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OZET

Bu caligma, koglara intramuskiiler uygulanan vitamin C’nin, spermatolojik
6zellikler tizerine etkisi ile degisik oranlarda gliserol ve vitamin C ilave edilen
sulandincilarla ko¢ spermasimn sulandimlmasmin spermanin  dondurulabilirligi ve
‘spermatolojik 6zellikler tizerine etkisi aragtinlmak amaciyla yapilmigtir.

Calismada 6 Akkaraman kog¢ kullanildi. Koglardan bir ay siireyle, 3 giinde
bir, kan ve elektroejakiilatorle sperma alindi. Sonra koglara 30 giin sireyle
20 mg/kg/giin i.m. vitamin C uygulandi. Bu siire esnasinda da benzer gekilde kan ve
sperma alindi. Kan ve spermalardaki vitamin C diizeyleri ile spermalarin
spermatolojik ozellikleri tespit edildi.

Aragtrmanin  ikinci kisminda aym koglardan alinan spermalar pooling
yapilarak 6n sulandmnlmasi yapildi ve sicaklifi 2 saat igerisinde 4°C’ye diigiiriilerek
20 esit kisma aynildi. Spermalar, farkli oranlarda gliserol (%0,1,3,5,7) ve vitamin C
(0,0.5,1,2 mg/ml) iceren 20 farkli sulandinciyla 1:1 oraninda sulandinldi.
Sulandinlmig spermalar 0.25°lik payetlerde 4 saat bekletildikten sonra sivi azot
buharinda donduruldu. Dondurulan spermalar, 38°C’de 25 saniyede g¢ozdiiriilerek
spermatolojik ozellikleri belirlendi.

Vitamin C enjeksiyonlarindan sonra, koglarn kan serumu ve sperma vitamin
C diizeylerinin yikseldigi (P<0.01), sperma miktar1 ve spermatozoon yogunlugunun
arttif1 (P<0.05), motilite ve diger spermatolojik ozelliklerin ise degismedigi (P>0.05)
tespit edildi.

Farkh oranlarda gliserol ve vitamin C ilave edilen gruplarda, vitamin C
miktanmin artigina  bagh olarak spermatolojik 6zelliklerde herhangi bir farkhilik
goriilmedi. Gliserolasyon ve equilibrasyondan sonra, gliserol oranmin artigina bagh
olarak akrozoma bagli anormal spermatozoon, toplam anormal spermatozoon ve 6li
spermatozoon oranlan yiikselirken (P<0.05), spermatozoon motilitesinin dustigu
(P<0.05) gorilldii. Spermanin dondurulup ¢dzdiirilmesi sonucu gliserol oramnin
artigina bagl olarak akrozoma baglt anormal spermatozoon orani, toplam anormal
spermatozoon orami ve spermatozoon muotilitesi yiikselirken (P<0.05) ola
spermatozoon oram azaldi (P<0.05).

Sonu¢ olarak koglara i.m. Vitamin C uygulanmasi spermamn miktar ve
yogunlugunu onemli derecede artirdigindan, agim mevsiminde yapilacak

uygulamalann sperma kalitesini olumlu yonde etkileyecegi soylenebilir.



Kog¢ spermalarinda gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu, gliserol oranmin
artigt  (%0-%7) spermatolojik oOzellikleri olumsuz yonde etkilemesine ragmen
dondurup ¢bzdirme sonucu en iyi sonuglar %5 gliserol katilan gruplardan elde
edilmigtir. Dondurup ¢6zdiirme sonucu vitamin C’nin spermatolojik 6zellikler
“{izerine 6nemli bir etkisinin olmadif anlagilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kog, Sperma, Dondurma, Vitamin C, Gliserol



ABSTRACT

This study was conducted to investigate the effects of intramuscular
administration of ascorbic acid on spermatological characteristics in rams, and influence
of semen diluted by extenders containing different proportions of glycerol and vitamin C
'on semen frezability and sp;srmatological parameters.

In this investigation, six Akkaraman rams were used. Semen was collected by
electroejaculator once every three days during one month. Blood samples were taken
after semen collections. After the intramuscular administration of vitamin C at a dose of
20 mg/kg/day during 30 days, blood and semen samples were taken similarly once in
three days during injections. All ejaculates were evaluated for spermatological
characteristics. Vitamin C levels were determined in blood serum and semen samples.

In the second part of the experiment, semen collected from the same rams were
pooled in a glass tube. Pooled semen were diluted in 1:4 (v/v, semen:extender). It was
cooled slowly to 4°C within 2 h. Each of the resulting diluted and cooled 20 semen
groups was diluted 1:1 with one extender group containing different proportions of
glycerol  (0,1,3,5,7%) and ascorbic acid (0,0.5,1,2 mg/ml). Extended semen was
packaged in 0.25 ml French straws. The semen was allowed to equilibrate for 4 h before
freezing. The straws were frozen in liquid nitrogen vapour. The straws from each
treatment were thawed in a water bath at 38°C for 25 s.

After administration of vitamin C, significant increases were observed in the
average vitamin C levels in blood serum and semen of rams (P<0.01), the average
semen volume and sperm concentration (P<0.05), but the changes in the average sperm
motility and other spermatological characteristics were not significant (P>0.05).

There was no significant difference in spermatological characteristics depending
on the increase in proportions of vitamin C after glycerolation, equilibration, freezing
and thawing.

After glycerolation and equilibration, though the increase in the glycerol levels
reduced motility (P<0.05), it raised the rate of dead sperm, the rate of acrosomal
damaged spermatozoa, and the total rate of abnormal spermatozoa (P<0.05). After
freezing and thawing, while the increase in the level of glycerol raised motility, the rate
of acrosomal damaged spenhatozoa»and total rate of abnormal spermatozoa (P<0.05), it
reduced the rate of dead sperm (P<0.05).



In conclusion, intramuscular administration of vitamin C in rams increased
semen volume and spermatozoon concentration. Therefore, intramuscular administration
of vitamin C in rams can improve semen quality in breeding season.

Although the increase in glycerol levels (0%-7%) in diluted semen had negative
effects on spermatological charecteristics after glycerolation and equilibration, the best
results were observed in diluted semen groups containing 5% glycerol after freezing and
thawing. However the increase in the proportions of vitamin C in extended semen did
not change the spermatological characteristics.

Keywords : Ram, Semen, Freezing, Vitamin C, Glycerol



3. GIRiS

Ulkemiz yaklagik 29 milyon 435 bin koyun varligi (11) ile énemli bir koyun
popiilasyonuna sahip olup iklim ve tabiat sartlari yoniinden koyunculuga elverigli bir
yapt gostermektedir. Ulkemizdeki hayvancilik sektérii igerisinde et, siit ve yapagt

“gretimi  bakimindan koyunculuk 6énemli bir yere sahiptir. Ancak 1slah

¢alismalarindaki yetersizlikler, délverimi disikligi, bakim ve bésleme sartlarinin
yetersiz olmasi ve erken kuzu kesimi gibi nedenlerden dolayr koyunculukta yeterli
gelisme saglanamamugtir. Diinya standartlarinda bir yetistiriciligin yapilabilmesi igin
bakim ve beslenme ézeliikle de mera sartlarinin iyilestirilmesi ve daha da onemlisi
genotipik yapinin 1slah edilerek iistiin 6zelliklgre sahip generasyonlanin elde edilmesi
gerekmektedir. |

Koyunlarda genotipik yapimnin iyile.stirilmesi amacwyla iilkemizde saf
yetisgtirme ve melezleme ¢aligmalari yapllageimektedir. Melezleme yoéntemi, yerli
koyun wrklannin yiiksek verimli kiltiir irklanina doniigtiiriilmesini saglayan giivenilir
yontemlerden biridir. Melezleme ¢aligmalarinda, tabil tohumlamaya nispetle suni
tohumlama yontemi kullamlarak istiin genotipik yapi ve verim 6zelliklerine sahip
kog spermalanyla kisa siirede daha fazla sayida koyunun tohumlanmast miimkindir.
Bu nedenle ekonomik verim o6zellikleri diigiik olan yerli koyun wklarinda verimin
yikseltilmesi ancak suni tohumlama uygulamalariyla gergeklestirilebilir. Diger
taraftan, ilkemizdeki yerli koyun irklanimin gogunun biiyik ve asirt yagh kuyruk
yapisina sahip olmasi nedeniyle slah galigmalarinda kullanulan koglarin séz konusu
kuyrugu cevirerek bu koyunlara agim yapamamasi, melezleme c¢aligmalarinda suni
tohumlama uygulamalarint zorunlu hale getirmektedir (5).

Ulkemizde saha sartlarinda yapilan suni tohumlama ¢alismalarinda genellikle
sulandinilmig taze sperma kullanilmaktadir. Ancak taze spermamn fertilitesinin
1-2 giinle smurh olmast ve bolgesel olarak tagima zorluklarimin bulunmast,
aragtirmacilan spermanin dondurularak kullamlmasina yonlendirmigtir (18).

Dondurulmug kog spermasi, boga spermasinin suni tohumlamada kullanildig:
kadar basanli bir gsekilde kullanilamamaktadir. Bunun baslica nedenlerinden birisi
kog spermasmun dondurulup ¢Ozdiriilmesi sonucu elde edilen motilitenin

memnuniyet verici olmamasidir (142, 145).



3.1. Ko¢ Spermasini Saklamanin Tarihgesi

Ciftlik hayvanlan yetigtiricilifinde spermamin uygun kosullar altinda basarili
bir gekilde saklanmast suni tohumlamann ilk uygulanmaya baglanmasindan bu yana
onemli bir ugrag alam olusturmustur. Ilk uygulamalarda sperma alindiktan hemen
" sonra disi genital kanala verildiginden boyle bir sorun giindeme gelmemis ise de suni
tohumlama uygulamalarinin yayginlagmaya baslamasiyla onemli damuzhk koglarin
spermalarin  farkh bélgelefé taginarak daha fazla sayida koyun tohumlanmasinin
amaglanmasi, spermanin suni kogullar altinda uzun siire saklanmasi ihtiyacin
dogurmustur. Bu da ancak spermatozoa metabolizmasimin yavaglatiimast ya da
durdurulmas: suretiyle fertil -hayatin uzamasi saglanarak basarilabilirdi. Bu amagla
bazt aragtirmacilar (91, 111) spermanmn sicakligimn dusgiirillerek spermatozoon
metabolizmasinin yavaglatilmasi veya durdurulmas: suretiyle spermanin sivi olarak
saklanmasi veya 0°C’nin altinda dondurularak saklanmasi konularinda genig caplt
aragtirmalar yapilmigtir.

Bilimsel olarak spermanin dondurulmast konusunda yapilan ilk g¢aligmalar
Italyan fizyolog Lazzaro Spallanzani (131)ye aittir. Bu bilgin, 1776 yilinda kopek,
aygir ve insan spermasimn kar igerisinde sakladifinda spermatozoonlarin 6lmedigini
ancak motilitenin gegici olarak k.ayboldugunu, bu spermalarin sicakligimin tekrar
yiikseltilmesi durumunda ise hareketlerin yeniden baglayarak spermatozoonlarin
normal duruma geldiklerini bildirmigtir.

Yamane ve Kato (147), 1928 yilinda yapuklan ¢aligmada aygir
spermatozoonlanmin glikoz (%5)-fosfat sulandiricist (pH 7.2-7.4) ile sulandiriimasi
sonucu sulandinlmamig spermalara gore 10 kat daha uzun bir siire yagsadiklarim
bildirmiglerdir. Bunun iizerine Milovanov (93), farkli tiirlerin spermalar igin fosfat
sulandincisim  geligtirmis ve glikoz-fosfat sulandiricisi ile sulandirarak 7-18°C’de
20-25 saat saklamig oldugu kog¢ spermalanyla %53 oraminda kuzulama oram elde
ettigini bildirmigtir.

Taze ve sulandinilmg spermalarla yapilan suni tohumlama galigmalari, 1940’k
yillarda koyun yetistiricilii programlarinda genig olgtide kullamlmaya baglanmugtir.
Daha istiin genotipik o6zelliklere sahip koglarin spermalariyla mevsimin farkl
zamanlarinda ve daha fazla sayida koyunun tohumlanmasinin gerekmesi ve

spermanin alindifi bolgeden uzak yerlere tagmmmasina ihtiyag duyulmasi gibi



hususlar uygun kosullar altinda kog spermasmin saklanmasi konusundaki
aragtirmalan tegvik etmistir (91, 111).

Rus bilim adamu Milavanov (94), sperma sicakliginin sifira yakin derecelere
diigiirilmesi sonucu ortaya gikan soguk sokunun spermatozoonlar tizerinde doniisii
“olmayan bazi hasarlara neden oldugunu, ancak spermamn kademeli olarak
sogutulmast veya spermaya lipid ilave edilmesiyle bu durumun stesinden
gelinebilecegini bildirmi$tir.

Degisik kaynaklardan (yumurta sarisi, testis, corpus luteum, beyin, soya
fasiilyesi) elde edilen lipidlerin soguk sokuna kargt spermatozoonlart korudugunun
anlaglmasindan sonra Phillips ve Lardy (104), boga spermasin korunmast
amaciyla yumurta sansi-fosfat sulandimcisim gelistirmiglerdir. Daha sonra Salisbury
ve ark. (116), yaptiklan aragtirmalar sonucunda yumurta sansi-sitrat sulandincisinin
daha iyi bir sperma sulandiricis: oldugunu tespit etmiglerdir.

Aynt yillarda kog¢ spermasim sulandirmak amaciyla yagh ve yagsiz siit
sulandiricilart da  kullanilmugtir. Dauzier (38), yaptigt bir calismada kaynatilmig
sogutulmus yagsiz siit ile 11 kat sulandinlan ve tohumlama oOncesi 12 saat siireyle
2-4°C’de saklanan kog spermalariyla %51 oraninda gebelik elde ettigini bildirmigtir.

Yapilan biitiin galigmalara ragmen 0°C’ye yakin sicakliklarda sivi olarak
24 saatten daha fazla saklanan spermalarla yapilan tohumlamalar sonucu elde edilen
dolverimi oranlarinda azalmamn goériilmesi, aragtirmacilan spermamn dondurularak
saklanmasina yonlendirmigtir.

Spermanin  dondurulmasma ait ik bilgiler, 1937 yiinda memeli ve kanath
spermasint ~21°C’de gliséroi soliisyonu (%9.2) kullanarak dondurmayi bagaran
Bernstein ve Petropavlovsky (20)’ye aitttir. Bundan sonra 1949 yilinda Polge ve ark.
(105)’nin  spermanin  dondurulmas1 izerine yaptiklarni ¢aligmalar neticesinde,
gliseroliin soguga karst koruyucu etkisinin oldugu herkesge kabul edilmistir. Bu
onemli kesfi, 1950 yilinda Emmens ve Blackshaw (47)’m boga, ko¢ ve tavsan
spermalanm gliserol igeren koruyucu medyumlar igerisinde ve dusiik sicakliklarda
dondurup saklamalan izlemigtir. Bu galigmalarda dondurulmus boga spermalariyla
memnuniyet verici sonuglar alinirken, dondurulmus kog spermalanyla yapilan
tohumlamalarda fertilite oranlarninin diigiik oldugu goralmisgtiir.

1970°1i yillann ortalarinda ise ¢aligmalar organik sulandiricilarin kullamimast

izerinde yogunlagmugtir. Visser ve Salamon (143) tarafindan 1973 yilinda spermanin



saklanmast amactyla Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethane) igeren sulandiricilar
bulunmugtur. Temelde bu sulandincilar, pH degigimlerine kargi fosfat ve sitrat
sulandinicilarina gére daha toleransli ve esnektirler. Giiniimiizde Tris sulandincist
kog spermasmin uzun siireli saklanmasi amaciyla yaygin olarak kullamlmaktadir
(111).

Ozellikle 1975 yilindan itibaren kog spermasinin dondurulmas: ile ilgili degisik
sulandinicilar ve maddeler kullamlarak bir ¢ok g¢aliyma yapilmig, ancak bunlarin
neticesinde dondurulup ¢ozdiiriilme sonucu elde edilen motilite ve fertilite oranlan
heniiz istenilen diizeylere ulagmamugtir (111).

3.2. Koglardan Sperma Alma ve Spermatolojik Ozellikler

Koglardan sperma hem suni vagenle hem de elektroejakiilatérle alinabilir.
Elektroejakiilatér hayvamn camm acitabilen, kimi zaman kaslarda kasima ve
felglere yol agabilen, mecbur kalinmadikga bagvurulmamasi gereken bir metottur.
Suni vagen yontemi en kolay, en saglikh ve en giivenilir bir yéntemdir. Ancak
aligtinimadig1 siirece ¢ofu kog¢ suni vagene sperma vermez. Ayrica sperma alma
esnasinda kizgin bir koyun ya da koyun benzeri bir makete ihtiyag vardw. Her iki
metot karglagtinldifinda elektroejakiilatérle alinan spermalar, suni vagenle
alinanlara gore hacimce daha fazla, yogunluk olarak da daha dasiktir (41, 62, 123,
124).

Kimi bilim adamlari (18, 41, 62, 78)’mn bildirdiklerine gore kog¢larda sperma
hacmi 0.7-2.0 ml, spermatozoon motilitesi %60-80, spermatozoon yogunlugu
1.5-5.0x10°/ml, canli spermatozoon oram %80-95 ve toplam anormal spermatozoon
orant da %4-15 arasinda degigmektedir.

Cameron (28), yaptig1 ¢caligmasinda 5 Merinos kogtan elektroejakiilatorle aldig
spermalarda ortalama sperma hacmini 0.98 ml, mass aktiviteyi 3.10, motiliteyi
%73.6 ve spermatozoon yoguntugunu 1.330x10°/ml olarak bulmustur.

Demirci (42), 3-4 yaslarindaki 4 Ivesi kogundan suni vajenle aldif1 spermalarda
ortalama sperma miktanmi 0.93 ml, spermatozoon yoZunlugunu 3.938x10°/mi,
spermatozoon motilitesini %72.6 ve toplam anormal spermatozoon oranim da %5.16
olarak tespit ettigini bildirmektedir.

Aksoy ve ark. (7), benzer bir aragtirmada 6 Konya Merinosu kogundan suni
vajenle sperma alarak ortalama sperma miktarimi 0.9 ml, spermatozoon motilitesini

%76.7, spermatozoon yogunlugunu 2.680x10°/ml ve toplam anormal spermatozoon



oranim da %6.17 olarak bulurken, bir bagka ¢aligmalarinda (6) ise, 5 Akkaraman
kogundan suni vajenle sperma alarak ortalama sperma miktarii 1.01 ml,
spermatozoon motilitesini %65.7, spermatozoon yogunlugunu 3.040x10°/mi, o6lii
spermatozoon oranim %6.67 ve toplam anormal spermatozoon oramni da %7.19
* olarak hesaplamuglardir.

Giindogan ve Demirci (59), 1.5-2 yagindaki 9 Akkaraman irki kogtan suni
vajenle aldiklart spermalarda, ortalama sperma miktarimi 0.81 ml, kitle hareketini
4.36, spermatozoon motilitesini %79.9, spermatozoon yogunlugunu 3.620x10°/ml,
anormal spermatozoon oramim %3.63 ve pH degerini de 6.59 olarak bulduklarim
bildirirlerken, Giilytiz ve Yildiz (58), iki Akkaraman irki kogtan suni vajenle aldiklar:
spermalarda, ortalama sperma miktarim 1.3 mli, spermatozoon motilitesini %90,
spermatozoon yogunlugunu“ 3.300x10°/ml, toplam anormal spermatozoon oranini
%S35.75 ve sperma pH degerini de 6.95 olarak bulduklarini bildirmiglerdir.

Oztitkler ve ark. (100), 6 Kivircik kogtan elektroejakiilatorle aldiklart
spermalarda, ortalama spermha hacmini 0.8 ml, mass aktiviteyi 4.5, spermatozoon
motilitesini %80.3, spermatozooh yogunlugunu 2.400x10°/ml, 6lii spermatozoon
oramm %22.5, akrozoma bagll anormal spermatozoon oramnt %5.8 ve toplam
anormal spermatozoon oranim da %14.4 olarak bulmuglardir.

Timen ve Ozkoca (140), 5 Merinos irki kogtan suni vajenle sperma aldiklan
aragtirmada spermatozoon motilitesinin %80, o6li spermatozoon oramm %17.4,
akrozoma bagli anormal spermatozoon oramnin %2.1 ve toplam anormal
spermatozoon oranimn da %4.2 oldugunu bildirmiglerdir.

Gokgen ve ark (56), 8 Merinos 1rkt kogtan suni vajenle sperma alarak ortalama
sperma hacmini 1.0 ml, mass aktiviteyi 3.5, spermatozoon motilitesini %72.3,
spermatozoon yogunlugunu 3.100x10°/ml, 6lii spermatozoon oramm %8.4, anormal
spermatozoon oranim %7.18 ve sperma pH degerini de 6.8 olarak bulmuglardir.

Tekin ve Giinzel (136), ii¢ Alman etgi Merinos kogundan suni vajenle aldiklan
spermarda, ortalama spermatozoon motilitesini %82.3 ve akrozoma bagli anormal
spermatozoon oranim da %4.7 olarak tesbit etmislerdir.

Sinha ve Sahni (127), Merinos 1rk: koglarda suni vajenle sperma alarak yaptig
aragtirmada 1.5-2.5 yaglanindaki koglarin sperma hacminin ortalama 0.71 ml,

spermatozoon yogunlugunun 2.700x10°/ml oldugunu, 4-5 yaslarindaki koglarda ise
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bu degerlerin sirastyla 0.83 ml ve 3.400x10° /ml oldugunu tespit etmis ve yasa bagl
olarak spermatolojik 6zelliklerin degistigini bildirmigtir.

Cochran ve ark (30), elektrogjakiilator yontemiyle sperma almak suretiyle
5 ayn wk kog iizerinde yaptiklan galiymada spermatolojik ¢zellikler agisindan irka
~ bagh degisimlerin 6énemli derecede farklilik gosterdigini ileri siirmektedirler.

Saleh (115), yaptigt caligmada spermatolojik oOzelliklerin mevsimlere bagli
olarak onemli derecede farklihik gosterdigini bildirirken, benzer bir ¢alismada Daader
ve ark. (34), iklim sartlarimin spermatolojik 6zellikleri etkiledigini belirtmiglerdir.

Elwisby ve ark. (46), yaptiklan c¢ahgmada koglarda spermatozoon
yogunlugunun yilin diger mevsimlerine gore yazin daha yiiksek oldugunu, buna
karsihk sonbaharda ise cinsel istek ve sperma hacminin en yiiksek seviyelere
ulagtifin1 ve mevsimlerin spermatolojik 6zellikleri etkiledigini savunmaktadirlar.

Giir ve Tath (60), aym yagtaki 10 Akkaraman kogu iki gruba ayirarak farklh
sekilde besleme uyguladiklari aragtirmalarinda, degisik rasyonlarla beslemenin
koglarda spermatolojik 6zellikleri etkiledigini bildirmiglerdir. Yine benzer gekilde
Kramer ve ark. (82) ile Gokgen ve ark. (56)°da yaptiklan galigmada koglann
beslendifi rasyonun testis gelisimini ve spermatolojik ozellikleri etkiledigini
bildirmektedirler.

3.3. Spermanmin Dondurulup Cozdiiriilmesi Sonras1 Motilite ve Akrozom
Biitiinliigiinii Etkileyen Faktorler

Spermamin  dondurulup ¢ozdiirilmesi sonucu elde edilen spermatozoon
motilitesi ve akrozoma bagh anormal spermatozoon orani; sperma sulandirictlarimn
igerigi, gliserol oram, equilibrasyon siiresi, dondurma ve ¢ozdiirme yontemleri gibi
bir ¢ok faktor tarafindan etkilenmektedir (45, 55, 106, 128).

3.3.1.Sperma Sulandiricilari

Spermamin diigilk sicakliklarda saklanmasi esnasinda soguk sokunun zararl
etkilerinin sogutma isleminden once spermaya lesitin ve lipoproteinlerin ilave
edilmesi ve spermamn kademeli olarak sicakhifinin digirilmesi suretiyle
onlendiginin anlagilmasindan sonra giinimiizde de islevini sirdiren bir g¢ok
sulandirici gelistirilmigtir.

Glikoz-sitrat-yumurta sarist sulandiricisi ko¢ spermasinin  sulandiriimasinda
genel olarak kabul gormiig bir sulandincidir. Bu sulandirici  genellikle kog

spermastnin kisa siireli saklanmasinda bagarili bir gekilde kullanilmaktadir. Ancak bu
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sulandirict ile sulandirilarak’ dondurulan kog¢ spermalarindan elde edilen fertilite
sonuglarimin  diigitk  olmast (%17-40) nedeniyle dondurma ¢aligmalarinda pek
kullanilmamaktadir (76, 113, 121).

Yagsiz sit sulandinicisi, ko¢ spermasimin  sulandinlmasinda  yillarca
- kullanilmugtir.  Bu  sulandincinin - baganist  pH’daki  degigikliklere karsi  bir
tamponlayici olarak rol oynayan protein igerifinden kaynaklanmaktadir (75). Siit
ozellikle spermamin kisa siireli saklanmasi amactyla kullanilmakta olup siit
sulandinicis1 ile dondurulan kog¢ spermasindan elde edilen fertilite oranlan farkl
olmakla beraber (% 0-45) memnuniyet verici gérillmemektedir (113, 137).

Sperma sulandinicilarimin geligtirilmesi amaciyla yapilan galigmalarda, organik
maddelerin denenmeye baglanmasindan sonra aragtirmacilar Tris (hydroxymethyl)-
aminomethan sulandincisim geligtirmiglerdir (143). Yapilan bazi aragtirmalar (92,
114), tris sulandincisinin, sitrat ve fosfat sulandiricilarina goére tamponlama
kapasitesinin daha iyi oldugunu ve yasayan hiicreler iizerine daha az toksik etkisinin
bulundugunu ortaya koymustur. Tris’in spermatozoon igerisine girebilmesi ve pH
degigimlerine kargt hiicreler arast tampon olarak rol oynamasi, spermamn
saklanmasinda Onem arz eden sulandirict esnekligini daha da yiikseltmistir. Bu
Ozelliklerinden dolay: tris sulandinicist boga ve kog¢ spermasinin saklanmast amactyla
kullamlmus ve trisin 10-50 mM arasinda deZisen konsantrasyonlarinin spermatozoon
motilitesini  ve  metabolizmasim1  olumsuz  yonde etkilemedigini, hatta
spermatozoonlarin 250-400 mM arasindaki tris konsantrasyonlarina dahi tolerans
gosterebildigi bildirilmigtir (111, 143).

Tris-glikoz-yumurta sanist temeline dayali sperma sulandincilanmin  kog
spermasimin  dondurularak saklanmasi igin uygun oldugu ve yaygmn bir gekilde
calismalarda kullamldid belirtilmektedir (48, 111).

3.3.2. Sulandirma Oram

Kog spermasinin sula'ndinlmaA oran ile ilgili olarak degisik goriigler 6ne siiriilse
de tohumlama yontemlerine bagli olarak yiiksek yogunluk ve disiikk sulandirma
oranlant daha ¢ok kullanilmaktadir. Uygun sulandirma oranlar iizerinde aragtirmalar
yapan Pontbriand ve ark. (106), dondurma islemi Oncesinde kog spermasina ilave
edilecek sulandinict orammn ¢dzdirme sonucu motiliteyi etkiledigini ve en iyi
sonuglarin spermanin 1:4 ile 1:6 arasinda sulandinlmasiyla elde edildigini ileri

sirmektedirler.



12

Al-Hanak ve Spasova (8) ise, yaptiklan c¢ahgmada sulandirma oramnmn
¢ozdiirme sonucu motiliteyi etkilemedigini ancak ko¢ spermasi igin en uygun
sulandirma oranlarinin 1:3 ve 1.5 oldugunu savunmaktadiriar.

3.3.3. Yumurta Sansi

Kog spermasinin sogutulmasi esnasinda sicakligimn hizh bir gekilde 37°C’den
0°C’ye yakin sicakliklara digiiriilmesiyle olugan soguk soku, motilitenin doniigiimsiiz
bir sekilde azalmasina ve hiicre igi enzimlerin hiicre digina sizmasmna yol agar.
Olusan soguk sokunun zararli etkilerine kargi spermatozoonlan korumasindan dolayt
yumurta sanst yaygin olarak sperma sularidmcﬂarma ilave edilmektedir. Yumurta
sarisiiin~ sofuga  karst koruyucu etkisi, dugik yogunluktaki lipoproteinleri
icermesinden kaynaklanmaktadir. Aynca, yumurta sansinin bu koruyucu etkisi
sadece sogutma esnasinda degil aym zamanda dondurma esnasinda da devam
etmektedir (40, 50, 146). Ote yandan, yumurta saristnin kog spermatozoonlarindaki
lipid peroksidasyon oranim da belli 6lgiilerde azalttig: bildirilmektedir (74).

Abdelhakeam ve ark. (2), sulandirictya yumurta sarsi ilave edilmesinin,
ozellikle spermanin 5°C’ye kadar izl bir gekilde sogutulmasindan sonra elde edilen
motilite oram tizerine pozitif etki yaptigim bildirmektedirler.

Kog¢ spermasinin dondurulmasi igin hazirlanan sulandiriciya ilave edilecek
yumurta sarist orant ile ilgili degisik goriigler one siirilmigtir. Salamon ve Maxwell
(111yin bildirdigine gore, yapilan ilk g¢aligmalarda yumurta sarisinin sperma
sulandinicilarina %30-50 o'rainnda. katilmasi  gerektigi Dbelirtilirken  sonraki
¢aligmalarda bu oramn %3-6 oranlarinda olmasinin yeterli olacagi savunulmugtur.
Bunun aksine Graham ve ark. (57), sulandincidaki yumurta sarist oramnin %2-4 gibi
digiik konsantrasyonlarda olmasinin  yeterli koruma saglayamadigim ileri
siirmektedirler. Sanchez-Partida ve ark. (117) ise, yumurta sansmin %5, 10, 15, 20
oranlarinda sperma sulandincilanina katilmasmin spermamn ¢ozdiiriiimesi sonucu
elde edilen spermatozoon motilitesini etkilemedigini bildirmislerdir.

Watson ve Martin (144), sperma sulandiricisina ilave edilen yumurta sarisi
oramndaki artigin gliseroliin yiiksek konsantrasyonlarina olan gereksinimi azalttigini
ileri stirmiigtiir.

Yumurta sanst yerine benzer aktiviteye sahip bazi maddeler geligtirilse de

yumurta sarisimn  spermatozoonlarin  plazma membram Gzerindeki koruyucu
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etkisinden dolay,, ozellikle kog¢ spermasni dondurmak amaciyla kullanidan
sulandincilardaki 6nemi hala giincelligini siirdiirmektedir (111).

Dondurma yontemine .ve sulandiricidaki difer maddelerin oranlarina bagh
olarak degismekle birlikte, Tris sulandiricisina %15 oraminda yumurta sarist
~ katilmasinin uygun olaca@ bildirilmigtir (112).

3.3.4. Sekerler

Sekerlerin ekstraselliile} stvida bulunmasi osmatik basincin ve spermatozoon
membran bitinlaginin korunmasinda 6nemli bir rol oynar. Baglangigta sekerler,
sperma sulandiricilarina spermatozoonlar igin hazir metabolize edilebilir maddeler
olarak digiik oranlarda katilmasmma ragmen sulandiricidaki seker oranmin
yikseltilmesinin spermanin  dondurulup ¢ozdiirilmesi sonucu  spermatozoon
motilitesini artirdifimin belirlenmesi gekerlerin énemini artirmugtir (2, 85, 96).

Sekerler, spermanin dondurulup ¢ézdiiriilmesi sirasinda olugabilecek zararlara
kargt spermatozoon membramim koruyabilirler. Bu etki direk olarak membranla
iligkili olup spermatozoon membranindaki fosfat gruplan }le sekerlerdeki hidroksil
gruplarinin baglanmasindan ileri gelmektedir (40).

Kog spermasinda sadece fruktoz bulunmasina ragmen sulandiricilara glikoz ve
mannoz ilave edildiginde spermatozoonlar bu gekerleri metabolize edebilir. Bunun
disindaki sekerler enerji kaynag: olarak kullanilmazlar (91).

Sekerlerin, molekiil agirhklar, kullamlan dondurma yoéntemi ve Mzt ile
sulandinicida diger soguga karst koruyucu ajanlarin bulunmasi gibi faktérlerin etkisi
altinda spermatozoonlarin soguga karyi korunma diizeyini artirdigi ve sekerlerin
molekiil agirliklarimn artinlmast ile spermatozoonlarin daha fazla hayatta kalmasinin
saglandigs bildirilmektedir (2).

Sulandina igerigi ile ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda (114, 143) fruktoz,
laktoz ve raffinoz gibi sekerlere kiyasla glikozun tris sulandiricist igin daha uygun bir
seker oldugu tespit edilmigtir.

Molinia ve ark (96), tris sulandiricist igerisine 30-210 mM arasinda glikoz
katilabilecegini ve bunun g¢ézdiirme sonrasi spermatozoon motilitesini artirdigim
bildirmektedirler.

3.3.5. Gliserol

Gliseroliin soguga kgrs} koruyucu bir madde olarak hiicrelerin dondurulmasi

esnasindaki faydali etkilerinin farkina varilmasindan sonra, bu madde spermanin
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dondurulmas: amaciyla sulandincilara ilave edilerek basanli bir sekilde
kullamlmaktadir. Gliseroliin hiicre igerisine girmek suretiyle hiicre igerisindeki suyun
kismen digan ¢ikmasim saglayarak soliisyonun donma noktasim digirdagi ve
dondurma islemi sirasinda genis buz kristallerinin sekillenmesine engel oldugu
bildirilmektedir (18, 40, 62). Ancak spermatozoon membrammn, gliseroliin su
¢ekiciliginden dolayr hiicre i¢i ve hiicre diginda olusan osmotik basing farkliliklarina
karst dayamkliligimin digik olmast nedeniyle membran permeabilitesi bozulmakta
ve cesitli zararlar olusmaktadir (2, 98, 120, 145). Bununla birlikte Fiser ve Fairfull
(51), ko¢ spermatozoonlarinin akrozom biitiinliginiin ve motilitesinin, ¢dzdiirme
sonrasinda gliserole bagh olarak olusan osmotik degisikliklerden etkilenmedigini,
gliserol ilave edilmesiyle ortaya g¢ikan osmotik basing degisimlerine tahammil
edebildigini bildirmiglerdir.

Gliserol katimadan yapilan dondurma islemleri sonucunda spermatozoonlarin
canli kalma oram Onemli derecede azalmaktadir. Bu amagla buz kristallerinin
sekillenmesinin tamamen 6nlenmesi i¢in %30°dan daha fazla gliserol gereklidir (40,
63). Ancak spermaya gliserol ilave edilmesinin dondurulup ¢ozdiirilmis spermada
oldugu gibi dondurulmamg spermann da Kkalitesini bozduguna, akrozomal
bozukluklara neden olduguna ve akrozom reaksiyonunun baglamasini hizlandirmasi
nedeniyle spermatozoonlarin fertilizasyon kapasitesini azalttigina dair gesitli gorigler
ileri siiriilmektedir (71, 72, 73, 107, 128).

Fiser ve Fairfull (51), kog¢ spermasinin dondurulmasi amactyla sulandiniciya %0
ile %16 oranlan arasinda gliserol ilave ederek bunun ¢ozdirilme sonrast
spermatozoon motilitesine etkisini aragtirmiglar ve sonugta en iyi motilitenin %4-6
arasinda gliserol katidmasiyla elde edildigini, %8’in izerindeki gliserol
konsantrasyonlarinin  ise  spermatozoonlar Uzerinde toksik etki gosterdigini
bildirmiglerdir.

RoyChoudhury ve Bhambhani (109), ko¢ spermasim %3.5 ve %5 oraninda
gliserol katilmig sulandiricilar ile sulandirarak pellet seklinde dondurduklarim ve
¢ozdirdiikten sonra yapilan muayenelerde %5 oramnda gliserol katilarak dondurulan
spermalardaki motilitenin, %3.5 oramnda gliseroi katilanlara goére 6nemli derecede
yitksek oldugunu bildirmiglerdir.

Colas (31), ko¢ spermasmin %2 ve %4 oraminda gliserol katilarak

dondurulmast sonucu yapilan fertilite denemelerinde %4 oraninda gliserol igeren
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spermalarla %2 oraninda gliserol igerenlere gére daha yiiksek gebelik oram elde
edildigini, bu degerlerin sirastyla %55.7 ve %38.5 oldugunu bildirmistir.

Son zamanlarda yapilan bazi gahigmalar (2, 67, 126, 133), sulandinimig
spermaya ilave edilen gliserol oramimin azaltilmasi ve alternatif maddeler
gelistirilmesi tizerine yogunlagmaktadir. Bu konuda c¢aligmalar yapan Abdelhakeam
ve ark. (2), ko¢ spermasinin, gliserol katilmadan sulandinci igerisindeki yumurta
sanis1 ve diger bilesiklerin oranlan artirilarak ve osmatik basinci ayarlanarak basarili
bir sekilde dondurulabilecegini ve ¢ozdiiriilme sonrast yeterli motilite ve fertilite
oranlannin elde edilebilecegini bildirmiglerdir. Ancak gliseroliin yerine kullanilan
degisik kryoprotektif ozellikteki bir ¢ok maddenin gliserol kadar bagarili sonuglar
vermedigi kimi aragtirmacilar (40, 45) tarafindan iddia edilmektedir.

Johnson ve ark (73), kog¢ spermatozoonlannin akrozomal yapt biitinligiiniin
korunabilmesi igin dusuk gliserol orammmin ve yiliksek tris molaritesinin gerekli
oldugunu bildirmektedirler.

Kimi aragtirmacilar da (114, 119, 141), sulandiric: igerisindeki yumurta sarist
orani, tris konsantrasyonu ve seker konsantrasyonlarinin kog spermasinin bagaril bir
sekilde dondurulmast igin gerekli olan gliserol oranint etkiledigini savunmaktadirlar.

3.3.6. Equilibrasyon Siiresi

Equilibrasyon siiresi, gliserol spermaya ilave edildikten sonra ve dondurma
isleminden 6nce spermatozoon membrammn her iki tarafinda gliserolﬁﬁ dengeye
ulagmas i¢in spermanin +4°C’de bekletilme siiresidir. Gliseroliin kog spermatozoonu
icerisine  girigi, boga  spermatozoonlarindaki kadar izl bir gekilde
gerceklesmemektedir (18, 62).

Hill ve ark. (65), equilibrasyon siiresinin yarim, 1 yada 18 saat olmasinin
¢ozdiirme sonrasi motilite agisindan onemli bir fark olusturmadigim bildirirken,
Blackshaw (23), gliserolasyon sonrast sulandinlmig spermamn  dondurulma
oncesinde 6 saat siireyle equilibrasyona birakilmasinin daha iyi sonuglar verdigini
savunmaktadir.

Colas (31), sulandinlmug ve gliserol katilmig spermamin equilibrasyon siiresini
artirmamn ¢ozdiirme sonrasi spermatozoon motilitesi agisindan 6nem tagimadigimi
ancak 2.5 saat sonra elde edilen oranlarin biraz daha iyi sonuglar verdigini ileri

siirmektedir,
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3.3.7. Dondurma Yontemi

Spermatozoonlann biyokimyasal yapisi olduk¢a karistk ve sabit olmayan bir
Ozellik tagir. Spermatozoon plazma membraninin diizenli bir fonksiyon gostermesi
agisindan membran yapisindaki lipid ve protein bilesikleri arasinda siki bir iligki
vardir. Spermatozoonlarin dondurulmasi, membran lipid katmammn iki tabakasi
arasindaki fosfolipid dagiliminda degisiklige yol agar. Membranda meydana gelen bu
degisiklikler, akrozom reaksiyonunu hizlandirarak akrozomal enzimlerin digar
sizmasina ve aktivitelerinin azalamasina neden olarak spermatozoonlarin motilitesini
ve fertilizasyon kabiliyetini sinirlayabilir (139, 142).

Spermamin  dondurulup ¢o6zdirilmesi esnasinda spermatozoon membramnda
olugan hasarlar 6zellikle buz kristallerinin gekillendigi ~10°C ile —25°C arasindaki
sicakliklarda meydana gelmektedir. Boga ve aygir spermatozoonlarinin dondurma
islemine tahammiilii nispeten 1yi iken aym kosullarda kog ve teke
spermatozoonlarnin fertilizasyon kapasitesinin azaldig: bildirilmektedir (27, 66).

Dondurma iglemleri “esnasinda uygulanan :dondurma hizi, spermanm
cozdirilmesi sonucundaki motilite ve akrozom bitinligini etkilemektedir.
Spermatozoonlarin canhi kalma orani, mitokondrial aktivite ve akrozom butiinligi
agisindan  spermanin  hizli  bir sekilde dondurulmasimin yavag bir gekilde
dondurulmasina gore daha iyi sonuglar verdigi bildirilmisticr (27). Benzer sekilde
Fiser ve Fairfull (50), kog spermasimn hizh bir sekilde dondurulmasmin (20°C/dk)
yavag bir sekilde dondurulmasina (2°C/dk) gore ¢ozdiiriilme sonrast elde edilen
spermatozoon motilitesi ve akrozom biitiinliigi yoninden 6nemli derecede daha iyi
sonug verdigini bildirilmiglerdir.

Maxwell ve ark (90), spermamn ¢ozdirilmesi sonucu elde edilen
spermatozoon motilitesi bakimindan, spermanin pellet seklinde dondurulmasinin
payet veya minitiipler icerisinde dondurulmasmna gore daha iyi sonuglar verdigini
ileri siirerken, diger bazi arastirmacilar da (31, 106) payetlerde dondurulmus kog¢
spermalarindan pellet seklinde dondurulanlara gore ¢ozdiirtilme sonucu daha yiiksek
motilite ve fertilite oranlan elde edildigini bildirmektedirler.

Kog spermasiin payetler igerisinde dondurulmasi daha kolay ve pratik oldugu

i¢in giiniimiizde yaygin olarak kullamiimakta ve tercih edilmektedir (48).
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3.3.8. Cozdiirme Yontemi

Dondurulmug spermalann ¢ozdirilmesi sonucu yeterli motilite ve saglam
akrozom yapisina sahip spermatozoon oram elde edilmesi bakimindan, ¢ozdirme
sicakligi ve siiresi 6nem tagimaktadir. Cozdirme islemi, spermamn dondurulmas:
esnasinda izlenen asamalarin tekrar geriye doniiginiin saglanmasidir. Spermanin
¢ozdiirilmesi esnasinda uygun sartlar saglanmadigi taktirde spermatozoonlarin
olumsuz yonde etkilendigi goriilmektedir (111).

Koglarda spermatozoon membram ince, narin, gevrek ve kolay parcalanabilir
oldugundan dondurulup ¢ozdirilme iglemleri esnasinda boga spermatozoon
membranma gore daha fazla hasar olugmaktadir. Ayrica spermamn sulandiriimasi,
gliserolasyon ve equilibrasyon islemleri sirasinda agiSa ¢ikan metabolizma (riinleri
ve bazi reaksiyonlar bu hasar1 daha da artirmaktadir (32, 62, 63).

Soderquist ve ark. (130), payetler iginde dondurulmus ko¢ spermalarimn
70°C’de 5 sn’de ve 50°C’de 9 sn’de ¢ozdiriilmesinin aym degerleri tagidigim ve
spermanin bu sicakliklarda ¢ozdurilmesinin, diigik sicakhklara goére daba yiiksek
spermatozoon motilitesi ve akrozom butinligi sagladigim bildirirlerken, benzer
sekilde Fiser ve ark. (52)’da yiksek sicakliklarin ¢ozdiirme hizi agisndan daha
uygun oldugunu ve dondurulmus spermalarn 60°C’de” 8 sn’lik siirede
¢ozdiirilmesinin yiiksek spermatozoon motilitesi ve saglam akrozom yapisi
bakimindan olumlu sonuglar verdigini teyit etmektedirler. Ancak spermanin yiiksek
sicakliklarda ¢6zdiiriilmesinin spermatozoon olimlerinin yaninda canh kalanlarda da
protein dejenerasyonlarina yol agabildigi ileri striilmektedir (122).

Kaya ve ark. (77), payetlerde dondurulmug spermalarin yiiksek sicakliklarda
¢ozdurilmesi sonucu daha iyi motilite elde edilmesine ragmen saglam akrozom
yapistna sahip spermatozoon oraminmn azaldigmi, bu yizden spermalarn
35-38°C’deki su banyosunda 25-30 saniyede ¢odzdiriilmesinin daha uygun oldugunu
bildirmektedirler. Benzer sekilde Correa ve ark. (32)’da dondurulmus spermanin
¢ozdiriilmesi  i¢in  37°C’de 30 sn  bekletilmesinin  uygun  oldugunu
vurgulamaktadirlar.

Danasouri (36), spermatozoonlarda bulunan ve fertilizasyonda rol oynayan bir
¢ok enzimin spermanin ¢ozdirilmesi sirasinda extraselliller ortama sizabilecegini ve
spermanin  37°C’de ¢ozdiirmesi sirasinda bu sizmanin daha az olabilecegini
bildirmektedir.
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Pontbriand ve ark. (106) ise, ko¢ spermasimn 37°C’de 20 sn ile 60°C’de
8 sn’de c¢ozdirilmeleri arasinda spermatozoon motilitesi ve akrozomal yapt
bitiinliigi yoniinden dnemli bir fark bulunmadigim iddia etmektedirler.

Salamon ve Maxwell (113) ise payetler icerisinde dondurulmus kog
spermasimn  38-42°C  arasindaki sicakliklarda 25-30 saniyede ¢ozdiiriilmesini
onermektedirler.

3.4. Spermamn Kalitesi ve Saklanmas: Uzerine Vitamin C’nin Etkisi

Vitaminlerin ¢ogu, hem hayvanlar tarafindan sentezlenebildiginden hem de
rasyonlarla yeterli miktarda alinmasi nedeniyle yetersizliklerine bagli semptomlar
genellikle ortaya ¢ikmamaktadir. Vitamin C’nin organizmada sentezlendigi ve
rasyonda bulunmasina gerek duyulmadigi halde hem erkek hem de disilerde,
délveriminin azaldigi bazi vakalarda ilave dozlann faydali oldugu bildirilmigtir (17,
18).

Vitamin C’nin spermada bulundugu ve dolverimini bir olciide etkiledigi,
dolverimi digtik bazi boéalara derialt:. yapilan vitamin C enjeksiyonlanyla bu
hayvanlarin délverimi diigiikliginiin dizeltildigi ancak vitamin C’nin délverimini
hangi yolla ve nasil etkiledigi hususunda kesin ve yeterli bilginin hentiz olmadig
bildirilmektedir (103, 111).

Hayvanlanin yemlerine katilarak verilen vitamin C’nin rumende par¢alanmasi
nedeniyle parenteral yolla verilmesi tercih edilmektedir (79). Black ve Hidiroglu
(22), koyunlar iizerinde vaptiklann g¢aligmada intramuskuler vitamin C
uygulamalarimin  intravendz yolla uygulananlara gore daha etkili oldugunu
savunmaktadirlar.

Vitamin C antioksidant bir madde olup, biyolojik molekiiilerin
oksidasyonunu onleyici ve azaltict bir ozellige sahiptir (35, 125). Sperma degisik
konsantrasyonlarda vitamin C igerebilir. Bu oranlar arasindaki farkhilik tiir, wrk,
yetigtirme ve beslenmeye bagli olarak degisebilir. Bunun yaninda ek salgi bezlerinin
islevi ve spermadaki spermatozoon yogunlugu da bu seviyelerin degismesinde etkili
olmaktadir (69). Spermadaki vitamin C konsantrasyonunun, kan plazmasina gore
8-10 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (70).

Dvorak ve Podany (44) testis dokusunda vitamin C konsantrasyonunun erkek
genital organlarimin diger kisimlarina gore gok yiiksek oldugunu bu nedenle 6zellikle

erkek cinsiyet hiicrelerinin sekillenmesi, bu hiicrelerin fonksiyonel aktivitelerini
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sirdiirmeleri ve tubuler yapin bitinligiiniin korunmasi Uzerinde vitamin C
konsantrasyonunun Snemli bir rol oynayabilecegini bildirmistir.

Genis antioksidatif etkilere sahip olan vitamin C, spermada serbest radikalleri
notralize ederek spermatozoonlarn korur (10, 24, 89), siiperoksit dismutaz’m
aktivitesini siirdiiriir (19) ve dier antioksidatif sistemi diizenler (26). Askorbik asitin
antioksidant etkisinin yaninda spermatozoonlarin g¢esitli mitokondrial ve hidrolitik
enzimlerini aktive ettigi de bildirilmektedir (83).

Vitamin C ve bazi O6nemli mineral maddelerin (Ca, Mg, Mn, Zn wb.)
metabolizmalart arasinda sinerjik bir etki vardir. Bu etkilesimin spermatolojik
Ozellikler yoniinden faydah degisikliklere yol agtifi ve bu degisikliklerin vitamin
Cnin fertilite ve spermatolojik karakterleri gelistiren bu mineral maddelerin
spermada depolanmasim kolastrmasindan  kaynaklanabilecegi bildirilmis ve
spermada vitamin C ve bazi mineral madde seviyesinin diigmesi ile spermanin
kalitesinin bozulmas1 arasinda agik bir iligkinin oldugu gézlenmistir (64).

_ Spermadaki vitamin C’nin yiiksek konsantrasyonlari, spermatozoon DNA’smmn
oksidatif hasara ugramasim engellemek suretiyle spermatozoonlarin genetik
biitlinliigiini stirdiirmesinde anahtar bir rol oynar. Seminal plazmada vitamin C’nin
yilksek konsantrasyonlarda bulunmasi congenitdl bozukluklara ve kalitsal
degisimlere sebep gosterilen DNA replikasyonu sirasmda ortaya ¢ikan okside olmusg
niikleotidlerin iiretilmesine neden olan serbest radikallere karsi bir savunma
olugturur. Spermatozoon DNA’sindaki oksidatif zararlarin spermatozoonun hayatta
kalmas1 yada motilitesi ile bir iligkisi yoktur. Ayrica vitamin C’nin yiiksek
konsatrasyonlarda olmasi spermatogenesis ve seminal kanallardaki inaktif
spermatozoonlarin depolanmasi sirasinda oksidatif DNA zararlarma karsi koruyucu
bir rol oynadig1 da bildirilmektedir (35, 53, 67).

Erkek ve disi tireme organlarindaki antiaghutininler motilitenin smirlanmasma
yol agabilen sperm yapigmalarm Onlemede rol oynarlar. Seminal plazmadaki bir
antiaglutinin proteini aktif karbonhidrat ve siilfat gruplarina sahip olup indirgenmis
formda aktiftir. Vitamin C gibi indirgeyici ajanlar biyolojik olarak antiaglutininleri
aktive ederler (88). Seminal plazmada vitamin C diizeyinin artmasmin spermatozoon
aglutinasyonlarim Onlemek suretiyle sperma miktar, spermatozoon motilitesi,
yasayabilirligi ve morfolojik yapisi lizerine faydal etkilerinin oldugu hem in vitro
hemde in vivo ¢ahgmalarla ispat edilmistir (39, 87, 88).
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Lewis ve ark. (86), vitamin C’nin spermanin énemli antioksidantlarindan biri
oldugunu ve asthenozoospermik (erkek cisiyet hiicresi yonunden yetersiz) kisilerin
seminal plazmasindaki vitamin C seviyelerinin normal kisilere gore onemli derecede
diisik oldugunu bildirmiglerdir. Benzer sekilde Srivasta ve ark. (132)’da normal ve
disik yogunluga sahip insan spermalan tzerinde yaptiklan olgiimlerde vitamin C
miktarimn normal yogunluk goésteren spermalarda daha yiksek oldugunu ileri
sirmektedirler.

Alinan besinlerdeki vitamin C miktarlanmn Onemli derecede azalmasi,
spermadaki vitamin C konsantrasyonun diigmesine, sperma kalitesinin bozulmasina
ve ejakiillat hacminin azalmasmna yol agarken (44), dietle alinan vitamin C’nin
seminal plazmadaki vitamin C diizeyini artirdigi ve sperma kalitesini yiselttigi
savunulmustur (35).

Ciereszko ve Dabrowski (29), alabaliklar tizerinde yaptiklan ¢aligmada, dietle
verilen vitamin C’nin direk olarak seminal plazma askorbik asit konsantrasyonunu
etkiledigini ve alabaliklarda olugan vitamin C eksikliéinin lireme sezonu baginda
spermatozoon konsantrasyonunu ve motilitesini etkilemezken, ilerleyen giinlerde
spermatozoon konsantrasyonu ve motilitesinde belifgin bir diigmenin goruldiging
bildirmiglerdir.

Dawson ve ark. (39), sigara igen erkeklerden olugan bir grubun dietlerine
giinliik 200 mg askorbik asit ilave edilmesinin sperma kalitesini artirdigini ve sperma
kalitesi ile sperma askorbik asit konsantrasyonu ve kan serumu askorbik asit
konsantrasyonu arasinda onemli derecede bir iliskinin oldugunu tespit etmiglerdir.

Nicolas (97) da, askorbik asitten yoksun yemlerle beslenen domuzlarda
sperma askorbik asit konsantrasyonunun azaldigini ve buna bagli olarakta sperma
kalitesinin bozuldugunu ve ejakiilat miktarinda bir azalmanmn oldugunu bildirmistir.

Thiele ve ark. (138), seminal plazma vitamin C seviyesinin, reaktif oksijen
turleri seviyesi ile negatif yonlii, normal morfolojiye sahip spermatozoon oram ile
pozitif yonlii iliski gostedigini bildirmiglerdir.

Aurich ve ark. (15), sulandinlmig aygir spermasina vitamin C ilave edilmesinin
+5°C’de depolama esnasinda membran lipidlerinin peroksidasyona ugramasin
engelleyerek spermatozoon membran biitiinliigiinii korudugunu bildirmislerdir.

Sharma ve Agarwal (125), in vitro fertilizasyon igin kullanilan spermaya

vitamin C ilave edilmesinin faydali oldugunu, ¢inkii seminal plazmada bulunan
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antioksidantlarin in vitro fertilizasyon sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin hiicumuna
kars1 spermatozoon membranmi korumada yetersiz kaldiklari bildirmislerdir.

Sanchez-Partida ve ark. (118), diisilk konsantrasyonlarda gliserol ilave edilerek
sulandirlmig spermalara, diigiik miktarlarda vitamin C ilave edilmesinin fertilite ve
motilite oranlar tizerine faydah etkilerinin olabilecegini ileri siirmektedirler.

Ote yandan vitamin C miktarmin spermada belli bir seviyenin {izerine
¢ikmasinin  spermatozoon motilitesinde bir azalmaya neden oldugu da
bildirilmektedir (37).

Bu calisma, koglara parenteral yolla uygulanan vitamin C’nin spermatolojik
Ozellikler iizerine etkisi ile elektroejakiilatérle almarak pooling yapilan kog
spermalarma farkh oranlarda katilan gliserol ve vitamin C’nin, spermamn
dondurulabilirligi ve dolaywsiyla spermatolojik Ozelliklere etkisini aragtirilmak
amactyla yapilmustir.



22

4. GEREC ve YONTEM

4.1. GEREC

Aragtirmada hayvan materyali olarak Elazig bolgesindeki siiriilerde damizlik
olarak bulundurulan, klinik olarak saghkh, 2 yaslarinda 6 Akkaraman kog¢ kullamld:.
Calisma oncesinde 2 ay siireyle ve galisma esnasinda tiim koglar Firat Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Aragtirma ve Uygulama Ciftliginde kapali sartlarda aym
rasyonlarla beslendi. Koglarin beslenmesi igin kesif yem olarak % 46 arpa, % 20
kepek, % 30 aygigegi tohumu kiispesi, % 1 vitamin karmast, % 1 tuz, % 1 mineral ve
% 1 mermer tozundan olusan rasyon kullanildi. S6zkonusu rasyondan kog¢ bagina
sabah 500 gr ve aksam 500 gr olmak {izere giinlik olarak 1 kg ve buna ek olarak yine
kog bagina 2 kg kuru yonca giinlitkk olarak verildi. Ayrica aragtirma baglamadan 2 ay

once hayvanlar i¢ ve dig parazitlere karst ilaglandi.

4.2. YONTEM

4.2.1. Koglara Kas ici Enjekte Edilen Vitamin C’nin Spermatolojik
Ozelliklere Etkisinin Belirlenmesi |

Aragtirmamn birinci kisminda herhangi bir uygulama yapimaksizin 6 kogtan
bir ay siireyle 3’er giin araliklarla kan ve elektroejakilatér yardimiyla sperma alindh
(n=10). Alinan spermalarin spermatolojik 6zellikleri belirlendikten sonra kan serumu
ve sperma Orneklerinin vitamin C diizeyleri 6l¢tldi. Bu kisimda elde edilen degerler
arastirmamn kontrol grubunu olusturdu. Daha sonra aym koglara bir ay sireyle
giinlitk 20 mg/kg olmak iizere kas igi vitamin C (Injakom-C — Roche) enjeksiyonlan
yapildi. Giinliik enjeksiyonlar sirasinda 3’er giin araliklarla enjeksiyonlardan 4 saat
sonra hayvanlardan sperma ve kan ornekleri alindi (n=10). Alinan spermalarin
spermatolojik ozellikleri belirlendikten sonra kan serumu ve sperma Orneklerinin
vitamin C diizeyleri 6lgiildi. Elde edilen sonuglar arastirma grubu olarak kaydedildi
ve istatistiki yonden kontrol grubu ile birlikte degerlendirildi.

4.2.1.1. Spermanin AliInmasi

Sperma koglardan elektroejakiilatér yontemiyle alindi. Bu islem esnasinda
ko¢ bir yam uzerine yere yatirildi. Kogun 6n ayaklart ile bagi 6n tarafa ve arka
ayaklan da arka tarafa dogru uzatiip gerdirilerek hareketleri simrlandinldi.

Prepitiumun fazla kilan kirpilarak ug kismu kagit havlu ile temizlendi. Cesme suyu



23

ile 1slatiip kayganlastirilan prob kogun rectumuna yerlestirildi. Probun digta kalan
kismina bastinlarak on tarafindaki iletken levhalarin, sacrumun alt tarafinda, ek salgi
bezlerinin hemen (izerinde bulunan ve genital organlar innerve eden sinirlere temas
etmesi sagland1. Bir yardumci da spermayi almak igin toplama kadehini prepitiumun
ucuna yakin tutarak bekledi. Elektroejakiilator galigtinidiktan sonra 3-5 Volt’luk
dagik voltajlarla baglayip 1’er Volt’luk artiglarla 5-7 saniyelik arahiklarla 2-3 saniye
siren uyarimlar verilerek ortalama 4-7 uyarim sonucu ereksiyon ve ejakiilasyon
sagland1 (28). Ejakilasyon esnasinda iplik seklinde devam eden urethral cikig
deliginin sperma toplama tiipii igerisine alinmasma 6zen gosterildi. Sperma toplama
tiiplerine alinan spermalar gerekli muayenelerin yapilmas: igin laboratuvara
gotirilerek 37°C’ye ayarlanmg benmariye yerlestirildi.

4.2.1.2. Spermanin Muayenesi

4.2.1.2.1. Hacmi

Sperma hacmi, sperma toplama tipi (izerindeki Olgii ¢izgilerine goére
okunarak “ml” olarak kaydedildi. '

4.2.1.2.2. Kitle Hareketi

Sicakhig1 37°C’ye ayarlanmug 1sitma tablasina yerlestirilen lam tzerine kiigiik
-bir damla sperma konuldu. Lam {izerine lamel kapatilmadan 10X10’luk bilyiitmede
kitle hareketi incelendi. Degerlendirme, ileri yonde guglii hareket eden
spermatozoonlarin  olusturdugu, kaynama veya dalgalarnin girigimi seklindeki
hareketlerin oluy derecesi goz Oniine alinarak 2 farkli sahada O ile 5 arasinda bir
puan verilerek yapildi (18, 62).

4.2.1.2.3. Motilite

Once sicakhig 37°C’ye ayarlanmus mikroskobun isitma tablasina temiz bir
lam yerlegtirilerek 1sitildi. Sonra lam iizerine toplu igne bas1 biyikligiinde sperma
konularak aym: sicakhiktaki %3’luk sodyum sitrat soliisyonu ile yaklagik 1:10
orannda sulandiriidi. Uzerine 45° egimle lamel kapatildi. Mikroskop altinda
10X40’hk biyitmede motilite belirlendi. Degerlendirme, ileri yénde ve giiglii
hareket eden spermatozoonlarin, hareketsiz ve diger hareket bigimlerini gosterenlere
oram seklide, 3-5 farkh sahada ve %0-100 arasinda deger verilerek yapildi (18, 62).

4.2,1.2.4. Yogunluk

Spermatozoon yogunlugu hemositometrik yontem kullanilarak belirlendi (18,

41). Bu amagla eritrosit sayiminda kullanilan pipetin 0.5 ¢izgisine kadar sperma,
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101 ¢izgisine kadar da %2’lik Eosin soliisyonu g¢ekilerek 1:200 oraninda sulandirma
gergeklestirildi. Daha sonra pipetin her iki ucu parmakla kapatihp yatay konumda
30 cm’lik mesafede 100 defa siddetle ileri geri sallanarak kangim saglandi. Bu iglemi
takiben ilk 5 damla pipetten digan atildi. Daha 6nceden hazirlannug Thoma lamu
lizerine sayim alanim 6rtecek gekilde sulandirlmig sperma konuldu. Thoma lam
lizerinde spermatozoonlarin pasif hareketlerinin durmasi i¢in 5 dakika beklendi.
Spermatozoon sayimi 10X40’lik buyitmede her iki sayim alaminda beser orta
karedeki spermatozoon sayismun belirlenmesiyle gergeklestirildi.  Yogunlugun

hesaplanmasi asagidaki formiilden yararlanilarak yapild.

Sayilan Spermatozoon

Spermatozoon Sayist Toplam Thoma Sulandirma
Yogunlugy = X KigikKare X Lammm X Orant X 1000 mm?
(Say1 /ml) Sayilan Kigitk Kare Sayist Derinligi (200)
Says (400) (10)
4.2.1.2.5. Morfolojik Muayene

Spermatozoonlanin morfolojik yapﬂanmri incelenmesi ;a.maclyla “Hancock
Soliisyonu” kullanildi (18, 62). Bu amagla 0.5 ml Hancock solisyonu igeren deney
tiipiine bir damla sperma damlatilarak tespit edildi. Hazirlanan kangimdan 1 damla
lam tzerine konularak iizeri lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparatlar mikroskop
altinda immersiyon okjektifi (15X100) ile incelendi. Toplam 400 spermatozoon
sayllarak  anormal olanlarn  oramt  belirlendi.  Morfolojik  muayenenin
degerlendirilmesi sonucu toplam anormal spermatozoon oram igerisinde akrozoma

bagli bozuklulann orant da ayrica belirlendi.

Hancock soliisyonu :
1. Soliisyon: NaCl o 113 g
Bidistile su add. .......... 62.50 ml
2. Soliisyon: a) Na,HPO,2H0 ...... 271g
Bidistile suadd. .... 62.50 ml
b) KzI'IPO4 ................... 2.78 g
Bidistile su add. ...... 62.50 ml
25 ml (a) + 10 ml (b) kanigtirlir.
Hancock Soliisyonu : 1. Soliisyon  ............. 18.75 ml
2, Soliisyon  ........... 12.50 ml
Formalin .................... 7.81 ml
Bidistile suadd. ........ 62.50 ml.
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Hancock soliisyonunun hazirlanmasinda kullanilan kimyasal maddeler

-NaCl ......coccoovvnnne. (MERCK — Art Nr: 06400)
- Na;HPO,.2H,0 ... (MERCK — Art Nr: 06580)
~K;HPOy ..o (MERCK — Art Nr: 06100)
- Formalin ............... (MERCK — Art Nr: 04002)
4.2.1.2.6. Olii-Canli Muayenesi

Spermadaki 6li spermatozoon oranm belirlemek amaciyla eoson-nigrosin
boyama metodu kullamidi (18, 77). Olii-canli orammn belirlenmesi amaciyla froti
hazirlamrken kullamilan lam, lamel ve cam pipetlerin sicakligmmin 37°C olmasina
Ozen gosterildi. Bir pipetle lam Gizerine bir damla sperma ve 2-3 damla eosin-nigrosin
boyasindan damlatilip kangtinldi. Bu kangimdan aym veya farkh bir lam iizerine
froti ¢ekilerek sicak hava etkisi altinda kisa siirede kurumas: saglandi. Mikroskobun
10X40’hk bayutmesi altinda her bir frotide toplam 100 spei'matozoon sayildi.
Degerlendirmede, bas kisru tam boya alan spermatozoonlar ile yanim boya alan
spermatozoonlar 6l hi¢ boya almayan spermatozoonlar ise canli olarak kabul edildi.

Sonugta 6la spermatozoonlarin orani yiizde olarak belirlendi.

Eosin-Nigrosin Boyas: :

BOSIN ..ot 10g
NIZIOSIN ..oevoniiieiinireierceie e v vtrneseeeseans 50g
Sodium Citrate Dihidrate (CsHsNaz;O;.2H,0)..... 29g
Bidistile suadd. .........cccoooviiiii 100 ml

~Eosin . (MERCK - Art Nr: 15935)
- Nigrosin ..........cccoeevivviennn (MERCK — Art Nr: 50420 )
- Sodium Citrate Dihidrate ........ (MERCK — Art Nr: 06432)
4.2.1.2.7. pH Degerinin Ol¢iimii

Spermanin pH’s1 0.5 birim aralikli pH test kagitlariyla belirlendi. Bu amagla
test kagitinin  spermaya temasi saglanarak 3-5 sn bekletildi. Bu siirenin sonunda renk

degisiminin skala Gizerinde gosterdigi sayisal deger okunarak kaydedildi.
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4.2.1.3. Sperma ve Kanda Vitamin C Diizeylerinin Belirlenmesi

Koglardan alinan kan serumu ve sperma ¢rneklerinde vitamin C diizeylerinin
belirlenmesi amactyla spektrofotometrik bir yontem olan fosfotungustik asit metodu
(84) kullanild:.

4.2.1.3.1. Renk Ayracinin Hazirlanmas:

A Soliisyonu : 20 g Sodium Tungustate (Na;WO4.2H;0) ve 10 g Disodium
Hydrogen Phosphate (NaHPO4.2H;0) kangimi 30 ml distile su iginde 1sitilarak
cozdiriildii.

B Soliisyonu : 5 ml siilfiirik asit (H2SO, - molekiil agirhg: 1.84) tizerine yavas
bir gekilde 15 ml distile su ilave edildi.

Soliisyon B yavag bir gekilde ilik durumdaki soliisyon A tizerine aktarldi.
Elde edilen kangim reflux (geri sofutucu) altinda 2 saat siireyle kisik ateste
kaynatildi. Elde edilen soliisyon (renk ayract) oda sicakhginda sogutuldu. Daha sonra
kapali bir bolmede aym sicaklikta saklandi.

4.2.1.3.2. Standart Soliisyonlarimn Hazirlanmasi

Stok Standart

Onceden tartilan 5 g Oksalik Asit (C2H,04.2H,0) distile su ile 1000 ml’ye
tamamlamp ¢ozdiiriildi. Daha sonra 50 mg L-askorbik asit, hazirlanan %0.5’lik
oksalik asit soliisyonu ile 100 ml’ye tamamlanip ¢ozdiiriildi. Bu solisyon stok
standart olarak 4°C’de saklandi.

Cahsma Standardx

Stok standarttan 1 ml almp %0.5°lik oksalik asit soliisyonu ile 50 ml’ye
tamamlandi. Bu iglemle 50 kez daha sulandirilmig olan stok standarttan 1 mg/100 ml
konsantrasyonunda calisma standardi elde edildi. Olgiimler oncesinde ¢aligma
standartlan taze olarak hazirlandi.

~ Vitamin C diizeylerinin belirlenmesinde kullanilan kimyasal maddeler

- Sodium Tungustate...............c...cceeeeeene. (MERCK — Art Nr: 06673 )
- Disodium Hydrogen Phosphate ............ (MERCK — Art Nr: 06580 )
- Siilfiirik Asit (mol agirhg 1.84) ........... (MERCK — Art Nr: 00713)
- Oksalik ASIt .......cccoveviieiieiieeieeceee, (MERCK - Art Nr: 00492)

- L-Askorbik Asit .........ccoociiriiiii (MERCK — Art Nr: 00127)



27

4.2.1.3.3. Kan Serumlarinin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan 6 kogtan sperma alindiktan hemen sonra kan 6rnekleri
de alindi. Hayvanlarin vena jugularisi tizerine rastlayan kisimdaki yunler kirpilarak
bélgenin alkolle dezenfeksiyonu yapildi. S6zkonusu hayvanlarin vena jugularisinden
steril igneler yardimiyla kan alma tiiplerine 10’ar ml kan alindi. Ahnan kan 6rnekleri
piht1 tesekkiil edinceye kadar 37°C’deki etiivde 1 saat bekletildi. Pihtt olusan
ornekler, ince steril bir metal cubukla tiipin i¢ yilizeyine teget olarak pihts
bozulmadan ¢epecevre ¢izildi. Daha sonra tekrar 37°C’lik etiive konularak 1 saat
daha bekletildi. Siirenin sonunda tiipler 700 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Tiiplerin st kisimlarinda toplanan serumlardan otomatik pipetle 2’ser ml alinarak
steril cam tiiplere aktanldr.

4.2.1.3.4. Spermalarin Hazirlanmasi

Aragtirmadaki 6 kogtan alinan spermalanin 37°C’de  spermatolojik
.muayenelerinin yapilmasimin ardindan her bir 6rnekten otomatik pipetle 0.2 ml
sperma alinarak steril cam tiiplere konuldu. Daha sonra tiiplere konulan bu érnekler,
%0.5°lik oksalik asit soliisyonu ile 10 kat sulandirilarak 2 ml’ye tamamland.

4.2.1.3.5. Standart Kontrolii

Hazirlanan standart soliisyoniin hassasiyetini belirlemek amaciyla stok
standart soliisyondan sirasiyla 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 (¢aligma standartr) ve 2.0 ml alinarak
% 0.5°lik oksalik asit solisyonu ile 50 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyonlar gerekli
asamalardan gegirildikten sonra spektrofotometrede okunarak degerler kaydedildi
Uygulamalar beg kez tekrar edildi (n=>5).

4.2.1.3.6. Kan Serumu ve Sperma Vitamin C Diizeylerinin Ol¢iilmesi

Ayn aynt steril santrifiij tiplerine 2’ser ml olarak konan kan serumlan,
sperma Ornekleri, galiyma standart: ve distile su Gzerine otomatik pipet yardimyla
2’ser ml renk ayraci ilave edildi. Vortexte kargtinlan ornekler oda sicakliginda
30 dakika bekletildi. Bu esnada reaksiyon tamamlanip renk sabitlendi. Daha sonra
tiipler 3000 rpm’de 15 dakika santrifty edildi.

Ornekler santrifiij edildikten sonra iistte kalan mavi renkli kisimlar
(siipernatantlar) otomatik pipet yardimyla alttaki tortuya dokunulmaksizin dikkatli
bir sekilde alinarak bagka bir test tiipiine aktarildi. Elde edilen 6rnekler
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spektrofotometre’de (SHIMADZU - UV. Vis Marka) sirasiyla aym 6zel cam quartz

tiip kullanilarak 700 nm’de kore (distile suya) karsi okundu.

Hesaplama:
Kan Ornekleri i¢in;
Testin Absorbansi
X Standartin Konsantrasyonu (mg/100 ml) =
Standartin Absorbansi

Sperma Ornekleri I¢in;

Testin Absorbanst X 10

Standartin Absorbans:

X Standartin Konsantrasyonu (mg/100 ml)

Il

Mg Askorbik asit/ 100 ml

Mg Askorbik asit / 100 mi

4.2.2. Benzer Yontemlerle Almarak Pooling Yapilan Ko¢ Spermasina

Farkhh Oranlarda Katilan Gliserol ve Vitamin C’nin Dondurmaﬂan Once ve.

Cézdiirdiikten Sonraki Spermatolojik Ozelliklere Etkisinin Belirlenmesi

4.2.2.1. Sulandiricilarim Hazirlanmasi

Cahsmada sperma sulandiricisi olarak “Yumurta Sarisi - Tris Sulandiricis:”

kullamld1.
Yumurta sarnsi - Tris Sulandiricis: :
Tris (hydroxymetyl) aminomethane ......... 363 ¢g
GHKOZ oottt 050¢g
315 1. 1 | A RRORRRRRTO 1.99¢
Yumurta Sarist ...ceeeeeeeeeneeeeeeeeinneeeeeeens 15.00 ml
Distile suadd. ....cooveveeviiereeeieceeeeeeenn 100.00 ml

Yumurta Sarisi - Tris sulandiricismm hazirlanmasinda kullanilan kimyasal

maddeler;
- Tris(hydroxymethyl) aminomethane ........ (MERCK — Art Nr: 08387)
= D(+) GEKOZ ...cveeneeeeirrertrerreeeeereeeeenens (MERCK — Art Nr: 08337 )
= SHIK ASIE woovvieieciecirnreeseenreceesaeeeaeeeeneas (MERCK — Art Nr: 00242)
- Oksalik ASIt ...coeevveercieereeerieieneieceireeneen, (MERCK - Art Nr: 00492)

B L) D (MERCK - Art Nr: 04093)
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4.2.2.2. On Sulandincimn Hazirlanmas:

Sperma alinmadan 1 saat once tartilarak hazirlanmis olan tris, glikoz ve sitrik
asit 40-50°C’ye kadar isitilmig olan 50 ml distile su igerisinde ¢ozdiriildii. Daha
sonra sicakligi 37°C’ye diigurildi. Giinlilk olarak alinan taze yumurtalann aki
sansindan filtre kagidi yardimiyla ayridiktan sonra hazrlanan solisyona 15 ml
yumurta sansi ilave edildi. Karigima 100.000 IU Penisilin ve 100 mg Streptomisin
eklenerek hacmi distile su ile 100 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan 6n sulandirict
37°C’deki su banyosuna konuldu.

4.2.2.3. On Sulandirma Islemi

Aragtirmanin  ikinci kismunda elektroejekiilator yontemiyle 2 ay siireyle 3
giinde bir 6 kogtan sperma alindi. Alman spermalar 37°C’de pooling yapilarak bir
kapta toplandi. Daha sonra pooling, 37°C’deki 6n sulandincinin spermaya yavas
yavag katilmastyla 1:4 oraminda (1 kisim sperma : 4 kisim sulandinci) sulandinldi.
Sulandirma sonrasi spermatolojik 6zellikler belirlenerek kaydedildi.

4.2.2.4. Spermanin Sogutulmasi

On sulandmlmas; yapilmig tip igerisindeki pooling, sicakligt 37°C’ye
ayarlanmig su dolu bir kap igerisine daldinlarak buzdolabma birakildi. Burada
yaklagik 2 saat bekletilerek sicakliginin 4°C’ye diismesi saglandi. Sogutulma sonrasi
spermatolojik 6zellikler belirlenerek kaydedildi.

4.2.2.5. Spermaya Katilan Vitamin C’nin Toksisitesinin Belirlenmesi

Caligmanm ikinci bolumiinde spermaya katilacak vitamin C (L-askorbik asit)
miktarlannin belirlenmesi igin bir 6n ¢aliyma yapildi. 6 kogtan alman spermalar bir
tip iginde bir araya toplandiktan sonra (pooling), 1:4 oramnda 6n sulandinlmasi
yapild. Daha sonra tiip, 37°C’deki su igerisinde buzdolabma birakilarak sicakhig:
4°C’ye diiguiriildi. Sogutulmus sperma 8 egit kisma boliindii. Her bir kisma sirastyla
0 mg/ml (kontrol), 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 mg/ml Vitamin C ilave edilip,
miteakip 0., 2., 4., 8., 16. ve 24. saatlerde spermatozoon motilitesi ve sperma pH
degerleri belirlenerek kaydedildi. Bu islemler bes kez tekrarland: (n=5).

4.2.2.6. Farkli Oranlarda Gliserol ve Degisik Miktarlarda Vitamin C
ilave Edilen Sulandincilarin Hazirlanmas)

Onceden tartilarak hazirlanmms olan tris, glikoz ve sitrik asit 40-50°C’ye
sitilrmg 40 ml distile su igerisinde ¢ozdirildii. Sonra sicakhigi 37°C’ye diigiiriildii.

Filtre kagidi yardimiyla akindan aynlan 15 ml taze yumurta sanst hazirlanan
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soliisyona ilave edilerek kangim distile su ile 60 ml’ye tamamlandi. Hazirlanan
60 ml’lik kangim 5 esit kisma béliindii. Daha sonradan 20 ml’ye tamamlanacak olan
her bir kisma sirasiyla O ml (%0-A), 0.4 ml (%2-B) , 1.2 ml (66-C), 2.0 ml (%10-D)
ve 2.8 ml (%14-E) gliserol ilave edilerek biitiin kisimlar distile su ile 16 ml’ye
tamamlandi. Kangimlar buzdolabina yerlestirilerek sicakliklanimn 4°C’ye diigmesi
saglandi. Farkli oranlarda gliserol igeren bu 5 grup kendi aralarinda tekrar 4 ml’lik
4 gruba aynldi. Aym oranda gliserol iceren her bir 4 ml’lik alt gruba sirasiyla
0 mg/ml (kontrol-1), 1 mg/ml (2), 2 mg/ml (3) ve 4 mg/ml (4) vitamin C ilave
edilerek 5 ml’ye tamamlandi. Sonu¢ olarak 5’er ml hacimde degisik oranlarda
gliserol ve vitamin C igeren 20 farkli sulandinict grubu elde edildi. Burada ylzde ve
mg olarak verilen degerler sadece sulandiricilara ait olup sperma 1:1 oraninda tekrar
sulandirildiginda bu degerler yariya diigmektedir.

4.2.2.7. Gliserolasyon

Daha onceden 1:4 oraninda 6n sulandirmasi yapilmig ve sicakhidi 4°C’ye
diistriillmiis pooling, 1’er ml’lik 20 esit kisma boliindi. Her bir kisim sperma, degisik
oranlarda gliserol ve vitamin C igeren bir sulandinici ile 1:1 oraninda (1 kisim
sperma:1 kisim sulandirict) sulandinldi. Sulandirma iglemi, 4 esit kisma bolinen
sulandincimin her bir kismunin 15 dakika araliklarla spermaya eklenmesi seklinde
yapilds.

4.2.2.8. Equilibrasyon

Sulandinlmig ve gliserolasyon islemi tamamlanmug olan spermalar farklh
renklerdeki 0.25 ml’lik payetlere c¢ekilerek bunlarin uglani polivinil alkol tozu ile
kapatildi. Hazirlanmig olan payetler, equilibrasyon amactyla 4°C’de 4 saat bekletildi.
Bu siirenin sonunda spermatolojik 6zellikler belirlenerek kaydedildi.

4.2.2.9 Spermamn Dondurulmasi

Equilibrasyon sonunda buzdolabindan ¢ikanlan payetler, 7 cm derinliginde
sivl azot ihtiva eden bir sterafor kab (26 x 17 x 14 cm) igerisinde yiizen, orta kismi
¢ikarilmig ve iist tarafi boydan boya madeni kafes teli ile kaplanmig dikdortgen
prizmasi seklindeki sert sterafor blok (18 x 12 x 5 cm) Uzerine bir sira halinde
yerlestirildi. Sterafor kutunun kapag kapaﬁlarak payetler igerisindeki spermalarin
sivt azot buharinda 12 dakika sireyle dondurulmasi saglandi. Bu siirenin sonunda

sterafor blok lizerindeki payetler, sterafor kaptaki sivi azot igine dokiildi. Daha sonra
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payetler sivi azot igerisinde gobletlere yerlestirilerek sivi azot tankina tagindi.
Muayaneler tamamlanincaya kadar burada saklandi.

4.2.2.10. Dondurulmus Spermanin Coézdiiriilmesi

Spermalarin  dondurulmasi sonucu spermatolojik o6zelliklerinin belirlenmesi
igin her bir gruba ait payetler dondurma igleminden yaklasik 1 saat sonra 38°C’deki
su igerisinde 25 saniye bekletilerek ¢ozdurildi. Gerekli spermatolojik muayeneler
yapilarak sonuglar kaydedildi.

Aragtirma ikinci asamasindaki spermanm sulandirilmasi, gliserolasyon,
equilibrasyon, spermanin dondurulmast ve ¢6zdirilmesi islemleri 10 kez
tekrarlanarak degerlendirildi (n=10).

4.2.3. Istatistiki Analiz

Aragtirmada incelenen gruplar arasindaki spermatolojik ozelliklere iligkin
verilerin istatistiki kargilagtirmalan i¢in SPSS istatistik programindan yararlamidi.
Vitamin C enjeksiyonu Once ve sonrasina ait degerler i¢in bagiml T testi ve yizde
degerlerinin 6nemlilik derecelerinde Khi kare testi kullamldi. Dondurma oncesi ve
sonrast spermatolojik Ozelliklerin degerlendirilmesinde gruplar arasi varyans analizi
(ANOVA) yapildi. Varyans analizinden‘elde edilen gruplar arasi farklar Fischer’in
¢oklu kargilagtirma testi kullanilarak degerlendirildi.
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5. BULGULAR
5.1. Standart Kontrolii
Hazirlanan standart soliisyonlarin hassasiyetini belirlemek amaciyla yapilan

spektrofotometrik dlgtimlerin ortalama degerleri Tablo 1’ de gosterilmistir.

Tablo 1. Standart Kontroli (Degisik Miktarda Vitamin C Igeren Soliisyonlarn
Spektrofotometrik Olgiim Degerleri) (n=5)

Vitamin C Miktart 0.1 02 05 1.0 2.0
(mg/100 ml)
Absorbans Degeri 0.0228 0.0568 0.1420 0.2812 0.5628

Tablo 1°de goriildigi gibi 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 ve 2.0 mg/100 ml Vitamin C igeren
solusyonlarin spektrofotometrik o6lgiimleri sonucunda ortalama absorbans degerleri
sirastyla 0.0228, 0.0568, 0.1420, 0.2812 ve 0.5628 olarak bulunmustur. Bu degerlerin
grafiksel dagilim da grafik 1°de gosterilmistir.

5628
-
)
5]
‘g 0ADE ~
y
E - _l 2842
|
E nam 420
2
E OATE = 0568
% 0228
om nsa 1m 140 2m 251
Askorhik Asit mildar {mg S0 0mI)

Grafik 1. Standart Kontroliin Spektrofotometrik Olgiimlerinin Grafiksel Dagilum
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Grafik 1’de gorildugi gibi standart absorbans degerleri diizgiin bir dagiim
gostermektedir. Elde edilen bulgular, mevcut metodun soliisyonlarda diisiik
miktarlarda bulunan vitamin C miktarlannin tespitine kargt hassas oldugunu

gostermektedir.

5.2. Vitamin C Enjeksiyonlarmdan Once ve Sonra Elde Edilen Kan
Serumu ve Spermalardaki Vitamin C Diizeyleri

Arastirmada kullanilan 6 koga vitamin C enjekte etmeden once ve ettikten
sonra oOlgiilen kan serumu ve spermalardaki vitamin C diizeyleri Tablo 2°de
verilmigtir.

Tablo 2°de goruldiigi gibi vitamin C enjeksiyonlan yapilmadan énce koglarin
kan serumundaki ortalama vitamin C dizeylei 0.361+0.01 mg/100 ml ile
0.488+0.01 mg/100 ml arasinda degigmig ve 6 kogta ortalama 0.427+0.01 mg/100 mi
olarak bulunmusgtur. Vitamin C enjeksiyonlart yapildiktan sonra ise bu degerler
1.311+0.06 mg/100 ml ile 1.871+0.06 mg/100 ml arasinda degigsmis ve 6 kog igin
ortalama 1.596£0.03 mg/100 ml olarak belirlenmigtir. Koglara vitamin C
uygulanmadan 6nce ve uygulandiktan sonra elde edilen kan serumundaki ortalama
vitamin C diizeyleri arasindaki fark istatistiki olarak énemli bulunmugtur (P<0.01).

Tablo 2. Vitamin C Enjeksiyonundan Once ve Sonra Koglarin Kan Serumu ve
Spermasindaki Vitamin C Diizeyleri (n=10).

Kan Serumundaki Vitamin C Diizeyleri Spermadaki Vitamin C Diizeyleri
Koglar (mg / 100 ml) (mg / 100 ml)

Enjcksiyon Enjcksiyon Enjeksiyon Enjeksiyon

Oncesi Sonrasi P Oncesi Sonras1 P
1 0.361+0.01 1.326+0.04 2.654+0.13 3.371+0.07
2 0.379+0.01 1.311+0.06 2.704+0.16 3.3114+0.07
3 0.443+0.01 1.871+0.06 3.6234+0.10 4.054+0.10
4 0.454+0.01 1.675+0.05 3.796+0.13 4.01420.11
5 0.488+0.01 1.645+0.04 3.894+0.12 4.472+0.08
6 0.467+0.01 1.776+0.04 3.663+0.07 4.282+0.09

Ortalama  0.427+0.01 1.596+0.03 ok 3.384+0.08 3.915+0.07 ok

% (P<0.01).
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Tablo 2’de gorildugi gibi vitamin C enjeksiyonlan yapiimadan 6énce koglarn
spermasindaki ortalama vitamin C diizeyleri 2.654+0.13 mg/100 ml ile 3.894+0.12
mg/100 ml arasinda degigmis ve 6 kog¢ta ortalama 3.384+0.08 mg/100 ml olarak
bulunmugtur. Vitamin C enjeksiyonlan yapildiktan sonra ise bu degerler 3.311+0.07
mg/100 mi ile 4.472+0.08 mg/100 ml arasinda degigmis ve 6 kog¢ i¢in ortalama
3.9154+0.07 mg/100 ml olarak belirlenmistir. Koglara vitamin C uygulanmadan énce
ve sonra elde edilen spermalardaki ortalama vitamin C diizeyleri arasindaki fark

istatistiki olarak 6nemli bulunmugtur (P<0.01).

5.3. Koglara Kas I¢i Enjekte Edilen Vitamin C’nin Spermatolojik
Ozelliklere Etkisi

Bu ¢aliymada koglara vitamin C uygulanmadan 6nce ve sonra alinan 10’ar
ejekulat spermaya ait ortalama miktar, kitle hareketi, spermatozoon motilitesi ve
spermatozoon yogunlugu Tablo 3.1°de ve 6li spermatozoon orani, akrozoma bagh
anormal spermatozoon oram, toplam anormal spermatozoon oram ve sperma pH
degerleri de Tablo 3.2°de verilmigtir.

Tablo 3.1°de goruldiigii gibi vitamin C enjeksiyonlart yapilmadan o6nce
koglarin ortalama sperma miktarn 0.854+0.04 ml ile 1.16+0.03 ml arasinda degismis
ve 6 kogta ortalama 1.02+0.02 ml olarak bulunmugtur. Vitamin C enjeksiyonlan
yapildiktan sonra ise bu degerler 1.08+0.04 ml ile 1.24+0.02 ml arasinda degigmis ve
6 kog¢ igin ortalama 1.18+0.02 ml olarak belirlenmigtir. Koglara vitamin C
uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen ortalama sperma miktarlan arasindaki fark
istatistiki olarak énemli bulunmugtur (P<0.05).

Tablo 3.1’de goriuldiugi gibi vitamin C enjeksiyonlart yapilmadan Once
koglarin spermalarindaki ortalama kitle hareketleri 3.90+0.07 ile 4.10+0.07 arasinda
degismis ve 6 kogta ortalama 4.03£0.03 olarak bulunmugtur. Vitamin C
enjeksiyonlarindan sonra ise bu degerler 4.10+0.07 ile 4.20+0.08 arasinda degigmis
ve 6 kog¢ igin ortalama 4.13+0.03 olarak belirlenmigtir. Koglarda vitamin C
uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen ortalama sperma kitle hareketleri arasindaki
farkin istatistiki olarak ¢nemsiz oldugu gorilmigtir (P>0.05).

Yine tablo 3.1°den izlenebilecegi gibi vitamin C enjeksiyonlart yapilmadan
once koglarin spermalarindaki ortalama spermatozoon motilitesi oranlart %79.0+0.80
ile %81.6+0.50 arasinda degigmis ve 6 kogta ortalama %80.7+0.31 olarak
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bulunmustur. Vitamin C enjeksiyonlarindan sonra ise bu degerler %81.8+0.63 ile
%82.6+0.67 arasinda defismis ve 6 ko¢ i¢in ortalama %82.2+0.24 olarak
belirlenmigtir. Koglarda vitamin C uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen ortalama
spermatozoon motilitesi oranlan arasindaki farkin istatistiki olarak Gnemsiz oldugu
gorilmistir (P>0.05).

Tablo 3.1°den takip edilebilecegi gibi vitamin C enjeksiyonlari yapilmadan
once  koglarm  spermalarindaki  ortalama  spermatozoon  yogunlugu
2.015£0.056x10°/ml ile 3.165+0.055x10°/ml arasinda degigmis ve 6 kogta ortalama
2.677+0.055x10°/ml olarak bulunmustur. Vitamin C enjeksiyonlan yapildiktan sonra
ise bu degerler 2.620+0.089x10’/ml ile 3.240+0.063x10°/ml arasinda degigmis ve
6 kog igin ortalama 3.027+0.040x10°/ml olarak belirlenmistir. Koglara vitamin C
uygulanmadan Once ve sonra elde edilen ortalama spermatozoon yogunlugu
arasindaki farkn istatistiki olarak énemli oldugu goriilmiigtiir (P<0.05).

Tablo 3.2°de goriildiigii iizere vitamin C enjeksiyonlart yapilmadan 6nce
koglarm spermalarindaki ortalama oOli spermatozoon oranlant %7.80+0.41 ile
%11.84+0.48 arasinda degismis ve 6 kogta ortalama %9.66+0.26 olarak
bulunmugtur. Vitamin C enjeksiyonlan yapildiktan sonra ise bu degerler %7.24+0.29
ile %10.28+0.30 arasinda degigsmis ve 6 kog¢ igin ortalama %8.72+0.17 olarak
belirlenmistir. Koglara vitamin C uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen ortalama
ol spermatozoon oranlan arasindaki farkin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu
gorilmistir (P>0.05).

Tablo 3.2°de gorildiign gibi vitamin C enjeksiyonlan yapimadan 6nce
koglarin spermalarindaki ortalama akrozoma bagli anormal spermatozoon oram
%1.74+0.08 ile %2.84+0.09 arasinda de@igmis ve 6 kogta ortalama %2.13+0.06
olarak bulunmustur. Vitamin C enjeksiyonlann yapildiktan sonra ise bu degerler
%1.80+0.08 ile %2.56+0.11 arasinda degigmis ve 6 kog igin ortalama %2.05+0.05
olarak belirlenmistir. Koglarda vitamin C uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen
ortalama akrozoma bagh anormal spermatozoon oranlan arasindaki farkin istatistiki
olarak 6énemsiz oldugu gorilmusgtiir (P>0.05).

Tablo 3.2°den izlenebilecegi gibi vitamin C enjeksiyonlan yapiimadan 6nce
koglarn  spermalarindaki ortalama toplam anormal spermatozoon oranlan
%7.30+0.12 ile %10.93+0.30 arasinda degigmis ve 6 kogta ortalama %8.71+0.19
olarak bulunmustur. Vitamin C enjeksiyonlari yapildiktan sonra ise bu degerler
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%7.26+£0.09 ile %10.74+0.30 arasinda degismis ve 6 kog i¢in ortalama %8.46+0.19
olarak belirlenmigtir. Koglarda vitamin C uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen
ortalama toplam anormal spermatozoon oranlan arasindaki farkin istatistiki olarak
onemsiz oldugu gorilmigtir (P>0.05).

Tablo 3.2°de gorildugn gibi vitamin C enjeksiyonlart yapilmadan 6nce kog
spermalanmin ortalama pH degerleri 6.70+0.08 ile 7.00+0.13 arasinda degigmis ve
6 kogta ortalama 6.86+0.04 olarak bulunmugtur. Vitamin C enjeksiyonlan
yapildiktan sonra ise bu degerler 6.70+0.08 ile 6.90+0.10 arasinda degigmis ve 6 kog
i¢in ortalama 6.78+0.03 olarak tespit edilmigtir. Koglarda vitamin C enjeksiyonlari
uygulanmadan 6nce ve sonra elde edilen ortalama pH degerleri arasindaki farkin

istatistiki olarak 6nemsiz oldugu gorulmigtiir (P>0.05).

5.4. Spermaya Katilan Vitamin C’nin Toksisitesi

On sulandinlmas1 yapilip sicaklign 4°C’°de diistiriildiikten sonra 8 esit kisma
boliinen ve sirastyla 0 mg/ml (kontrol), 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 ve 10.0 mg/ml
miktarinda Vitamin C ilave edilen spermalarm 0., 2., 4., 8., 16. ve 24. saatlerdeki
motilite ve pH degerleri Tablo 4’te gosterilmigtir.

Burada gorildigi tzere, 0. saat ile 8.saat arasinda 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/ml
Vitamin C ilave edilen gruplar ile kontrol grubuna ait motilite degerleri degigmezken
(P>0.05), 5 mg/ml vitamin C ilave edilen grupta motilite 6nemli derecede azalmug
(P<0.05) ve 10 mg/ml vitamin C ilave edilen grupta ise %0 olmustur (P<0.05).
Oteyandan 16. ve 24. saatlerde, 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/ml Vitamin C ilave edilen
gruplar ile kontrol grubuna ait motilite degerleri degigsmezken (P>0.05), 2 mg/ml
vitamin C ilave edilen grupta motilitenin kontrol grubuna gére azaldign (P<0.05) ve
5 mg/ml vitamin C ilave edilen grupta ise %0’a indigi gézlenmigtir (P<0.05).

Yine tablo 4’te, 0. saat ile 24.saatler arasinda 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/ml
vitamin C ilave edilen gruplar ile kontrol grubuna ait pH degerleri arasindaki fark
onemsiz bulunurken (P>0.05), 5 ve 10 mg/ml vitamin C ilave edilen gruplarda pH
degerleri kotrol grubuna gore onemli derecede diisiis gostermistir (P<0.05).
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5.5. Farkh Oranlarda Gliserol Iceren Ko¢ Spermasma Degisik
Miktarlarda ilave Edilen Vitamin C’nin Dondurma Oncesi ve Sonrasmnda
Spermatolojik Ozelliklere Etkisi

5.5.1. On Sulandrilmas: Yapilmis Pooling’e Ait Spermatolojik Ozellikler

Aragtirmada kullanilan 6 kog spermasi bir kapta toplanip (pooling) 37°C’de
on sulandirmasit yapildiktan sonraki ve 4°C’ye kadar sogutulduktan sonraki

spermatolojik 6zellikleri Tablo 5°de sunulmugtur.

Tablo 5. Pooling Yapilan 6 Kog¢ Spermasimn 37°C’de Sulandinlmasindan ve 4°C’ye
Kadar Sogutulduktan Sonraki Spermatolojik Ozellikler (n=10)

Akrozoma Baghh Toplam Anormal

Pooling Motilite Anormal Spt. Spt. Oram1  Olii Spt. Oram  Ph Degeri
%) Oram (%) (%) (%)
37°C’de On
Sulandirmadan  82.4+0.84 2.5440.05 8.65+0.06 6.26+0.17 6.90+0.10
Sonra
4°C’ye
Sogutulduktan  81.4+0.57 2.794+0.03 8.8940.05 6.38+0.15 6.900.10
Sonra

Tablo 5°de gorildugii gibi, 37°C’de 6n sulandirilmas: yapilan pooling’e ait
motilite, akrozoma bagl anormal spermatozoon orani, toplam anormal spermatozoon
oram, Olii spermatozoon oram ve pH degerleri sirasiyla, %82.4+0.84, %2.54+0.05,
%8.65+0.06, %6.26+0.17 ve 6.90+0.10 bulunurken sulandirilmig spermanin 4°C’ye
kadar sogutulmasindan sonraki aym degerler ise sirasiyla %81.4+0.57, %2.79+0.03,
%8.89+0.05, %6.38+0.15 ve 6.90+0.10 olarak tespit edilmigtir. Sogutma esnasinda
pooling’in spermatolojik Ozelliklerinde meydana gelen degisikliklerde istatistiki
olarak onemli bir fark goralmemigtir (P>0.05).

5.5.2. Gliserolasyon ve Equilibrasyon Sonucu Elde Edilen Spermatolojik
Ozellikler

Degisik oranlarda gliserol ve vitamin C igeren sulandinicilarla sulandirilog
20 farkh grup spermamn, gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu tespit edilen

spermatolojik ozellikleri Tablo 6’da verilmigtir.
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Tablo 6. Farkh Oranlarda Gliserol ve Vitamin C Igeren Sulandincilarla

Sulandirilmg ~ Spermalarin,  Gliserolasyon ve  Equilibrasyondan ~ Sonraki
Spermatolojik Ozellikleri (n=10)
Akrozoma Toplam
Gruplar Motilite Bagh Anormal Spt.  Olii Spt. Oramt
(Glisero! - Vitamin C) (%) Anormal Spt. Oram (%)
Oram (%) %)
A1 (%0 Gliserol- 0 mg/ml) 79.0+0.77° 2.90+0.04* 8.98+0.06° 6.62+0.16*
A2 (%0 Gliserol 0.5 mg/ml) 78.8+0.68* 2.88+0.03" 8.96+0.06° 6.78+0.15°
A3 (%0 Gliserol- 1 mg/ml) 78.0+0.70%* 2.8410.03° 8.9620.04" 6.8420.17*
A4 (%0 Gliserol- 2 mg/ml) 77.2:£0.70 3.00+0.04* 9.10+0.05° 7.08+0.16"
Ortalama 78.25+0.36" 2.91+0.19" 9.00+0.03" 6.83+0.08"
B1 (%1 Gliserol- 0 mg/ml) 77.8+0.72* 3.08+0.06° 9.12+0.08* 8.86+0.22%
B2 (%1 Gliserol- 0.5 mg/ml)  77.6+0.67°" 3.1240.05* 9.1340.05° 8.70+0.23%
B3 (%! Gliserol- 1 mg/ml) 76.40.74%04 3.01+0.05° 9.11+0.06" 8.94:£0.22°
B4 (%] Gliserol- 2 mg/ml) 74.0:+0.81°¢ 3.34+0.07° 9.28+0.05% 9.22+0.22°°
Ortalama 76.45+0.38" 3.14+£0.22! 9.16+0.31" 8.93+0.11"%
C1 (%3 Gliserol- 0 mg/ml ) 77.0+0.71°" 5.83+0.09° 11.47+0.63% 14.24+0.28™
C2 (%3 Gliserol- 0.5 mg/ml)  76.2+0.69***¢ 5.96+0.11° 12.00+0.14* 14.04+0.24%
C3 (%3 Gliserol- 1 mg/mi) 74807104 5.77+0.07° 11.9140.12° 13.80+0.19"
C4 (%3 Gliserol- 2 mg/mi) 71.8+£0.62" 6.22+0.09* 12.50+0.20° 14.38+0.26™
Ortalama 74.95+0.37" 5.94+0.33" 11.97+0.18" 14.1240.12*
D1 (%S5 Gliserol- 0 mg/ml ) 74.2+0.81°"%  13.51+0.24° 19.60+£0.38" 15.02+0.28°
D2 (%5 Gliserol- 0.5 mg/ml)  75.420.71°*¢  13.56:0.17° 19.56+0.25" 14.74+0.25¢
D3 (%5 Gliserol- 1 mg/ml) 72.6£0.69°*¢  12.90+0.18" 19.02+0.23° 14.64+0.22°
D4 (%5 Gliserol- 2 mg/ml) 70.4+0.70% 14.04+0.12°  20.08+0.35" 16.58+0.28°
Ortalama 73.15+0.39" 13.50+0.11% 19.57+0.17 15.25+0.18%
E1 (%7 Gliserol- 0 mg/ml)  72.6:0.89™  16.04+0.37°  23.90+0.43" 16.58+0.29°
E2 (%7 Gliserol- 0.5 mg/ml) ~ 73.2+0.78""!  16.08+0.39"°  23.92+0.49" 15.94+0.18°
E3 (%7 Gliserol- 1 mg/ml) 74.240.71°*%  15.60+0.35" 23.24+0.43" 15.7420.16°
E4 (%7 Gliserol- 2 mg/ml) 69.4+0.78¢ 16.58+0.38" 24.80:£0.47° 16.30+0.24°
Ortalama 72.35:0.41" 16.08+0.19* 23.97+0.24* 16.14+0.12°

a,b,c,d : Aym situnda degisik harfler tagtyan ortalama degerler arasindaki farklar dnemlidir (P<0.05).
1,23 : Aym siitunda degigik sayilar tagtyan ortalama degerler arasmdaki farklar Snemlidir (P<0.05).

Tablo 6’da gorildugu tzere, farkh oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla  sulandirilmug  sperma  gruplarmin  gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucu motilite degerleri gliserol oram arttikga azalmugtir. Gliserol oram belli bir
oranda iken vitamin C miktanmn artigima bagh olarak motilite de bariz bir degisme
olmamigtir. Gliserol ve vitamin C igermeyen Al kontrol grubunda motilite
%79.0+0.77 olarak en yiiksek diuzeyde bulunurken, %7 gliserol ve 2 mg/ml Vitamin
C igeren E4 grubunda %69.44+0.78’lik olarak en diisiik diizeyde bulunmusgtur. En az
gliserol (%1) ve en az vitamin C (0.5 mg/ml) ilave edilen B2 grubu spermada, aym
maddelerin daha fazla ilave edildigi diger gruplara gore en fazla motilite
(%77.6+0.67) elde edilmigtir. Sperma gruplan arasinda motilite degerleri yoniinden
yapilan istatistiki analizde C4, D4 ve E4 gruplannda Al kontrol grubuna goére
onemli derecede (P<0.05) bir azalma goriilmiigtiir.
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Tablo 6’dan takip edilebilecegi gibi farkli oranlarda gliserol ve vitamin C
iceren sulandiricdarla  sulandirdmig  sperma  gruplannda  gliserolasyon  ve
equilibrasyon sonucu akrozoma bagh anormal spermatozoon oram ve toplam
anormal spermatozoon oram gliserol oramnin artigina bagh olarak artrugtir. Ancak
gliserol oram belli bir diizeyde iken vitamin C’nin artigina bagh olarak akrozomal
bozukluklarda ve toplam anormal spermatozoon oraminda Onemli bir degigiklik
olmamigtir (P>0.05). Kontrol grubunda (A1) akrozoma bagh anormal spermatozoon
oram %2.90+0.04 ve toplam anormal spermatozoon oram %8.98+0.06 iken aym
degerler gliserol katilmig gruplar arasinda en diigilk oranda %1 gliserol ve 1 mg/ml
Vitamin C igeren B3 grubunda sirastyla %3.01+0.05 ve %9.11+0.06 bulunmug ve
%7 gliserol ve 2 mg/ml Vitamin C igeren E4 grubunda ise yine sirasiyla
%16.58+0.38 ve %24.80+0.47 olarak en fazla tespit edilmigtir. Bu gruplar arasinda
yapilan istatistiki analizde %5 ve %7 gliserol igeren tiim gruplarda akrozoma bagh
anormal spermatozoon oranlan ve toplam anormal spermatozoon oranlari kontrol
grubuna goére énemli bir artig (P<0.05) gostermigtir.

Farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren sulandiricilarla sulandirilmg
20 grup spermanin gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu elde edilen &lii
spermatozoon oranlant Tablo 6’da gosterilmistir. Buradan anlagildify tizere gliserol
oram arttik¢ca Olii spermatozoon orant artnms ama gliserol oramnin aymi oldugu
gruplarda, vitamin C’nin artigina bagh olarak bariz bir defisme olmamustir. Olii
spermatozoon oramt Al kontrol grubunda en disiik (%66.62+0.16) ve %7 gliserol ve
0 mg/ml vitamin C iceren E1 grubunda da en yiksek (%16.58+0.29) bulunmustur.
Gruplar arasinda yapilan istatistiki analizde kontrol grubu ile %3, %5 ve %7 gliserol
igeren gruplar arasinda 6lii spermatozoon oram artigt yéniinden fark énemli (P<0.05)
olmustur.

5.5.3. Dondurulup Cozdiiriilmiis Spermalardaki Spermatolojik
Ozellikler

Degigik oranlarda gliserol ve vitamin C igeren sulandinilarla sulandinlmig
20 farkli grup spermamin dondurulup ¢ozdirilmesi sonucu tespit edilen
spermatolojik 6zellikler Tablo 7”de verilmigtir.

Tablo 7’den izlenebilecegi gibi farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandincilarla sulandmldiktan sonra dondurulup ¢ozdiiriilmiiy sperma gruplarma ait

motilite degerleri gliserol oram artigmma bagli olarak artmug ancak gliserol orammin
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aym oldugu gruplarda vitamin C’nin artigina bagli olarak bariz bir degisme
olmamuigtir. Motilite gliserol oramnin sifir oldugu A1-A4 gruplaninda ortalama
%1.20+0.15, gliserol oraninin %1 oldugu B1-B4 gruplarinda ortalama %15.48+0.41,
gliserol oraninin %3 oldugu C1-C4 gruplarinda ortalama %33.50+0.67, gliserol
oranmin %35 oldugu D1-D4 gruplaninda ortalama %49.55+0.40 ve gliserol oraninin
%7 oldugu E1-E4 gruplarinda da ortalama %43.70+0.43 olmustur. Dondurulup
¢ozdurilen spermalarda, farkhi oranlarda gliserol igeren gruplanin motilite degerleri
arasinda istatistiki yonden 6nemli farkhiliklar (P<0.05) bulunmustur.

Tablo 7. Farkli Oranlarda Gliserol ve Vitamin C Igeren Sulandinicilarla Sulandiriimig
Spermalarin Dondurulup Coézdiriilmesi Sonucu Tespit Edilen Spermatolojik

Ozellikler (n=10)

Akrozoma Toplam
Gruplar Motilite Bagh Anormal Otii Spt. Oran1
(Gliserol - Vitamin C) %) Anormal Spt. Spt.Oram (%)
Oram (%) (%)

A1 (%0 Gliserol- 0 mg/ml) 13+£031" 1441+061° 2L.12£0.70° 97.20+0.39"
A2 (%0 Gliserol 0.5 mg/ml) 1.0£029° 14.02+054* 2278+057° 97.48+0.30°
A3 (%0 Gliserol- 1 mg/ml) 1.5£033° 1240+0.52*°  2022:+058  97.00 +0.40°
A4 (%0 Gliserol- 2 mg/ml) 1.0+£029*  16.14+043* 2428+050° 97.64+0.24°
Ortalama 120015 1424+033" 22.10+038" 97.33+0.17
B1 (%1 Gliserol- 0 mg/ml) 15.1+083% 1814+0.43" 27.14+049™ 81.32+0.68"
B2 (%1 Gliserol- 0.5 mg/ml) 156+ 080° 17.34+£052* 2630+047" 81.93+0.56"
B3 (%1 Gliserol- 1 mg/ml) 17.0£ 081" 16.98+043" 2556+047° 80.72+0.52°
B4 (%I Gliserol- 2 mg/ml) 142+£0.79" 18.60:+044" 27.80+045" 83.04+0.36"
Ortalama 15480417 1777024 2670£026" 81.75 +0.29
C1 (%3 Gliserol- 0 mg/ml) 33.0+£1.41° 29.10+0.50° 3570+ 1.54%  60.45 +0.60°
C2 (%3 Gliserol- 0.5 mg/ml) 340+ 1345 30.02+069" 34.60+0.77" 59.96+0.52°
C3 (%3 Gliserol- 1 mg/ml) 354+128° 2858+048" 3332068 58.84+042°
C4 (%3 Gliserol- 2 mg/ml) 31.6+£1.29° 31.00+0.60"" 36.82+0.99" 61.10+0.49°
Ortalama 33.50+0.67 29.68+0.31" 3511+055 60.09+0.28°
D1 (%5 Gliserol- 0 mg/ml) 50.2+0.78% 33.12+0.52"% 38.70+0.93° 40.80 +0.69%
D2 (%5 Gliserol- 0.5 mg/ml)  49.2+0.75% 31.54+0.71° 36.66+0.79" 40.06+0.72%
D3 (%S5 Gliserol- 1 mg/ml) 51.4+0.70° 31.00+0.54"** 3575+0.69"° 38.60+0.49¢
D4 (%5 Gliserol- 2 mg/ml) 47.4+085% 3229+061" 38.06+0.99% 40.32:+0.53%
Ortalama 4955+040° 31.99+0.32° 3729045 3995+0.31"
E1 (%7 Gliserol- 0 mg/ml) 438+ 085" 40.16:0.87° 48.10+£0.73° 44.63+0.87°
E2 (%7 Gliserol- 0,5 mg/ml) 428+086" 3857+093% 46.98:+£094° 4562+077"
E3 (%7 Gliserol- 1 mg/ml) 44.6+091% 37.56+£0.92° 44.84+097° 46.58+061°
E4 (%7 Gliserol- 2 mg/ml) 436+085% 4272:+£133° 49.90+136° 47.72+0.57°
Ortalama 4370 +£0.43% 39.75+0.59° 4746057 46.14+039*

ab,c,def: Aym situnda degigik harfler tagtyan ortalama degerler arasindaki farklar énemlidir (P<0.05).
1,2,3,4 : Aym situnda degigik sayilar tagtyan ortalama degerler arasmdaki farklar dnemlidir (P<0.05).

Spermalarm dondurulup ve ¢ozdirilmesi sonucu akrozoma baghh anormal

spermatozoon oranlan gliserol oramnin artigina bagl olarak artmustir. Ayni oranda



gliserol igeren gruplarda vitamin C miktarinin artigina bagl olarak bariz bir degisme
olmamugtir. Akrozoma bagh anormal spermatozoon oram gliserol oram sifir olan
Al-A4 gruplaninda ortalama %14.24+0.33, gliserol oram %1 olan B1-B4
gruplarinda ortalama %17.77+£0.24, gliserol orami %3 olan C1-C4 gruplarinda
ortalama %29.68+0.31, gliserol oram %5 olan D1-D4 gruplarinda ortalama
%31.99+0.32 ve gliserol oram %7 olan E1-E4 gruplarinda da ortalama %39.75+0.59
olmugstur.

Spermalann dondurulup ¢ozdiriilmesi sonucu toplam anormal spermatozoon
oranlan gliserol oraminin artigina bagh olarak artrmgtir. Aym oranda gliserol igeren
gruplarda vitamin C miktarinin artigina bagl olarak 6nemli bir degigme olmamustir.
Toplam anormal spermatozoon orami gliserol oram stfir olan A1-A4 gruplannda
ortalama %22.10+0.38, gliserol oramt %1 olan B1-B4 gruplarinda ortalama
%26.70+0.26, gliserol oram %3 olan C1-C4 gruplarinda ortalama %35.11£0.55,
gliserol oramt %5 olan D1-D4 gruplarinda ortalama %37.29+0.45 ve gliserol oram
%7 olan E1-E4 gruplarinda da ortalama %47.46+0.57 olmustur.

Akrozoma bagl anormal spermatozoon orami ve toplam anormal
spermatozoon oram yoniinden sperma gruplan arasinda yapilan istatistiki analizde
kontrol grubu ile %1 gliserol ‘igeren gruplar arasinda benzerlik bulunurken kontrol
grubu ile diger gruplar arasindaki fark énemli (P<0.05) bulunmustur.

Dondurulup ¢o6zdiirilme sonucu oli spermatozoon oranlant en fazla
%97.64+0.24 olarak sulandiniciya gliserol katimadigt zaman tespit edilmis ve
gliserol oramnin artigna bagh olarak azalmigtir. Gliserol oranmin aym kaldig
gruplarda vitamin C miktannin artigina bagh olarak olii spermatozoon oraninda
farkedilir bir degisme olmamustir. Olii spermatozoon oram gliserol oram %1 olan
B1-B4  gruplaninda ortalama %81.75+0.29, gliserol oram %3 olan C1-C4
gruplarinda ortalama %60.09+0.28, gliserol oram %35 olan D1-D4 gruplarinda
ortalama %39.95+0.31 ve gliserol oram %7 olan E1-E4 gruplannda da ortalama
%46.14+0.39 olarak hesaplanmugtir.

Dondurulup ¢dzdiiriilen spermalarda, farkli oranlarda gliserol igeren gruplar
arasinda ©li spermatozoon oranlari yoniinden yapilan istatistiki analiz sonucunda
gliserol oranminin artigina bagh olarak 6nemli farkliliklar bulunurken (P<0.05) %5 ve
%7 gliserol igeren gruplarda diger gruplara gore onemli derecede azalma oldugu

hesaplanmugtir.
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6. TARTISMA

Hayvan 1slahi agisindan suni tohumlama uygulamalarinda dondurulup
¢Ozdiiriilmiig kog spermasinin kullanilmas: bir ¢ok yonden biiyiik 6nem tagimaktadir.
Ancak bir ¢ok arastirmact (1, 49, 90, 128) bu spermalarla yapilan tohumlamalar
sonucunda taze spermalarla yapilan tohumlamalara gére daha diigik oranda fertilite
elde ettiklerini ve bu dusiik fertilite sonuglarmin da spermanin sulandinlmast ve
dondurulmas1 iglemleri esnasinda meydana gelen motilitedeki azalmaya ve
akrozomal bozukluklara bagli olabilecegini bildirmektedirler.

Sunulan g¢aligmada kan serumundaki ortalama vitamin C diizeyi koglara
vitamin C enjeksiyonlarindan ¢6nce 0.427+0.01 mg/100 ml ve vitamin C
enjeksiyonlarindan sonra 1.596+0.03 mg/100 ml olarak tespit edilmis ve bu iki deger
arasindaki fark onemli (P<0.01) bulunmustur. Yapilan degerlendirmede vitamin C
enjeksiyonlarimin kan serumundaki vitamin C diizeyini artirdigs tespit edilmigtir.

Vitamin C enjeksiyonlar1 uygulanmadan 6nce koglardan elde edilen kan
serumu vitamin C diizeyleri, Béspmar ve ark. (16)’latmin 0.38+0.05-0.90+0.05
mg/100 ml ve Robinson ve ark. (108)’lariin 0.48 mg/100 ml olarak bildirdikleri
ortalama kan serumu vitamin C dizeylerine yakin bulunurken, Camas ve ark.
(33)’lanimin 0.78 mg/100 ml, Haag ve ark. (61)’larmim 0.91+0.02 mg/100 ml, Kolb -
ve ark. (80)’larimin 0.80-1.40 mg/100 ml ve Altintas ve ark. (9)’larinin 1.30 mg/100
ml olarak bildirdikleri ortalama kan serumu vitamin C diizeylerinden ise dusik
bulunmustur.

Kan serumu vitamin C diizeyleri arasindaki bu farklihklar, c¢aligmalarda
kullanilan hayvanlann biyiik 6lgide aldiklann yemlere, wklanna, cinsiyetlerine,
yaslarina, mevsimlere ve vitamin C tayin metoduna bagh olabilir.

Vitamin C enjeksiyonlart uygulandiktan sonra koglardan elde edilen kan
serumu vitamin C dizeyleri ise, Black ve ark (22)’larnmin vitamin C enjeksiyonlar
sonrast 7 saatte 0.86 mg/100 ml olarak bildirdikleri ortalama kan serumu vitamin C
diizeyinden yiiksek bulunmugtur. Bu farkhlik aragtirmacimun kullandigs hayvanlarin
rkina, yagina ve beslenme gekline bagh olabilecegi gibi vitamin C enjeksiyonlari
sonrasi kanlarin alinma saatine ve vitamin C tayin metoduna bagh olabilir.

Black ve ark. (22)’lant koglara vitamin C enjeksiyonlarinin intramuskiiler
olarak uygulanmasinin kan serumu vitamin C diizeyini artirdigim ve intravendz

uygulamalara gore viicutta daha fazla ve uzun sireli etki gosterdigini bildirmistir.
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Kolb ve ark. (81)’lart ise yetigkin koyunlara vitamin C enjeksiyonlan yapilmasinin
kan serumu vitamin C dizeyini yiikselttigini, 24 saatin sonunda ise bu degerlerin
normale déndigiing bildirmigtir.

Yapilan ¢aligmada spermadaki ortalama vitamin C diizeyi koglara vitamin C
enjeksiyonlarindan once 3.384+0.08 mg/100 ml ve vitamin C enjeksiyonlarindan
sonra 3.915+0.07 olarak tespit edilmis ve bu iki deger arasindaki fark Gnemli
(P<0.01) bulunmustur. Yapilan degerlendirmede vitamin C enjeksiyonlarindan sonra
kan serumu vitamin C diizeyi artigina paralel olarak sperma vitamin C dizeyinde de
bir artisin oldugu tespit edilmistir. Koglarda spermanin vitamin C diizeyine iligkin bir
literatire rastlanmanmsgtir.

Sunulan ¢ahiymada elde edilen ortalama sperma miktann koglara vitamin C
enjeksiyonlarindan 6nce 1.02+0.02 ml ve vitamin C enjeksiyonlarindan sonra
1.18+0.02 ml olarak tespit edilmis ve bu iki deger arasindaki fark 6nemli (P<0.05)
bulunmustur.

Vitamin C enjeksiyonlarindan once koglardan elde edilen ortalama sperma
miktari, Cameron (28)’un 0.98 ml, Aksoy ve ark. (6)’lariin 1.01 ml, Gdkgen ve ark.
(56)’larinm 1.0 ml, Soylu (129)’nun 1.03 ml ve Demirci (42)’nin 0.93 ml olarak
bildirdikleri ortalama sperma miktarlann degerlerine yakin bulunurken, Gindogan ve
Demirci (59)’nin 0.81 ml, Oztiirkler ve ark. (100)’larimin 0.8 ml ve Sinha ve Sahni
(127)’nin 0.71 ml olarak bildirdikleri degerlerden yiiksek, Artiga ve ark. (12)’larnmn
1.19 ml, Ozkoca (99)nmn 1.19 ml ve Giilyiiz ve Yildiz (58)in 1.3 ml olarak
bildirdiklen degerlerden ise diigiik bulunmustur.

Sperma miktarlann arasindaki bu farkldiklar, aragtirmalarda kullarlan
koglarin irkina, vyasina, beslenme sekline, ejakiilasyon sikligina, seksiel
prestimiilasyona, sperma alma yontemine ve mevsimlere bagl olabilir.

Yapilan taramalarda vitamin C enjeksiyonlarindan sonra koglardan elde
edilen ortalama sperma miktarina iligkin bir literatiire rastlanmamistir.

Bu ¢aligmada elde edilen ortalama kitle hareketi koglara vitamin C ’
enjeksiyonlarindan 6nce 4.03+0.03 ve vitamin C enjeksiyonlarindan sonra 4.13+0.03
olarak tespit edilmig ve bu iki deger birbirine yakin (P>0.05) bulunmustur.

Bu degerler, Ataman (14)’m 4.16 olarak bildirdigi ortalama kitle hareketi
degerine yakin bulunurken, Cameron (28)’un 3.10 ve Gokgen ve ark. (56)’mn 3.5
olarak bildirdikleri kitle hareketi degerlerinden yiiksek, Gindogan ve Demirci



47

(59)’nin 4.36 ve Oztiirkler ve ark. (100)’larimin 4.5 olarak bildirdikleri kitle hareketi
degerinden ise diisgiik bulunmustur.

Spermalara ait ortalama kitle hareketleri arasindaki bu farkhhiklar materyal
olarak kullanilan hayvanlann irkina, yagina, sperma alinan mevsime, sperma alma
yontemine, muayene teknifine ve muayene yapan kisinin gahsi degerlendirmesine
bagli olabilir.

Sunulan bu ¢alismada elde edilen ortalama motilite degerleri koglara vitamin
C enjeksiyonlarindan ¢nce %80.7+0.31 ve vitamin C enjeksiyonlarindan sonra
%82.2+0.24 olarak tespit edilmis ve bu iki deger birbirine yakin (P>0.05)
bulunmustur.

Bu motilite degerleri, Tekin ve Giinzel (136)’in % 82.3, Tiimen ve Ozkoca
(140)’mn %80, Oztiirkler ve ark. (100)’lariin %80.3 ve Giindogan ve Demirci
(59)’nin %79.9 olarak bildirdikleri ortalama motilite degerlerine yakin bulunurken,
Cameron (28)’un %73.6, Aksoy ve ark. (6)’larmin %65.7, Gir ve Tath (60)’mn
%69.6 ve Demirci (42)’nin %72.6 olarak belirledikleri motilite oranlarindan yiiksek,
Soylu (129)’nun %89.3, Ozkoca (99)’nin %90 ve Gilyiiz ve Yildiz (58)’in %90
olarak belirledikleri motilite degerlerinden ise diisiik bulunmustur.

Sperma motilite degerleri arasindaki bu farkhliklar arastirmalarda kullanilan
koglarin irkina, yagmna, sperma alinan mevsime, muayene yapan kiginin sahsi
degerlendirmesine, muayene esnasindaki sicaklifa, muayene teknifine ve muayene
esnasinda kullamlan sulandinicilara bagl olabilir.

Yapilan g¢ahgmada elde edilen ortalama spermatozoon yogunlugu koglara
vitamin C  enjeksiyonlarindan  6nce  2.677+0.055x10°/ml ve vitamin C
enjeksiyonlanindan sonra 3.027+0.040x10°/ml olarak tespit edilmis ve bu iki deger
arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulunmustur.

Vitamin C enjeksiyonlan uygulanmadan once koglardan elde edilen ortalama
spermatozoon yogunlugu, Ozkoca (99)’mn 2.492x10°/ml, Oztirkler ve ark.
(100)’larmin  2.400x10°/ml, Aksoy ve ark. (7)’larmin 2.680x10°/ml ve Sinha ve
Sahni (127)’nin 2.700x10°/ml olarak bildirdigi ortalama spermatozoon yogunluguna
yakin bulunurken, Cameron (28)’un 1.330x10°/ml olarak bildirdigi degerden yiiksek,
Soylu (129)’nun 2.960x10°/ml, Aksoy ve ark. (6)’lanmn 3.040x10°/ml, Gokgen ve
ark. (56)larmin 3.100x10°/ml, Giilyiiz ve ark. (58) 3.300x10°/ml, Giindogan ve
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Demirci (59)’nin 3.620x10°/ml, Saleh (115)’in 4.387x10°/ml ve Artiga ve ark.
(12)’larinin 5.400x10°/ml olarak bildirdikleri degerlerden ise duigiik bulunmustur.

Spermalardaki  spermatozoon yogunluklan arasindaki bu farklihiklar,
yogunlugu tayin edenin Kkisiligine, kullanilan metoda, arastirmalarda kullanilan
hayvanlarin 1rkina, yagina, sperma alma yontemine, koglarin beslenme sekline,
sperma alma sikligina ve mevsimlere baglt olabilir.

Yapilan taramalarda vitamin C enjeksiyonlarindan sonra koglardan elde
edilen ortalama spermatozoon yogunluguna ait bir literatiire rastlanmamustir.

Bu ¢alismada elde edilen ortalama 6lii spermatozoon oranlan koglara vitamin
C enjeksiyonlarindan 6nce %9.66+0.26 ve vitamin C enjeksiyonlarindan sonra
%8.72+£0.17 olarak tespit edilmis ve bu iki deger birbirine yakin (P>0.05)
bulunmustur.

Bu degerler, Aksoy ve ark. (7)’larin %6.67, Ataman (14)’mn %3.4-8 ve
Gokgen ve ark. (56)larmmin %8.4 olarak bildirdigi ortalama 6lii spermatozoon
oranina yakm bulunurken, Tiimen ve Ozkoca (140)’min %17.4ve Oztiirkler ve ark.
(100)’larimin %22.5 olarak belirledikleri degerlerden dusiik bulunmustur.

Olii spermatozoon oranlan arasindaki bu farkliiklar, muayeneyi yapanm
kisiligine, caligmalarda kullamlan hayvanlann irkina, yagina, beslenme sekline ve
mevsime bagl olabilir.

Sunulan ¢aliymada elde edilen ortalama akrozoma bagh anormal
spermatozoon oranlan koglara vitamin C enjeksiyonlarindan 6nce %2.13+0.06 ve
vitamin C enjeksiyonlarindan sonra %2.05£0.05 olarak tespit edilmis ve bu iki deger
birbirine yakin (P>0.05) bulunmustur.

Bu degerler, Timen ve Ozkoca (140)’min %2.1 olarak bildirdigi ortalama
akrozoma bagli anormal spermatozoon oranina yakin bulunurken, Tekin ve Giinzel
(136)’in %4.7 ve Oztiirkler ve ark. (100)larmn %5.8 olarak Dbelirledikleri
degerlerden diigiik bulunmugtur.

Spermadaki akrozoma bagli anormal spermatozoon oranlan arasindaki bu
farkliliklar, materyal olarak kullamilan koglann rkina, yasina ve beslenme sekline
bagh olabilir.

Bu ¢aligmadan elde edilen ortalama toplam anormal spermatozoon oram

koglara vitamin C enjeksiyonlarindan o6nce %8.71+0.19 ve vitamin C
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enjeksiyonlarindan sonra %8.46+0.19 olarak tespit edilmig ve bu iki deger birbirine
yakin (P>0.05) bulunmustur.

Bu degerler, Aksoy ve ark. (6)’lanimin %7.19, Gokgen ve ark (56) %7.18 ve
Soylu (129)’nun %7.18 olarak bildirdigi ortalama anormal spermatozoon oranlarina
yakin bulunurken, Gir ve Tath (60)'mn %12.19, Oztirkler ve ark. (100)’larnin
%14.4 ve Ozkoca (99)’nin %14.9 olarak bildirdigi degerlerden diisiik, Giindogan ve
Demirci (59)’nin %3.63, Tiimen ve Ozkoca (140)'mn %4.2 ve Giilyiiz ve Yildiz
(58)’1n %5.75 olarak bildirdikleri degerlerden ise yiiksek bulunmustur.

Anormal spermatozoon oranlar arasindaki bu farkliliklar, kullamilan sperma
sulandineilanina, sulandinciun  sicakligma, aragtirmalarda  kullamulan  hayvanlanin
irkina, yagina, beslenme sekline, sperma alma sikligina ve mevsimlere bagl olabilir.

Spermalarin ortalama pH degerleri koglara Vitamin C enjeksiyonlarindan
Once 6.86+0.04 ve Vitamin C enjeksiyonlan uygulandiktan sonra 6.78+0.03 olarak
tespit edilmis ve bu iki deger birbirine yakin (P>0.05) bulunmustur.

Bu degerler, Giindogan ve Demirci (59)’nin 6.59, Gokgen ve ark. (56)’1anmn
6.8 ve Gilyiz ve Yildiz (58)’'m 6.95 olarak bildirdigi ortalama pH degerleriyle
paralellik arz etmektedir.

Sunulan g¢aligmada intramuskuler vitamin C uygulamalanndan sonra kan
serumu ve sperma vitamin C diizeylerinin arttif1 ve bu hayvanlardan alinan sperma
orneklerinde hacim ve yogunluk yoniinden énemli derecede bir artig oldugu tespit
edilmig, ancak motilite ve diger spermatolojik ozelliklerin degismedigi gozlenmistir.
Bu bulgular ¢ogu aragtirmacilar (29, 39, 97, 103) tarafindan da teyit edilmektedir.

Bu caligmada koglara intramusculer vitamin C uygulanmasindan sonra
sperma hacminin ve yogunlugunun artmasi, kimi arastirmacilanin (21, 35, 44, 64, 68)
belirttigi gibi askorbik asitin metabolik ve gevresel stresi azaltmasi ve plazma LH ve
testesteron seviyesini artirmast sonucu spermatogenezisi ve ek salgt bezlerini stimiile
etmesine bagli olarak ortaya ¢ikmug olabilir.

Sunulan ¢aligmada 6n sulandinimas: yapilip sicakhg +4°C’ye diigiiriildiikten
sonra 8 esit kisma béliinen ve sirastyla 0 mg/ml (kontrol), 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0
ve 10.0 mg/ml miktarinda vitamin C ilave edilen spermalarn motilite ve pH
degerleri 24 saat boyunca gesitli araliklarla tespit edilmigtir.

Arastirmada kontrol grubu ile 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/ml vitamin C ilave
edilen gruplar igin 0. saatteki motilite degerleri %82.4 ile %78.0 arasinda degigmekte
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olup bu gruplar arasinda istatistiki olarak bir fark bulunmazken (P>0.05), 5 mg/ml
vitamin C ilave edilen grupta motilite degeri %39.2 olup kontrol grubuna gore
azalmg (P<0.01) ve 10 mg/ml vitamin C ilave edilen grupta ise % O olmustur
(P<0.01). Sonraki 2., 4. ve 8. saatlerde kontrol grubu ile 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/ml
vitamin C ilave edilen gruplar arasinda motilite degerleri yoninden Onemli bir
farklilik gorilmezken (P>0.05), 5 mg/ml vitamin C ilave edilen grupta motilite
degeri 8. saatte %4.8 olmus ve kontrol grubuna gore Onemli derecede azalmigtir
(P<0.01). Caligmanin 16. ve 24. saatlerinde ise 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 mg/ml vitamin C
lave edilen gruplar ile kontrol grubuna ait motilite degerleri %77.6 ile %70.0
arasinda degismis olup bu gruplar arasindaki fark onemsiz bulunmustur (P>0.05).
Aym saatte 2 mg/ml vitamin C ilave edilen grupta motilite degeri %69.6 ile %68.4
arasinda olup kontrol grubuna gore azalmig (P<0.05) ve 5 mg/ml vitamin C ilave
edilen grupta ise motilite %0°a diigmiistiir (P<0.01).

Aragtirmada kontrol grubu ile 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2 mg/ml vitamin C ilave
edilen gruplar igin 0. saatte pH degerleri 6.9 ile 6.5 arasinda olup bu gruplar arasinda
istatistiki yonden 6nemli bir fark bulunmazken (P>0.05), 5 ve 10 mg/ml vitamin C
ilave edilen gruplarda pH degerleri sirastyla 5.9 ve 5.3 olup kontrol grubuna gore
azalmustir (P<0.05). Sonraki 2., 4., 8. ve 16. saatlerde kontrol grubuile 0.1, 0.2, 0.5,
1 ve 2 mg/ml vitamin C ilave edilen gruplanin pH degerleri arasinda 6nemli bir
farklilik gorillmezken (P>0.05), 5 ve 10 mg/ml vitamin C ilave edilen gruplardaki pH
degeri dugukligini sirdirmistiir (P<0.05). Caliymamn 24. saatinde ise 0.1, 0.2, 0.5,
1 ve 2 mg/ml vitamin C ilave edilen gruplar ile kontrol grubuna ait pH degerleri 6.8
ile 6.3 arasinda olup bu gruplar arasinda énemli bir fark bulunmazken (P>0.05), 5 ve
10 mg/ml vitamin C ilave edilen gruplarda pH degerleri sirasiyla 5.7 ve 5.1 olmug ve
kontrol grubuna gore 6nemli derecede azalmigtir (P<0.05).

Spermamn, s1cakhgi 4°C’ye dugiirillerek saklanmasi esnasinda sperma
sulandinicilarma 2 mg/ml’den daha yiiksek konsantrasyonlarda vitamin C ilave
edilmesinin, spermamin pH degerlerini diigirdiifii ve spermatozoon motilitesini
onemli derecede baskiladig tespit edilmigtir.

Hafez (62), ko¢ spermasmmn pH’simin 5.9-7.3 arasinda degistigini ve
spermatozoonlarm  bu araliktaki pH degisimlerine belirli derecede tolerans
gosterebilecegini bildirmistir. Ayrnica spermanin sicakligin 5°C’ye diigiiriilmesinin

spermatozoonlarin metabolizma faaliyetlerini yavaglattiim ancak tam olarak
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durdurmadigimi, spermanin  bu sicaklikta bekletilmesi esnasinda fruktozun
metabolize olmasiyla agiga ¢itkan laktik asit ve gesitli metabolizma artiklarinin
spermanin pH’sim digirdiigiini ve bu durumun spermatozoonlar tizerinde toksik etki
gosterdigini belirtmistir.

Daunter ve ark. (37)lan insan spermasinda vitamin C seviyesindeki
yiukselmenin spermatozoon motilitesinde bir azalmaya yol a¢tiZim bildirirken, Acott
ve Carr (3), spermamin pH degerindeki diigmenin motil spermatozoon oranim
azaltiin bildirmistir.

Salisbury ve ark. (116), spermatozoon motilitesinin yiiksek kalmasi ve
igerilerinde bulunan bazi enzimlerin aktivitelerini siirdiirebilmeleri igin belli bir pH
degerine ihtiyag duyuldugunu, ortamun pH’sindaki degigmelerin spermatozoonlarin
motilitesi ve yasama kabiliyetleri tizerine olumsuz bir etki gosterdigini
bildirmiglerdir.

Aurich ve ark. (15) sulandinlmig aygir spermasina 0.45-0.90 g/lt vitamin C
ilave edilmesinin spermanin 5°C’de saklanmasi esnasinda kontrol grubuna gore
motiliteyi ve membran yapisi saglam olan spermatozoon oramm artirdigini, bunun
vitamin C’nin spermadaki reaktif oksijen tirlerinin (ROS) oranim azaltmasina ve
membran lipidlerinin peroksidasyona ugrayisii Onlemesine bagli olabilecegini,
ancak 0.90 g/lt’nin Gzerindeki konsantrasyonlarin ise motilite oramm azalttigini,
bunun da pH’daki diigmeye baglt olabilecegini ileri siirmektedirler. |

Bu ¢aligma sonuglarina bakildiginda da 0.1, 0.2, 0.5, 1 ve 2mg/ml oraninda
spermaya katilan vitamin C’nin spermatozoon motilitesini ekilemezken, 5 ve 10
mg/ml’lik konsantrasyonlarin motiliteyi onemli derecede distrdign gorilmistir.
Motilitedeki bu azalmamn bagslica sebebi vitamin C’nin, asidik 6zelliginden dolayt
sulandinlmug spermamin pH dizeyini dasirmesi ve dolayisiyla pH degerinin
spermatozoonlarin pH degisimlerine karsi tolere edebildigi diizeyin altina diigmesi
olabilir.

Sunulan ¢aligmada 37°C’de 6n sulandinlmasi yapilan pooling’e ait ortalama
motilite degeri %82.4+0.84 iken sicaklk 4°C’ye disiirildiigiinde aym deger
%81.4+0.57 olarak bulunmugtur. Bu degerler Gokgen ve ark. (54)’larimin %82, Tekin
ve Giinzel (136)’in %78.56, Oztiirkler ve ark. (100)’larinin %81 ve Bozkurt ve ark.
(25)’lanmin  %84.66 olarak bildirdikleri ortalama motilite degerlerine yakin
bulunurken, Tiimen ve Ozkoca (140)’min %89 ve Upreti ve ark. (142)’larmm %89
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olarak bildirdikleri motilite degerlerinden diisiik, Fiser ve ark. (49)’larimin %75.5
olarak bildirdikleri degerden ise yiiksek olmustur.

Caligmada 37°C’de o6n sulandirilmasi yapilan pooling’e ait ortalama
akrozoma bagli anormal spermatozoon oram %2.54+0.05 iken 4°C’ye sogutma
sonucu %2.79+0.03 olarak bulunmustur. Bu degerler, Jones ve Mann (74)’in %2,
Tiimen ve Ozkoca (140)’mn % 2.1-2.3 ve Gokgen ve ark (54)’larnin %3.19 olarak
bildirdikleri ortalama akrozoma baglh anormal spermatozoon oranina yakin
bulunurken, Oztiirkler ve ark. (100)’lanmin %5.1-6.1 ve Tasseron ve ark
(135)’lanimin %8 olarak bildirdikleri degerlerden diigiik bulunmustur. Yine 37°C’de
on sulandinilmasi yapilan pooling’e ait ortalama toplam anormal spermatozoon oram
%8.65+0.06 iken 4°C’ye sofutma sonucu %8.89+0.05 olarak bulunmugstur. Bu
degerler, Tumen ve Ozkoca (140)'mm %4.3-5.5 olarak bildirdikleri ortalama
akrozoma baglt anormal spermatozoon oramina yakin bulunurken, Oztirkler ve ark.
(100)’1arinin %13.9-17.3 olarak bildirdikleri degerlerden diigiik olmugtur. ‘

Sunulan ¢aligmada 37°C’de 6n sulandirilmasi yapilan pooling’e ait ortalama
oli spermatozoon oramt %6.26+0.17 iken 4°C’ye sogutma sonrasi aym deger
%6.38+0.15 olarak bulunmustur. Bu degerler, Tiimen ve Ozkoca (140)’mun %14-5.9
olarak bildirdikleri ortalama 6lii spermatozoon oranmindan diisiik bulunmustur.

Aragtirmada 37°C’de 6n sulandirilmast yapilan pooling’e ait ortalama pH
degeri 6.90+0.10 iken 4°C’ye sogutma sonrasi bunun degismedigi gorilmigtir.

Sunulan g¢aligmada bir kapta toplamp 37°C’de 6n sulandinlmast yapilan
pooling’in sogutularak sicakliginin 4°C’ye diigiiriilmesinin spermatolojik ozellikler
tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigl, gorilen kimi farkliliklarin da galigmalarda
kullanllan koglarm irkina, yasina, sperma alma yontemine, beslenme gekline,
mevsimlere, kullamlan sulandiricilara, sofutma yontemine ve muayeneyi yapanin
kisiligine bagli olabilecegi diigiinilmektedir.

Bu c¢alimada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren sulandinicilarla
sulandinlmig sperma gruplarinda gliserolasyon ve equilibrasyon sonrasi motilite
degerleri gliserol oranmin sifir oldugu A1-A4 gruplannda %77.2+0.70 ile
%79.0£0.77 arasinda, gliserol oranimin %1 oldugu B1-B4 gruplaninda %74.0+0.81
ile %77.840.72 arasinda, gliserol oramnin %3 oldugu C1-C4 gruplaninda
%71.8£0.62 ile %77.0+0.71 arasinda, gliserol oranmnin %5 oldugu D1-D4
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gruplarinda %70.4+0.70 ile %75.4+0.71 arasinda ve gliserol oraniin %7 oldugu
E1-E4 gruplarninda da %69.4+0.78 ile %74.2+0.71 arasinda tespit edilmigtir.

Sunulan ¢alismada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandincilarla  sulandinlmig sperma gruplanmin  gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucu gliserol oram degismeden Vitamin C miktarimn artigina bagh olarak motilite
de bariz bir degisme olmazken, gliserol oram arttifinda motilite degerlerinin
azaldig1 tespit edilmistir. Bu durum gliseroliin spermatozoonlar iizerinde toksik etki
gostermesinden kaynaklanabilir.

Calisma gruplaninda tespit edilen gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu
kontrol grubuna ait motilite degeri Abdulhakeam ve ark. (1)’larimin, kog spermasini
gliserol ilave etmeden Tes-Tris-yumurta sarnsi-glikoz sulandinicisi ile sulandirarak
5°C’de 4 saat equilibrasyona biraktiktan sonra elde ettigi %83’lik, Saez ve ark.
(110)’larinin  gliserol katmadan aym sulandinci ile 5°C’de 2 saat equilibrasyona
biraktiktan sonra elde ettigi %82.4°lik, Timen ve Ozkoca (140)nmn gliserol
katmadan glikoz-fosfat sulandiricist ile sulandirarak 5°C’de 8 saat equilibrasyona
biraktiktan sonra elde ettigi %77’lik ve Bozkurt ve ark. (25)’mn gliserol katmadan
yumurta sarisi-sodyum sitrat-glikoz sulandincisi ile sulandirdiktan sonra 4°C’de
24 saat ekilibrasyona maruz birakmalan sonucu elde ettikleri %76.6’ik motilite
degerlerine benzer bulunurken, Petruzzi ve ark. (102)’larimin, kog spermasini gliserol
katilmamig Tris-yumurta sansi-glikoz sulandinicist ile sulandirarak 5°C’de 4 saat
equilibrasyona tabi tutmasi sonucu elde ettikleri %70.44°lik degerden ise yiiksek
bulunmustur. Farkli oranlarda gliserol katilmig spermalarin equilibrasyon sonrasi
motilite degerleri ise Payne ve ark. (101)’larmin %3 gliserol katilmus tris-yumurta
sansi-glikoz sulandiricist ile sulandirarak 5°C’de 2 saat equilibrasyona birakmalan
sonucu elde ettikleri %68°lik, Tekin ve Giinzel (136)’in %5 gliserol katilmig tris-
yumurta sansi-glikoz sulandiricisi ile sulandirarak 5°C’de 2 saat equilibrasyona tabi
tuttuktan sonra elde ettikleri %76.06°lik, Oztiirkler ve ark. (100)’larinin %5 ve %7
oranlaninda gliserol kattiklar1 tris-yumurta sansi-glikoz sulandincist ile sulandirarak
5°C’de 2 saat equilibrasyona maruz biraktiktan sonra elde ettikleri sirasiyla %76.3 ve
%73.3 “liik ve El Alamy ve Foote (45)’nin %7 oramnda gliserol katilmg tris-yumurta
sansi-sitrik  asit-glikoz sulandinicist ile sulandirarak 5°C’de 3 saat equilibrasyona
biraktiktan sonra elde ettikleri %76.5 ‘lik motilite degerlerine benzer bulunurken,

Gokgen ve ark. (54)’lariin %S5 gliserol katilmig sodyum sitrat-yumurta sansi-glikoz
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sulandinicist ile sulandinhp 5°C’de 14 saat eqilibrasyona biraktiktan sonra elde
ettikleri %65.0’lik degerden yiiksek, Upreti ve ark. (142)’lanmn %3 gliserol katilmig
tris-yumurta sansi-glikoz sulandincist ile sulandirarak 5°C’de 2 saat equilibrasyona
tabi tutmalan sonucu elde ettikleri %86°lik degerden ise diigiik bulunmugtur.

Gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu motilite degerlerinde gozlenen bu
degisiklikler ~kullamlan sulandincilarin  igerigine, hayvanlar arasindaki 1k
farkliiklarina, mevsimlere, degisik equilibrasyon siirelerine, sogutma tekniklerine ve
muayeneyi yapan kisinin sahsi degerlendirmesine bagh olabilir.

Yapilan aragtirmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla  sulandinlmig  sperma  gruplarninda gliserolasyon ve equilibrasyon
sonrasi akrozoma bagli anormal spermatozoon oranlari, gliserol oranimin sifir oldugu
Al-A4 gruplannda %2.84+0.03 ile %3.00+0.04 arasinda, gliserol oramnin %l
oldugu B1-B4 gruplarmda %3.0120.05 ile %3.3440.07 arasinda, gliserol oranimn
%3 oldugu C1-C4 gruplarinda %5.77+0.07 ile %6.22+0.09 arasinda, gliserol
~orammn %5 oldugu D1-D4 gruplarinda %12.90+0.18 ile %14.04+0.12 arasinda ve
gliserol oramnin %7 oldugu E1-E4 gruplarinda da %15.60+0.35 ile %16.58+0.38
arasinda bulunmustur.

Sunulan g¢aligmada farkli oranlarda gliserol ve wvitamin C igeren
sulandiricilarla  sulandirlmuig  sperma  gruplannin - gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucu gliserol oram degismeden Vitamin C miktanmin artigina bagh olarak
akrozoma bagli anormal spermatozoon oranlarinda bariz bir degisme olmazken
gliserol oranmnin %3’{in lizerine ¢itkmasimn anormal spermatozoon oranlarim énemli
derecede (P<0.05) artirdig: tespit edilmistir. Gliserol oranimin artigina bagl olarak
akrozoma bagl anormal spermatozoon oranlarindaki artig, kog spermatozoonlarimn
membran yafnlanmn hassas olmasina ve gliseroliin hiicre igerisine girisi esnasinda
olusan osmatik basing degisikliklikleri ile olugan permiabilite bozukluklarma bagl
olabilir.

Cabsma gruplannda tespit edilen gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu
gliserol ilave édilmemis kontrol grubuna ait spermalardaki akrozoma bagh anormal
spermatozoon oranlari, Saez ve ark. (110)’larinin kog¢ spermasint gliserol katiimamug
Tes-tris-yumurta sansi-glikoz sulandincist  ile  sulandirarak  5°C’de 2 saat
equilibrasyona birakmast sonucu elde ettigi % 6.6’lik ve Tiimen ve Ozkoca (140) mn

gliserol katmadan glikoz-fosfat sulandinicist kullanarak sulandirdiklan ve 5°C’de
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8 saat equilibrasyon sonucu elde ettikleri %2.3’lik oranlara benzer bulunmustur.
Gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu farkli oranlarda gliserol katilmig spermalara
ait akrozoma bagh anormal spermatozoon oranlan ise Gokgen ve ark. (55)’larmn
ko¢ spermalarnimi %5 ve %7 oranlarinda gliserol katilmig sodyum sitrat-yumurta
sansi-glikoz sulandincisi ile sulandirarak 5°C’de 2 saat equilibrasyona birakmalar
sonrast elde ettikleri sirasiyla %15.5 ve %18.0’lik ve Tekin ve Giinzel (136)’in
%S5 gliserol katilmug tris-yumurta sansi-glikoz sulandinicisi ile sulandirarak 5°C’de
2 saat equilibrasyona tabi tutmalan sonucu elde ettikleri %9.68’lik degerlere benzer
bulunurken, Oztiirkler ve ark. (100)’lanimin %5 ve %7 gliserol kattiklan tris-yumurta
sanisi-glikoz sulandincist ile sulandirarak 5°C’de 2 saat equilibrasyona tabi tutmalart
sonucu elde ettikleri sirasiyla %7.9+3.91 ve %7.4+3.34 ‘lik degerden yuksek,
Tasseron ve ark. (135)’larimin %5 oraminda gliserol katiumug raffinose- sodyum sitrat-
yumurta sanst sulandinicist ile sulandirarak 5°C’de 5 saat equilibrasyona maruz
birakmalar sonucu elde ettikleri %33.6+1.8’lik degerden ise diisiik bulunmustur.

Gliserolasyon ve equilibrasyon sonrast . akrozoma :bagli  anormal
spermatozoon oranlan arasinda gozlenen bu farkhliklar kullamlan sulandiricilarin
icerigine, materyal olarak kullamlan hayvanlar arasindaki wk farkliiklarina, degisik
equilibrasyon surelerine, sulandinciin sicakligina, kullamlan sogutma tekniklerine
ve muayeneyi yapan kiginin sahsi degerlendirmesine bagl olabilir.

Yapilan aragtirmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla  sulandinlmug  sperma gruplannda gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucu toplam anormal spermatozoon oranlar gliserol oranimin sifir oldugu A1-A4
gruplarinda %8.96+0.04 ile %9.10+0.05 arasinda, gliserol oramnin %1 oldugu
B1-B4 gruplarinda %9.11+£0.06 ile %9.28+0.05 arasinda, gliserol orammn %3
oldugu C1-C4 gruplannda %11.47+0.63 ile %12.50+0.20 arasinda, gliserol oraninin
%S5 oldugu D1-D4 gruplarinda %19.02+0.23 ile %20.08+0.35 arasinda ve gliserol
oramnin %7 oldugu E1-E4 gruplarinda da %23.2440.43 ile %24.80+£0.47 arasinda
bulunmustur.

Sunulan c¢aligmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandincilarla  sulandirlmis  sperma  gruplanmin  gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucunda gliserol oram degismeden vitamin C miktarmin artmasina bagh olarak
toplam anormal spermatozoon oranlarinda Onemli bir degigiklik goriilmezken,

gliserol oramnin artigina bagl olarak ozellikle %5 ve %7 oldugu biitiin gruplarda
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toplam anormal spermatozoon oranlarmin 6nemli derecede (p<0.05) artirdig: tespit
edilmigtir. Gliserol oramimin artigina baglh olarak toplam anormal spermatozoon
oramnt artmasi, ko¢ spermatozoonlarmin membran yapilanmn hassas olmasina,
gliseroliin spermatozoonlar (zerine toksik etki gostermesine ve gliseroliin hiicre
igerisine girisi esnasinda olusan osmatik basing degisikliklikleri ile olusan
permiabilite bozukluklarina bagh olabilir.

Calisma gruplarinda tespit edilen gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu
gliserol ilave edilmemig kontrol grubuna ait toplam anormal spermatozoon oranlari,
Tiimen ve Ozkoca (140)’min gliserol katmadan glikoz-fosfat sulandiricis: kullanarak
sulandirdiklart ve 5°C’de 8 saat equilibrasyona birakmalan sonucu elde ettikleri
%S5.5’lik orana benzer bulunmustur. Farkli oranlarda gliserol katilmig spermalarin
gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu toplam anormal spermatozoon oranlart da
Oztiirkler ve ark. (100)’larimn %5 ve %7 oraminda gliserol kattiklan tris-yumurta
sanisi-glikoz sulandiricist ile sulandirarak 5°C’de 2 saat equilibrasyona tabi tutmalan
sonucu elde ettikleri sirasiyla %14.5 ve %20.3’lik oranlara benzer bulunmustur.

Yapilan aragtirmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandincilarla sulandlnlnﬁs sperma gruplannda, gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucu 6lii spermatozoon oranlar, gliserol oranmnin sifir oldugu A1-A4 gruplarinda
%6.62+£0.16 ile %7.08+0.16 arasinda, gliserol orammnin %1 oldugu B1-B4
gruplaninda %8.70+0.23 ile %9.22+0.22 arasinda, gliserol oranmin %3 oldugu
C1-C4 gruplarinda %13.80+0.19 ile %14.38+0.26 arasinda, gliserol oramnin %5
oldugu D1-D4 gruplarinda %14.64+0.22 ile %16.58+0.28 arasinda ve gliserol
oraninin %7 oldugu E1-E4 gruplarinda da %15.74+0.16 ile %16.58+0.29 arasinda
degismistir.

Sunulan ¢aligmada farkhi oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandinicilarla  sulandirilmig  sperma  gruplanmin  gliserolasyon ve equilibrasyon
sonucunda gliserol oramt degismeden Vitamin C miktannin artmasina bagh olarak
olii spermatozoon oranlarinda onemli bir degisiklik goriilmezken gliserol oraninm
artigina bagh olarak 6lii spermatozoon oranlarmin 6nemli derecede (P<0.05) artirdig:
tespit edilmigtir. Olii spermatozoon oramindaki bu artig, gliseroliin spermatozoonlar
uzerine toksik etkisinden kaynaklanabilir.

Calisma gruplarinda tespit edilen gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu

gliserol ilave edilmemis kontrol grubuna ait 6lii spermatozoon oranlan, Timen ve
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Ozkoca (140)’mn gliserol katmadan glikoz-fosfat sulandincist  kullanarak
sulandirdiklant ve 5°C’de 8 saat equilibrasyon sonucu elde ettikleri %16’lik orandan
diigitk bulunmugtur. Gliserolasyon ve equilibrasyon sonrast 6lii spermatozoon oram
arasindaki bu farkhilik, aragtirmacilarin kullamldigi sulandincilann farkli olmasina,
aragtirmalarda kullanilan hayvanlar arasindaki ik farkliiklarna ve sogutma
tekniklerine bagh olabilir.

Tasseron ve ark. (135), yaptiklan g¢alisgmada spermanin gliserol igeren
sulandirict kismu ile sulandirilmasi sonrasinda motilitede bir azalmanin ve anormal
spermatozoon oramnda ise bir artigin oldugunu bildirmiglerdir. Gékgen ve ark. (55)
ise yaptiklan g¢aliymada akrozoma bagh bozukluk orammn gliserolasyon iglemi
sonrasinda onemli bir artig gésterdigini belirtmistir. Bu arastirmacilarin bildirdikleri
sonuglar bu caliymadaki gliserolasyon ve equilibrasyon sonrast tespit edilen
bulgulara paralellik gostermektedir. - |

Yapilan aragtirmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla sulandinlmig sperma gruplarinda dondurulup ¢ozdiinilme sonrast
motilite degerleri, gliserol orammn sifir oldugu A1-A4 gruplarinda %1.0i0.29 ile
%1.5+0.33 arasinda, gliserol oraninin %1 oldugu B1-B4 gruplaninda %14.2+0.79 ile
%17.0+0.81 arasinda, gliserol orammin %3 oldugu C1-C4 gruplaninda %31.6+1.29
ile %35.4£1.28 arasinda, gliserol orammn %5 oldugu D1-D4 gruplaninda
%47.4+0.85 ile %51.4+0.70 arasinda ve gliserol oranmmin %7 oldugu E1-E4
gruplaninda da %42.8+0.86 ile %44.6+0.91 arasinda degigmistir.

Yapilan ¢aliymada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla  sulandirlmug  sperma  gruplanmn  dondurulup  ¢ozdiiriilmesi
sonucunda gliserol oram de@igmeden vitamin C miktarmin artigina baglt olarak
motilite oraninda bariz bir degisme olmazken, gliserolin %5 ve %7 oramnda
katildig1 gruplarda ¢ozdiirilme sonucu motilite degerlerinin konrol grubu ve daha
disuk oranlara gliserol iceren gruplara gore énemli derecede (P<<0.05) arttig1 tespit
edilmistir. Bunun nedeni gliseroliin hiicre igerisindeki suyun yerini alarak spermanin
dondurulup ¢ézdiiriilmesi esnasinda buz kristallerinin olusmas;m onlemesi olabilir.

Sunulan ¢ahigmada dondurulup ¢ozdiirilme sonucu farkli oranlarda gliserol
ve vitamin C katilmig spermalara ait ortalama motilite degerleri, Sanchez-Partida ve
ark (118)’lanimn %0, %3 ve %5 oraminda gliserol ve 25 mM vitamin C kattiklar tris-

yumurta sanst-sitrik asit-glikoz sulandiricist ile sulandirarak pellet seklinde kuru buz
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tizerinde dondurup 37°C’de ¢dzdiirmeleri sonucu elde ettikleri sirastyla %7, %28 ve
%43°liikk, Molinia ve ark. (95)’larinin %0, %1.5 ve %3 oramnda gliserol kattiklan
tris-yumurta sarist-sitrik asit-glikoz sulandiricisi ile sulandirarak pellet seklinde kuru
buz izerinde dondurup 37°C’de 5 dk’da ¢ozdiirme sonucu elde ettikleri sirasiyla
%5.8, %20.2 ve %30.4’liikk, Upreti ve ark. (142)’larimn %3 gliserol katilmug tris-
yumurta sarisi-glikoz sulandiricisi ile sulandirarak pellet seklinde dondurup 35°C’de
30 sn’de ¢dzdiirme sonucu elde ettikleri % 37’°lik, Payne ve ark. (101)’larinin %3
gliserol katilmug tris-yumurta sanst-glikoz sulandiricist ile sulandirarak 0.25°Tik
payetler igerisinde sivi azot buharinda dondurup 35°C’de 30 sn’de ¢ozdiirme sonucu
elde ettikleri %36’lik, Colas (31)’1n %2 ve %4 oranlarinda gliserol kattiklan laktoz-
yumurta sulandiricist ile sulandirarak 0.5°lik payetler igerisinde sivi azot buharinda
dondurup 37°C’de 30 sn’de ¢Ozdiirme sonucu elde ettikleri sirasiyla %38.0 ve
%40.4’liik, Gokgen ve ark. (54)’lannin %35 gliserol katilmig sodyum sitrat-yumurta
sarisi-glikoz sulandiricist ile sulandirarak 0.25°lik payetler igerisinde sivi azot
buharinda dondurup 50°C’de 10 sn’de ¢6zdiirme sonucu elde ettikleri %48’lik, Tekin
ve Giinzel (136)°in %5 gliserol katilmug tris-yumurta sarisi-glikoz sulandmcist ile
sulandirarak mini tiipler icerisinde sivi azot buhaninda dondurup 70°C’de 8 sn’de
¢ozdirme sonucu elde ettikleri %54.83°liik, Fiser ve Fairfull (51)’un %35 gliserol
katilmug tris-yumurta sanst-glikoz sulandincist ile sulandirarak 0.5°lik payetler
igerisinde stvi azot buharinda dondurup 60°C’de 8 sn’de ¢ozdiirme sonucu elde
ettikleri %44.8’lik, Maxwell ve ark. (90)larmin %5 gliserol katilmg tris-yumurta
sanisi-glikoz sulandinicist ile sulandirarak 0.25°lik payetler igerisinde sivi azot
buharinda dondurup 37°C’de 60 sn’de ¢ozdiirme sonucu elde ettikleri %49.2’lik,
Oztiirkler ve ark. (100)’larmin %5 ve %7 oraninda gliserol kattiklan tris-yumurta
sanst-glikoz sulandiricis: ile sulandirarak pellet seklinde kuru buz iizerinde dondurup
37°C’de 30 sn’de ¢ozdirme sonucu elde ettikleri sirastyla %44.0 ve %35.8’lik ve
El-Alamy ve Foote (45)’nin %7 oramnda gliserol k.étllnns tris-sitrik asit-yumurta
sanisi-glikoz sulandinicist ile sulandirarak  0.5°lik payetler igerisinde sivi azot
buharinda dondurup 40°C’de 3 dk’da ¢ozdirme sonucu elde ettikleri %47’lik
motilite degerlerine benzer bulunurken, Abdulhakeam ve ark. (2)lannin kog
spermasint %0 gliserol igeren Tes-tris-yumurta sansi-glikoz sulandincist ile
sulandirarak 0.5’lik payetler icerisinde sivi azot buharinda dondurup 38°C’de 25

sn’de ¢ozdiirme sonucu elde ettikleri %29.6°lik, Pontbriand ve ark. (106)’larimin %3
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gliserol katilmuig tris-yumurta sansi-glikoz sulandinicist ile sulandirarak 0.5°lik
payetler igerisinde sivi azot buharinda dondurup 37°C’de 20 sn’de ¢ézdiirme sonucu
elde ettikleri %46.2’lik, Sanchez-Partida ve ark. (117)’lanmn %0, %1, %3 ve %5
oraninda gliserol kattiklan tris-yumurta sansi-glikoz sulandiricisi ile sulandirarak
pellet seklinde kuru buz tizerinde dondurup 37°C’de 30 sn’de ¢ozdiirme sonucu elde
ettikleri sirasiyla %19.8, %31.4, %51.2 ve %57.4’lik ve Soderquist ve ark.
(130)’laninin %7 oramnda gliserol katimg yagsiz stit sulandiricisi ile sulandirarak
0.25’lik payetler igerisinde stvi azot buharinda dondurup 50°C’de 9 sn’de ¢ozdiirme
sonucu elde ettikleri %63.1°lik degerden diisik, Molinia ve ark. (95)’lariin %4.5 ve
%6 oraninda gliserol kattiklar tris-yumurta sansi-sitrik asit-glikoz sulandiricisi ile
sulandirarak pellet seklinde kuru buz iizerinde dondurup 37°C’de 5 dk’da gozdiirme
sonucu elde ettikleri swrasiyla %34.5 ve %35.3’lik degerlerden ise yiiksek
bulunmustur.

Dondurulup ¢ozdirilme sonucu elde edilen motilite degerleri arasindaki bu
farkhiliklar galigmalarda kullamlan degisik sulandiricilara, igerdikleri kimyasal
madde ve miktarlanina, kullanilan dondurma yéntemine, dondurma hizina, ¢ézdiirme
sicaklik ve siireleri ile muayeneyi yapan kisinin sahsi degerlendirmesine bagh olarak
sekillenebilir.

Salamon ve Maxwell (111), ko¢ spermasim dondurmak igin gliserol ilave
edilmesinin yaygin olarak kullamldigim ve %4-6 arasindaki oranlarin uygun
oldugunu, Oztirkler ve ark. (100), degisik oranlarda gliserol katarak dondurduklar
ko¢ spermalarinda ¢ozdirme sonrasi gerek motilite gerekse morfolojik yonden %5
oraninda gliserol katumasinin daha bagarih sonuglar verdigini, benzer sekilde
Gokgen ve ark. (56), dondurulan ejakiilatlarda motilite oramnin spermanin
dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonucunda ani bir disiis gosterdigini ve gruplar arasinda
%S5 gliserol katilmuig gruptan motilite yoniinden en iyi sonucun alindigini, Fiser ve
Fairfull (51)’un, kog¢ spermasiin dondurulmast amactyla sulandiriciya %0 ile %16
oranlan arasinda gliserol ilave ederek bunun ¢ozdirme sonrasi motiliteye etkilerini
aragtirdiklant caligmalarinda en iyi motilitenin %4-6 arasinda gliserol katimasiyla
elde edildigini ve %8’in {izerindeki gliserol konsantrasyonlarinin toksik etki
gostererek spermatozoonlar tizerine zararh etki ettigini ileri siirmeleri, Roychoudhury
ve Bhambhani (109)’nin, benzer olarak kog¢ spermasini dondurmak igin %5 oraninda

gliserol katilmasin iyi sonuglar verdigini belirtmesi ve Schmehl ve ark. (120),
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yaptiklann tim denemelerde %4 oramnda gliserol katillan oOrneklere ait motilite
degerlerinin  (%39.9) gliserol katilmadan dondurulan 6rneklere ait motilite
degerlerine (%26.4) gore ¢ozdirme sonrasi 6nemli derecede daha yiiksek oldugunu
bildirmeleri bu ¢aligmadaki bulgulara paralellik gostermektedir.

Sunulan aragtrmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandinicilarla  sulandinlomg sperma gruplarinda dondurulup ¢ozdiiriilme sonucu
farkli oranlarda gliserol ve vitamin C katilmig spermalara ait akrozoma baglh anormal
spermatozoon oranlar gliserol oranimn sifir oldugu A1-A4 gruplarinda %12.40+0.52
ile %16.14+0.43 arasinda, gliserol orammmin %1 oldugu B1-B4  gruplannda
%16.98+0.43 ile %18.60+0.44 arasinda, gliserol orammn %3 oldugu C1-C4
gruplarinda %28.58+0.48 ile %31.00+£0.60 arasinda, gliserol oranmnin %5 oldugu
D1-D4 gruplarinda %31.00+0.54 ile %33.12+0.52 arasinda ve gliserol oraninin %7
oldugu E1-E4 gruplarinda da %37.56+0.92 ile %42.72+1.33 arasinda deZigmistir.

Sunulan ¢aliymada farkh oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla  sulandirilmug  sperma  gruplanmin  dondurulup  ¢ozdiiriilmesi
sonucunda gliserol oram degismeden vitamin C miktarinin artigina bagl olarak
akrozoma bagli anormal spermatozoon oranlarinda bariz bir degisme olmazken
gliserol oranmin artinlmasiin akrozoma bagh anormal spermatozoon oramm énemli
derecede (P<0.05) artirdigy tespit edilmigtir. Bunun sebebi kog¢ spermatozoonlarim
membran yapisimin hassas olmast nedeniyle gliseroliin hiicreye giris ¢ikis1 esnasinda
olusan osmatik basing degisiklikleri ve spermanin dondurulup ¢ozdiiriilmesi
esnasinda hiicre membram dayanikliifinin daha da azalmasi olabilir.

Yapilan bu ¢aliymada dondurulup ¢ézdiiriilme sonucu farkh oranlarda gliserol
katilomg spermalara ait akrozoma bagh anormal spermatozoon oranlari, Byrne ve ark.
(27ylarmm %7 gliserol katilomg  yagsiz  sit-yumurta sanst  sulandincis:  ile
sulandirarak 0.25 ml’lik payetler i¢inde programlanabilir 6zel dondurucuda dondurup
70°C’de 8 sn’de ¢ozdirme sonucu elde ettikleri %39.7°lik ve Aisen ve ark.
(4y’larmm %6  gliserol katilmig tris-yumurta sansi-fruktoz sulandincist ile
sulandirarak 0.25 ml’lik payetler icerisinde sivi azot buharinda dondurup 37°C’de
10 sn’de ¢ozdiirme sonucu elde ettikleri %32.1+1.9°luk akrozoma bagl anormal
spermatozoon oram degerlerine benzer bulunurken, Gokgen ve ark. (54)’larmm %5
gliserol katidlms sodyum sitrat-yumurta sansi-glikoz sulandincist ile sulandirarak
0.25’lik payetler igerisinde sivt azot buharinda dondurup 50°C°de 10 sn’de ¢ozdiirme
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sonucu elde ettikleri %14’liikk ve yine aym arastirmacilarmin (55), %7 gliserol
katilmis sodyum sitrat-yumurta sansi-glikoz sulandiricist ile sulandirarak 0.25°lik
payetler igerisinde sivi azot buharinda dondurup 34°C’de 15 sn’de ¢ozdiirme sonucu
elde ettikleri %27.77’lik degerlerden yiiksek, Oztiirkler ve ark. (100)’larinin %5 ve
%7 oranlarinda gliserol Kkattiklart tris-yumurta sansi-glikoz sulandinicist  ile
sulandirarak kuru buz iizerinde pellet seklinde dondurup 37°C’de 30 sn’de ¢ozdiirme
sonucu elde ettikleri sirastyla %52.6 ve %56.4°lik, Fiser ve ark (49)’larmn %5
gliserol katilmig tris-yumurta sarisi-glikoz sulandiricist ile sulandirarak 0.5 ml’lik
payetler icerisinde sivi azot buharinda dondurup 60°C’de 8 sn’de ¢ozdiirme sonucu
elde ettikleri %39.8’lik ve Pontbriand ve ark. (106)larinin %3 gliserol katilmg tris-
yumurta sarisi-glikoz sulandincisi ile sulandirarak 0.5°lik payetler i¢erisinde sivi azot
buharinda dondurup 37°C’de 20 sn’de ¢ozdiirme sonucu elde ettikleri %54.9’luk
degerlerden ise diisiik bulunmustur.

Spermalarin dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonucu elde edilen akrozoma bagh
anormal spermatozoon oranlan arasmndaki bu farkhliklar aragtirmalarda kullanilan
degisik sulandincilara ve igerdikleri kimyasal madde miktarlanmin farkli olmasma,
uygulanan dondurma yénterhine, dondurma hizina, ¢ozdiirme sicaklik ve siireleri ile
muayeneyi yapan kiginin gahsi degerlendirmesine bagl olarak sekillenebilir.

Yapilan arastimada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandiricilarla sulandinlmig sperma gruplaninda dondurulup ¢6zdiirilme sonucu
tespit edilen toplam anormal spermatozoon oranlan gliserol orammn sifir oldugu
Al-A4 gruplaninda %20.224+0.58 ile %24.28+0.50 arasinda, gliserol orammnin %1
oldugu B1-B4 gruplarinda %25.56+0.47 ile %27.80+0.45 arasinda, gliserol oraninin
%3 oldugu C1-C4 gruplarinda %33.32+0.68 ile %36.82+0.99 arasinda, gliserol
oraninin %5 oldugu D1-D4 gruplarinda %35.75+0.69 ile %38.70+£0.93 arasinda ve
gliserol oranmmn %7 oldugu E1-E4 gruplarinda da %44.84+0.97 ile %49.90+1.36
arasinda degigmistir.

Sunulan ¢aligmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C iceren
sulandiricilarla  sulandinlmug  sperma gruplarimin - dondurulup  ¢6zdiirilmesi
sonucunda gliserol oram degismeden vitamin C miktariin artigina bagh olarak,
toplam anormal spermatozoon oranlarinda bariz bir degisme olmazken gliserol
oranmmin  artirilmasinuin  toplam  anormal spermatozoon oramimi onemli  derecede

(P<0.05) artirdig: tespit edilmistir.
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Bunun sebebi ko¢ spermatozoonlarim membran yapisinin hassas olmasi
nedeniyle gliseroliin hiicreye giriy ¢tkigt esnasinda olusan osmatik basing
degisiklikleri ve spermanin dondurulup ¢ozdiiriilmesi sirasinda hiicre membraninin
dayanikliligin daha da azalmasi olabilir.

Yapilan ¢aligmada dondurulup ¢ozdirilme sonucu farkli oranlarda gliserol ve
vitamin C katilmig sperma gruplarinda tespit edilen toplam anormal spermatozoon
oranlan, Oztiirkler ve ark. (100)’larinin %5 ve %7 gliserol kattiklan, tris-yumurta
sansi-glikoz sulandiricisi ile sulandirarak kuru buz tizerinde pellet seklinde dondurup
37°C’de 30 sn’de ¢ozdiirme sonucu elde ettikleri sirasiyla %52.60 ve %56.90°lik
degerlerden disiik bulunmusgtur.

Dondurulup ¢ézdiriilme sonucu elde edilen toplam anormal spermatozoon
oranlart arasindaki bu farkhlik, aragtirmacimin kullandigt dondurma yontemine,
dondurma hizina ve ¢ézdiirme sicakligs ile siiresine bagh olarak sekillenmig olabilir.

Abdelhakeam (2), dondurma iglemleri esnasinda gliseroliin spermatozoonlar
koruyup, ¢6zdiirme sonucu motiliteyi artirmasina ragmen akrozomal bozukluklar1 da
artirmast nedeniyle spermatozoonlarin fertilizasyon kabiliyetini azalttigini, bu
yuzden gliserol katilmadan, sulandincidaki diger maddelerin oranlan artinilarak ve
soguk sulandirma yontemi kullanilarak ko¢ spermasimin bagarili bir sekilde
dondurulabilecegini bildirmistir. Bu c¢alisjmada da gliserol katilan gruplarda
akrozomal bozukluklann ve toplam anormal spermatozoon oranlarinin arttif tespit
edilmigtir. Ancak aragtirmaciun (2), gliserol katmadan kog¢ spermasim dondurup
¢ozdirmesi sonucu elde ettigi %29.6’lik motilite degeri burada elde edilen
bulgulardan yiiksektir. Bu, aragtirmacimin kullandi@ sulandiner igerigi, sulandirma
ve sogutma yontemlerindeki farkliliklardan kaynaklanabilir. Watson ve Martin (144)
de, sulandincidaki yumurta sanst ve degisik seker oranlarmn artinimasinin
gliseroliin yiiksek konsantrasyonlarina olan ihtiyaci azalttigini bildirmistir.

Yapillan arastirmada farkh oranlarda gliserol ve vitamin C igeren
sulandincilarla sulandirlmig sperma gruplarinda dondurup ¢6zdiirme sonucu tespit
edilen olii spermatozoon oranlan, gliserol orammn sifir oldugu A1-A4 gruplaninda
%97.0020.40 ile %97.64+0 24 arasinda, gliserol oramnin %1 oldugu B1-B4
gruplarinda %80.72+0.52 ile %83.04i0.36 ara51ndé, gliserol oraninin %3 oldugu
C1-C4 gruplarinda %58.84+0.42 ile %61.10+£0.49 arasinda, gliserol oraninin %5
oldugu D1-D4 gruplarinda %38.60+0.49 ile %40.80+0.69 arasinda ve gliserol
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oramnin %7 oldugu E1-E4 gruplarinda da %44.63+0.87 ile %47.72+0.57 arasinda
degigmigtir.

Bu c¢aligmada farkli oranlarda gliserol ve vitamin C igeren sulandincilarla
sulandirilmig sperma gruplanmn dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonucunda gliserol oram
degismeden vitamin C miktarinin artigina bagh olarak 6lii spermatozoon oranlarinda
bariz bir degigme olmazken gliserol oranimn artirilmasinin 6lii spermatozoon orammni
onemli derecede (P<0.05) azalttig: tespit edilmigtir.

Spermamin  hizli bir gekilde dondurulmasi, hiicrelerin dehidrasyonundan
kaynaklanan membrana bagl degisiklikleri onlemesine ragmen mekanik zararlara
yol acan genig buz kristallerinin sekillenmesine yol agmakta, bu durum da ¢6zdiirme
esnasinda spermatozoonlanin yapisal olarak zarar gormesine ve Olmelerine yol
agmaktadir (2, 62, 120). Bu aragtirmada gliserol katimadan dondurulan gruplarda
oli spermatozoon oraninin ¢ok yiiksek olmasi da buna bagh olabilir.

Sunulan ¢aligmada dondurup ¢ozdiirme sonucu farkli oranlarda gliserol ve
vitamin C katilnug sperma gruplannda tespit edilen ol spermatozoon oranlan
Mesaros ve ark. (92)’lanmun %35 gliserol kattiklan tris-yumurta sarist-sitrik asit-
fruktoz sulandinicisi ile sulandirarak kuru buz tizerinde péllet seklinde dondurup oda
sicakliginda ¢ozdiirme sonrasi elde ettikleri %50.8°lik degerden diisiik bulunmustur.

Dondurulup ¢o6zdiiriilme sonucu elde edilen 6lii spermatozoon oranlart
arasindaki bu farklilik, arastirmalarda kullanilan sulandiricilanin farkh olmasmna,
equilibrasyon stiresine, kullanllan dondurma yontemine ve hzina, ¢ozdiirme sicakhik
ve siiresine bagh olarak gekillenmis olabilir.

Dondurma islemlerinden once sulandinlmig spermaya gliserol ilave
edilmesinin soliisyonun donma noktasmu diisiirdigii ve gliserolun hiicre igerisine
girerek intraselliler suyun disan gikmasim saglamak suretiyle hiicre igerisinde genis
buz kristallerinin olugmasini engelledigi bildirilmektedir (18, 40, 62). Ancak buz
kristallerinin tamamen onlenmesi igin %30’dan daha fazla gliserol ilave edilmesi
gerektigi (40, 63), ilave edilen gliserol orammna bagh olarak spermamn motilite
oramnda ve fertilizasyon kapasitesinde azalma oldugu ve bu oramn miimkiin
oldugunca azaltimas: gerektigi yapilan ¢aliymalar sonucunda tavsiye edilmektedir
(2, 71, 73, 107).

Watson (145), spermaya gliserol ilave edilmesi sonucu gliseroliin hiicre

icerisine girmesi ve dondurup ¢oOzdirme sonucunda hiicreden ¢ikigt swrasinda
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spermatozoonlar lizerinde osmatik stres olusturdugunu ve bunun spermatozoon
motilitesine ve morfolojik yapilanna zarar verdigini bildirmistir. Bunun aksine Fiser
ve Fairfull (51), gliseroliin hiicre icerisine girisi ve hiicreden ¢ikigi esnasinda osmatik
bir sokun olustugunu ancak kog¢ spermatozoonlarinin bu osmatik degisikliklere tolere
edebilme yeteneginin oldugunu ve dondurma g¢6zdiirme iglemleri sirasinda olusan
osmatik degisikliklerden fazla etkilenmedigini ileri stirmiiy ve spermanmin 4°C’de
% 4-6 arasinda gliserol katilarak hizli bir sekilde dondurulmast sonucu en iyi motilite
sonuglant elde edildigini bildirmistir. Fiser ve Fairfull (51) tarafindan tespit edilen
degerler bu aragtirmanin sonuglan ile benzer dogrultudadir.

Salamon (113), sulandinciya %6’ mn (izerinde katilan gliseroliin toksik etki
gostermesinden dolay1 ¢ozdiirme sonucunda motilitenin azalmasina ve akrozomal
bozukluklarin artmasina neden oldugunu bildirmistir. Bunun yamsira sulandiniciya
gliserolden bagka antioksidantlarin ilave edilmesinin gliserole olan ihtiyaci azalttigim
ve sadece %2-3.5 oraninda katilabilecegini bildirmistir.

Sunulan bu ¢ahsmada gliserol orammnin artmasina bagli olarak akrozomal
bozukluklanin da arttift gézlenmis ancak gliserol oram azaltildiginda motilitenin
dustagii ve antioksidant bir madde olan vitamin C’nin sperma sulandiricilarina ilave
edilmesinin motilite, akrozomal bozukluklar ve diger spermatolojik 6zellikler tizerine
olumlu bir etki gostermedigi tespit edilmigtir.

Sanchez-Partida ve ark (118)’da, spermamin uzun siire basarili bir sekilde
saklanmasinin, dondurma ve ¢6zdiirme sirasinda olusan stresten hiicreleri koruyucu
etkiye sahip cryoprotectant’lar igeren bir sulandirict ile spermanin sulandirilmasina
bagli oldugunu, ancak gliserol gibi soguga karst koruyucu ajanlarin spermada
bulunmasimin dondurup ¢ozdiirme esnasinda spermatozoon plasma membranmna
zarar verdigini bu yiizden sperma sulandiricilarina antioksidantlarin ilave edilmesinin
dondurma esnasinda spermatozoonlarda meydana gelebilecek hasara engel
olabilecegini ileri stirmiis ve yaptiklan galismada %0; %3 ve %S5 oraninda gliserol
ilave ettikleri kog¢ spermasim ayr ayn gruplara aywrarak sirastyla 25, 50, 75 ve
100 mM vitamin C ilave edip pellet seklinde kuru buz tlizerinde dondurduklarim,
¢ozdiirme sonrasi motilite yoniinden %3 ve %S5 oraninda gliserol katilan 6rneklerle
%0 gliserol katilanlar arasinda oOnemli derecede fark oldugunu, askorbik asit
yoninden ise; 25 mM katillan grupta motilite etkilenmezken 50, 75 ve 100 mM

katilan gruplarda motilitenin azaldigim tespit etmislerdir. Benzer sekilde Askari ve
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ark. (13) ile Donnelly ve ark. (43)’da insan spermasmin dondurulmas: esnasinda
spermaya gesitli oranlarda vitamin C katumasinin dondurup ¢ozdirme sonucu
spermatolojik 6zelliklerde onemli bir degisiklige sebep olmadigim bildirmeleri bu
caligmadaki bulgulara benzerlik gostermektedir.

Ancak Stoianov ve ark. (134), yaptiklan ¢aliymada, boga spermasini vitamin
C ilave edilmis sulandirici ile sulandirip dondurduklarim, ¢6zdirme sonucu bu
spermalardan kontrol grubundakilere gore daha yiiksek bir motilite elde ettiklerini ve
yaptiklart tohumlamalar sonucunda yine kontrol grubuna gore %9 oraminda daha
fazla bir gebelik orani elde ettiklerini bildirmiglerdir.

Bu durum sulandinciya katilan farkhh maddelere bagh olabilecegi gibi biiyiik
olciide tir farkliligindan da kaynaklanmus olabilir.

Sonu¢ olarak koglara intramuskuler Vitamin C uygulanmasiyla kan serumu
ve spermada yiikselen vitamin C diizeyi, spermamn miktar ve yogunlugunu 6nemli
derecede artirdigindan asgim mevsiminde yapilacak vitamin C enjeksiyonlarmn
koglarda sperma kalitesini olumlu yonde etkileyecegi sdylenebilir.

Aynica, farkh oranlarda gliserol ve vitamin C igeren sulandiricilarla
sulandinlan kog spermalarinda gliserolasyon ve equilibrasyon sonrasi gliserol oram
artigmin (%0-%7) dondurma iglemi oncesi- spermatolojik 6zellikleri olumsuz ydnde
etkilemesine ragmen dondurup ¢ézdiirme sonrasi en iyi sonuglar %5 gliserol katilmig
gruplardan elde edilmigtir.

Bununla birlikte gliserol oranmmn sabit oldugu sulandinict gruplanna farkh
miktarlarda katilan vitamin C’nin ise gerek gliserolasyon ve equilibrasyon sonucu
gerekse dondurulup ¢6zdiirilme sonucu spermatolojik ozellikler iizerine énemli bir

etkisinin olmadig1 anlagilmistir.
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