile uyum icerisindeyken®*, bazilariyla uyumsuzluk
gostermektedir™**. Caligmanin seminal plazma gru-
bunda elde edilen sonuglar ile diger arastirmalar ara-
sindaki farkliliklarin, her memeli tiirtiniin seminal plaz-
ma igeriginin, sulandiricilara katilan seminal plazma
oranlarimin ve c¢aligmalarin yapildigr cevre kosullarmin
farkli olmasi, bunlarin yani sira seminal plazma ve
fraksiyonlarinin farkli yontemlerle elde edilmesi gibi
faktorlerden kaynaklanabilecegi diisiintilmektedir.

Sonug olarak, ko¢ spermasinin kisa stireli saklan-
masinda sulandiriciya katilan antioksidanlardan ergot-
hionin ve arastirmada kullanilan diger antioksidanlar-
dan olusturulmus kombine sperma sulandircisinin di-
ger sulandirma gruplarina gore daha basarili sonuglar
verdigi gozlemlenmistir.
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