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OZET

Yiksek Lisans Tezi

ARI SUTUNUN ANTIiOKSIDANT OZELLIGININ KOC SPERMASININ
MUHAFAZASINDA BAZI FiZYOLOJIK OZELLIKLER UZERINE ETKILERI

Cagr1 OZCELIK

Atatiirk Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Zootekni Anabilim Dal1
Hayvan Yetistirme Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Berna EMSEN STEINMAN

Bu calisma, sulandiriciya farkli oranlarda katilan ari siitiiniin ko¢ spermatozoonlarinin
soguk muhafazasi sirasinda koruyucu etkisini ve bu spermatozoonlarla yapilan intra uterine
tohumlamalardan elde edilen gebelik oranlarinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir. Ar siitii
2, 3, 4 ve 5 yasli Romanov melezi koglardan suni vajina ile toplanan spermaya %0, 0,5; 1;
1,5 ve 2 oranlarinda eklenerek sperma nihai sperm konsantrasyonu 100x10°® sperm/0,25mL
seklinde payetlere alinmistir. Farkli stirelerde (24, 48, 72, 96 ve 120 saat) +4°C’de
muhafaza edilen 0,25 cc 6l¢eginde payetler i¢indeki spermalarda, spermatozoon motilitesi
test edilmistir. Denemenin ikinci grubunda en ideal ar1 siitii oraninin ilave edildigi 50x10°,
100x10° ve 200x10°® sperm/0,25mL konsantrasyonundaki spermalar ile laparoskopik suni
tohumlama gergeklestirilmistir. Son deneme grubunda ise 100x10° sperm/0,25mL ve %1,5
ar1 siitli ilaveli spermalar derin dondurma (-196°C) sonrasi (en az 7 giin) ¢oziindiiriilerek
test edilmis ve laparoskopik suni tohumlamada kullanilmustir.

Ar siitiiniin artan oranlarda spermaya ilavesi 24. saatten itibaren >%1 oraninda ilave edilen
spermalarda diger oranlara gére daha (P<0,05) yiiksek motilite saglamistir. Art siitiiniin
120. saatteki en yiiksek koruyucu etkisi %1.5 (68%) ve 2 (69%) RJ ilave edilen spermada
tayin edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda sogutulmus sperma ile yapilan laparaskopik
tohumlamalarda gebelik oranlar1 sirasiyla %23, 40 ve 57 olarak gerceklesmis ve gruplar
arasi fark istatistiki olarak 6nemli (P<0,05) bulunmustur. Dondurulmus sperma ile yapilan
tohumlamalarda gebelik oran1 %40 olarak tayin edilmistir.

Elde edilen veriler sonucunda, ideal motilite oranlar i¢in ar1 siitii oran1 en az %1,5 ve en az
sperm konsantrasyonu 100x10° sperm/0,25ml oldugu tayin edilmistir. Kog¢ spermasimin
120. saate kadar 4°C’deki muhafazasinda %1,5 oraninda ari siitiiniin ilavesiyle, spermada
motilite kaybina yol agmadan laparoskopik suni tohumlamada kullanilabilecegi sonucu
ortaya ¢ikmistir.

2016, 35 sayfa
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ABSTRACT

MS. Thesis

ROYAL JELLY PRESERVATION OF THE ANTIOXIDANT PROPERTIES IN
THE RAM SEMEN EFFECTS ON SOME PHYSIOLOGICAL PROPERTIES

Cagr1 OZCELIK

Atatiirk University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Animal Science
Animal husbandry Department

Supervisor: Dog. Dr. Berna EMSEN STEINMAN

This study was conducted to investigate, the protective effect of royal jelly which was
added to semen diluent in different ratios during the cold storage of ram spermatozoa and
the effect on pregnancy rates obtained from intra uterine insemination using semen added
royal jelly. Royal jelly was added to semen that was collected by artificial vagina from 2, 3,
4, and 5 old Romanov crossbred in a ratio of 0; 0,5; 1; 1.5 and 2 % and transferred to straws
for the final sperm concentration in a ratio of 100x10° sperm/ 0.25 ml. Sperm motility was
tested during the liquid storage of ram semen at 4°C in 0.25 cc straws, for various periods of
time (0, 24, 48, 72, 96 and 120 h). In the second trial, laparoscopic artificial insemination
was conducted with at a final concentration of 50x10°, 100x10° and 200x10° sperm/0.25ml
supplemented with ideal ratio of royal jelly. In the last trial group, semen with 100x10°
sperm / 0,25ml concentration supplemented with 1,5% royal jelly was thawed following
deep freezing (-196°C) after (at least 7 days) to test motility and was used in laparoscopic
artificial insemination. The RJ supplementation resulted in a significant (P < 0.05) increase
of sperm viability with the ratio of > 1% RJ after 24 h compared to lower ratio of RJ
supplemented semen. A significant protective effect of RJ was obtained at 1.5% (68%) and
2% (69%) concentrations in 120h incubated time point. The pregnancy rate in laparoscopic
artificial insemination with different concentration of chilled semen was found significantly
different (P<0.05) among groups (23, 40 ve 57%). The pregnancy rate with frozen semen
was found as 40%. Our data suggest that the minumum required RJ supplementation is
1.5% for ideal ram sperm motility and the lowest semen concentration is 100x10°
sperm/0.25ml. Ram semen stored at 4°C by 120h with the supplementation of 1.5% RJ can
be used in laparoscopic artificial insemination without decreasing sperm motility.

2016, 35 pages

Keywords: Royal jelly, sheep, laparoscopic insemination, motility



TESEKKUR

Tez konusunun belirlenmesi ve caligmalarim sirasinda yol gosterici olarak her tiirlii
destegini gordiigiim, bilimsel anlamda bilgi ve becerisini benden esirgemeyen danigsman
hocam Saym Dog. Dr. Berna EMSEN STEINMAN’a en icten tesekkiirlerimi

sunuyorum.

Caligmam sirasinda yardimlarini esirgemeyen hocalarim Saym Prof. Dr. Ebru EMSEN
ve Saym Yrd. Do¢. Dr. Miizeyyen KUTLUCA KORKMAZ’a icten duygularim ile

tesekkiir ederim.

Maddi ve manevi anlamda her zaman yanimda olarak desteklerini higbir zaman benden

esirgemeyen anneme ve babama en kalbi duygularim ile minnettarligimi sunarim.
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1. GIRIS

Besin maddeleri yoniinden zengin olan ar1 siitii 5-15 giinliik yastaki geng is¢i arilarin
(Karacaoglu vd 2004) (Apis mellifera) hypopharyngeal ve mandibular bezlerinden
salgilanmakta (Goewie 1978; Yildiz ve Umudum 2000; Kamakura et al. 2001; Moradia
et al. 2013) ve arilarin cinsiyetlerinin belirlenmesinde rol oynamaktadir. Ar siitii geng
larvalarin beslenmesinde kullanilmakta ve sosyal smiflarin farklilagmasinda temel role

sahip olmaktadir (Balkanska and Kashamov 2011).

Ar siitiiniin igerigi arilarin beslenmesi, yasi, mevsim ve larvalarin yasina gore farklilik
gostermektedir (Karacaoglu vd 2004). Hafif eksimtrak, koyu kivamda 6zel bir aromaya
sahip olan ar siitii giiclii bir besin maddesi 6zelligi tasimaktadir. Igeriginde %66,05
oraninda su, %12,34 protein, %5,46 yag, %12,49 seker (Yildiz ve Umudum 2000),
esansiyel amino asit, vitamin ve mineral madde vardir (Sabatini et al. 2009). Suda
eriyen pH’s1 3 olan ar siitii antibiyotik etkisi olan 10HDA (10-hidroksi-2-Decenoic
Asit) icermesinin yani sira (Erdogan 2010), antibakteriyel protein ve erkek farelerde
genital organlarin gelismesini uyarici faktorler de icerdigi bildirilmistir (Kamakura et al.
2001).

An siitiiniin yapisinda temel yag asitleri, amino asitler, Kkollajen, lesitin, mineral
maddeler, A, B5, B6, C, D, E vitaminleri yer almaktadir. Farmakolojik acidan kan
damarlarin1 genisleten ve kan basincini diisiiren, yangi gideren, timér Onleyen,
yorgunluk gideren, antialerjik, antioksidatif, antibakteriyel ve bagisiklik sistemini
uyaran bir¢ok faydasi bulunmaktadir. Yine, ari siitiiniin gelisme ve biiyiime iizerine
hizlandiric1 etkisinin yani sira, hormonlar1 diizenleyici, cinsel giicli ve ddl verimini

arttirier etkileri de bulunmaktadir (Karagal Temamogullar: vd 2006).

Protein, yaglar, sekerler, hormonlar, vitamin ve mineral maddeler bakimindan oldukca
zengin olan ar siitiiniin igerigi, koloniyi olusturan ana ari, is¢i ar1 ve erkek armin larva

donemine gore farklilik gostermektedir. Ticari olarak iiretimi ve pazarlamasi yapilan ar



siitli is¢i arilar tarafindan ana ar1 iiretmek amaciyla 6zel olarak iiretilmektedir. Art siitii
genelde 0-24 saatlik larva transferinden 72 saat sonrasinda, yiiksiik igerisinde
maksimum miktara ulastig1 varsayilarak hasat edilmektedir. 3 gilinliik yogun ar siitii
beslemesi sonucunda ana ar1 4-5 yillik yasam siiresine, bahar aylarinda kulugka
veriminin yiiksek oldugu zamanda giinliik ortalama 2000 yumurta birakabilme
yetenegine sahip olmanin yani sira hastalik ve zararlilara karst da yiliksek direng

kazanabilmektedir (Koseoglu vd 2013).

An siitiinlin yapisinda biyolojik o6zellikler gosteren yag asitleri ve steroller larva
doneminde endokrin sistemi, diger lipit ve proteinler hiicre ¢cogalmasina etki ederek ana
ar1 ve is¢i ar1 arasinda ki morfolojik ve fizyolojik farkliliga sebep olmaktadir (Kumova

ve Korkmaz 2000).

Kolonide sagladig1 faydalarin insanlar {izerindeki etkileri ortaya ¢ikarildik¢a ar1 siitii
tiretimini artirmaya yonelik ¢alismalar hiz kazanmis ve giin gecgtikce daha ¢ok sayida
arict ar1 sitlii tretimine baglamistir. Kullanim alaninin genislemesi ile birlikte tiretim
potansiyeli olan aricilik gelismis {ilkelerde bilimsel ¢alismalara da bir ivme

kazandirmigtir (Karacaoglu vd 2004).

Arn siitli, ana ar1 ile is¢i ar1 arasinda cinsel farklilasmada biiyiik rol oynayan biyolojik
etkisi ile birlikte bilinen ve bilinmeyen igerigi ile de insanlarin i¢ salgi sistemini
diizenleyici, bagisiklik sistemini gelistirici, Stres ve hastaliga karsi viicut direncini
artirict etkisi de bulunmaktadir. Cin‘de oldukga uzun zamandan beri bilinmesine
ragmen {iiretim, muhafaza ve tiiketimi konusundaki arastirmalar 1950°li yillardan
itibaren giindeme gelmistir. 1970°li yillardan itibaren ise 6zellikle refah toplumlarinda
tiiketici sayisinin artmasi ile daha saglikli ve ekonomik ar siitii tiretim imkanlarinin

gelistirilmesi gerekliligi ortaya ¢ikmistir (Erdogan 2010).

Arn siitii yaygin ticari bir medikal {riin olarak kullanilmaktadir. Yapilan onceki
calismalarda ar siitiiniin fizyolojik etkilerinden 6rnegin antiimflamasyon, antitiimor,

antialerjik ve antioksidant etkileri belirlenmistir. Ratlarda oral olarak giinliik 300 mg/kg



ar1 siiti uygulamasinin eritrositlerin sayisint ve caplarint artirdigi bu yiizden anemi
hastalarinda destekleyici antioksidan molekiil olarak kullanilabilecegi belirtilmistir

(Yildirim et al. 2012)

Ar siitiinlin medikal etkileri iizerine yapilan bir¢ok calisma bulunmakta ve bunlarin
bazilar1 antibakteriyal etkileri {izerine yogunlagsmistir. Royalactin, apimisin, jeleines 1,11,
I, 1V, 10-HDA ve apalbumin a igeren birgok antimikrobiyal peptid ar1 siitliniin
iceriginde kesfedilmistir. In vitro ¢alismalar ar1 siitlinden saglanan royalactinin gram
pozitif ve bazi gram negatif bakterilere karsi etkili oldugunu gostermistir (Gunald: et al.
2014).

Son yillarda c¢esitli bilim adamlart ar siitiiniin antioksidant aktivitesi tizerine dikkat
cekmisler ve bir¢ok arastirici da in vitro ve in vivo olarak caligmislardir. Besin takviyesi
olarak tiiketilen ar1 siitii bircok iilkede ticari olarak medikal {iriinler, saglikli gidalar ve
kozmetikte olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadir. Is¢i arilarn hypopharyngeal ve
mandibular bezlerinden iiretilen ar1 siitiiniin igerdigi proteinler, sekerler, yaglar,
vitaminler, minareller ve serbest amino asitler nedeniyle kralige arinin gelismesinde
oldukca 6nemli bir besin oldugu bilinmektedir. Ar siitiinlin antioxidatif etkisi 6nemli
fizyolojik fonksiyonlarindan birisidir. Cilinkii cesitli kronik hastaliklar1 6rnegin kanser
ve kardiyovaskiiler hastaliklart dnleyebilmeye yardimei olmaktadir (Cihan ve Deniz
2014).

Uremeye yardimct olan suni tohumlama, embriyo transferi ve in vitro fertilizasyon gibi
yontemlerin gelistirilmesi ile tiirlerin korunmasi ve klinik ¢aligmalar i¢in spermanin
saklanmas1 gerekmektedir. Sperma dondurma sirasinda motolite, canlilik ve dolleme
yetenegi gibi Ozelliklerde azalma meydana getiren bir dizi yapisal, biyokimyasal ve
islevsel degisikliklere maruz kalmaktadir. Spermanin sulandirma ve sogutma
islemlerinde soguk sokuna maruz kalmasi ve/veya ozmotik basing nedeniyle 6nemli
derecede fertilite kayb1 yasanabilir. Birgok arastirici ko¢ spermasini dondurmada
degisik yontemler gelistirmelerine ragmen, fertilite oranlar1 heniiz taze sperma ve dogal

ciftlestirmeyle karsilagtirilmayacak kadar diisiik seviyededir. Dolleme yetenegindeki



azalmanin ¢Oziindiirme sonrast azalan motilite orant ve morfolojik Ozellikle de

akrozomal bozukluklardan kaynaklandig: bildirilmektedir (Algay vd 2013).

Koyun yetistiriciligi ve suni tohumlama uygulamalarinin yogunluk kazandigi
Avustralya’da yiiriitiillen ¢alismalar, dondurulmus sperma ile intrauterin olarak
tohumlanan koyunlarda %48, trans-servikal tohumlamada %32, servikal tohumlamada
ise %9’luk gebelik orani elde edildigi bildirilmistir. Ko¢ spermasimi dondurma
calismalarinin  ¢ogunlugunda boga spermasinda uygulanan ydntemin Kkoyunlara
uygulanma seklinde olmasina ragmen beklenen basar1 saglanamamustir. Koyunlarda
dondurulmus spermayla yapilan tohumlama sonrasinda ki fertilite oranlarinin sigirlara
gore diisiik kalmasi, erkek ve disiye ait ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Erkege ait

faktorlerin basinda spermanin donma sirasinda gordiigii hasar gelir (Agas vd 2014).

Erkek fertilitesi acisindan spermatozoonlarda plazma membran biitlinliigii oldukca
onemli olmaktadir. Spermatozoonlar kendilerini kusatan ortamla madde aligverisini
saglamalarinin yaninda kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon olaylarinda
spermatozoonlarin oosit yilizeyine tutunabilmeleri i¢in de yine aktif bir plazma

membranina ihtiya¢ duyulmaktadir (Ucan 2014).

Sperma dondurulurken intra-cellular ve extra-cellular buz olusumu, ozmotik
degisikliklere bagli zararlar ve soguk sokuna bagli zararlar membran hasarlarinin
olusmasma neden olan baslica faktorlerdir. Dondurma esnasinda g¢evre 1sisinda ki
diismeyle birlikte spermatozoonlarin plazma membranlarinda bulunan lipidler fiziksel
bir degisme sonucu yumusak ve akigkan durumlarimi yitirip, daha sert ve daha az
akiskan bir hal alirlar. Bu durum degisikligi (faz gecisi) soguga maruz kalan
spermatozoon membranindaki akigkanliginin azalmasinin baglica nedenidir. Sogutma ya
da dondurma sirasinda spermatozoon membraninda meydana gelen hasarlarin, lipidlerin
tekrar baslangigtaki gibi bir araya gelememeleri veya normal dagilimlarina
donememeleri sonucunda meydana geldigi bildirilmektedir. Bu yiizden, spermatozoon

plazma membranminda durum degisikligi olgusu azaltilarak veya tamamen ortadan



kaldirilarak dolayli yollardan soguga bagli meydana gelecek hasarlarin da azaltilmasina
imkan taninabilir (Ugan 2014).

Ko¢ spermasmin dondurmaya karsi olduk¢a hassas oldugunu, bunun altinda yatan
nedenin ise sperma membraninin biiyilk bir kisminin doymamis yag asitlerinden
(fosfolipitler) olugmast gosterilmistir. Bununla baglantili olarak  spermanin
dondurulmasi esnasinda uygulanan sogutmanin sperma membranin doniisii olmayan
sivi fazdan jel fazina ge¢cmesine sebep oldugu ve membran i¢i enzimlerin kinetiginde
degismeler meydana getirerek ¢oziindiirme sonrasi sperma canlilifin diigmesine neden

oldugu belirtilmektedir (Watson 1995).

Dondurulmus-¢oziindiiriilmiis kog¢ spermasi ile saglanan diisiik fertilite oranlari
arastirmacilart bu konu {izerinde arastirma yapmaya yonlendirmis ve ¢esitli sulandirici
formulasyonlari, sulandiriciya gesitli hormon, vitamin, seker ve antioksidan maddeleri
ilave ederek farkli alternatiflere yonelmislerdir. Sulandiriciya ilave edilen g¢esitli
kryoprotektif maddeler ise dondurulup ¢oziindiiriilen spermanin fertilitesini olumsuz
olarak etkilemektedir. Bu yiizden gliserol gibi kontraseptif (gebeligi onleyici) 6zellige
sahip kryoprotektanlarin (soguga/donmaya karsi koruyucu) oraninin azaltilabilmesinin
ancak sulandiriciya ilave edilecek antioksidanlara bagh oldugu bildirilmektedir (Omiir

2011).

Serbest radikaller, eslenmemis elektron iceren atom veya molekiiller olarak
isimlendirilmektedir. Kararsiz bir yapiya sahip olan bu radikaller, organizmada mevcut
diger kararli molekiillerin yapilarini bozarak molekiillerin kararsiz hale ge¢cmelerine
sebep olmaktadirlar. Serbest radikallere uygun elektronlar saglayarak kararli hale
gelmelerini saglayan molekiiller ise antioksidanlardir. Organizma serbest radikallere ve
bunlarin sebep oldugu zararlara kars1 bir savunma sistemi gelistirmis olup bu sistemin

yapt taslart da antioksidan olarak isimlendirilmistir (Aydemir ve Karadag Sar1 2009).

Dimetilsiilfoksit (DMSO), allopiirinol, katalaz, deferoksamin, mannitol, siiperoksit

dismutaz, trombosit aktive edici faktor (PAF) antagonistleri, kafeik asit fenil ester,



melatonin, E vitamini, C vitamini ve beta karoten gibi antioksidanlar serbest radikallerin

meydana getirdigi hasar1 6nlemede en ¢ok kullanilanlaridir (Durmus ve Unsaldi 2005).

Diger tiirlere gore daha fazla oranda lipit icermesinden dolay1 ko¢ spermasi, donma
sirasinda ortaya ¢ikan oksidatif strese karsi daha duyarl hale gelmekte, sperma plazma
membran hasarlarina, motilite kayiplarina, akrozomun biitiinliigiinii kaybetmesine ve
fertilite oranlarinda azalmalara neden olmaktadir. Epididimis ve seminal plazmada
dogal olarak yiiksek oranlarda yer alan inositol, taurin, hipotaurin, askorbik asit,
desferal, prolin, alfa-tokoferol, Biitil hidroksi toluen (BHT), siiperoksit dismutaz (SOD)
ve katalaz gibi maddelerin antioksidan 6zellikleri son yillarda kullanim alani1 bulmustur

(Omiir 2015).

Dondurma-¢6ziindiirme sonrasi spermada antioksidan kapasite azalmakta ve reaktif
oksijen radikal olusumu artarak spermatolojik 6zellikleri ve fertilitede olumsuzluklar
meydana getirmektedir. Dondurulup ¢ozilindiiriilen sperma taze spermaya nazaran
peroksidasyona daha hassas olmaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar spermanin
muhafazasi1 sirasinda infertiliteye neden olan en Onemli faktdér olarak spermatozoa
membran lipidlerinin peroksidasyonunu isaret etmektedir. Bu nedenle spermalarin
dondurma-¢oziindirme sonrasinda spermatolojik O6zellikler {izerine pozitif etkileri
olabilecegi diisiiniilmekte ve sperma sulandiricilarina antioksidan maddeler ilave

edilmektedir (Kulaksiz ve Dagkin 2009).

Memeli hayvanlarda viicut sivilart ve iireme dokularinda yiiksek miktarda bulunan
antioksidan maddeler, sperma sulandiricilarina ilave edildiginde spermadaki serbest
radikallerin sebep oldugu hiicre membranlarindaki yag asitleri ve fosfolipitlerin
peroksidasyonunu asgari seviyeye diistirmektedir. Boylelikle lipit peroksidasyonunun
spermatozoa akrozomunda sebep oldugu zarar azaltilarak saglanan dol verimi biiylik

olgiide arttirilabilmektedir (Omiir 2011).

Antioksidan maddelerin etki sekli ve etkinlik seviyeleri oldukca farklilik

gostermektedir. Genellikle antioksidanlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirevlerinin



temizlenmesinde, oksidatif stresle zarar gormiis dokularin onariminda, diger
antioksidanlarin onarimi yada yenilenmesinde ve metal selasyonu gibi farkli etki
sekillerinden birini veya birden fazlasin1 ortaya koymaktadirlar. Bilinen bu etki
mekanizmalarindan birgogunu yerine getirebilme 6zelliginde olan antioksidan ideal bir

antioksidandir (Kulaksiz ve Daskin 2009).

Koyun ve kecilerdeki suni tohumlama uygulamasi sigirlardaki uygulama alani kadar
genis olmamasina ragmen bugiin diinyada pek cok iilkede tarafindan genis ¢apta ilgi
alan1 bulmaya baslamistir. Suni tohumlamada amag, iistiin erkek damizliklarin genis bir
popiilasyonda kullanimina olanak saglamaktir. Bu amacgla hem spermalarin basarili bir
sekilde dondurulabilmesi igin gerekli teknolojiler olusturulmaya c¢alisilirken hem de
mevcut suni tohumlama metotlar1 ile en yiiksek gebelik olusturma yoniinde
arastirmalara devam edilmektedir. Koyunlarda serviksin anatomik yapisi nedeniyle bu
yolla uterusa ulasmak miimkiin olmamaktadir. Bu yiizden dondurulup ¢oziindiiriilen
sperma ile intraservikal uygulanan tohumlamalarda saglanan basar1 tatmin edici
diizeyde olmazken (Kulaksiz 2015), giiniimiizde dondurulmus ko¢ spermasindan basari
sayilabilecek (>%45) gebelik orami saglayacak uygulamalar ancak laparoskopik suni
tohumlama yontemi ile intrauterin olarak yapilan tohumlamalar ile miimkiin olmaktadir
(Emsen ve Kosum 2009; Kulaksiz 2015).

Bu calisma, sulandiriciya farkli oranlarda katilan ar1 siitlinlin ko¢ spermatozoonlarinin
+4°C’de sogutulmus ve -196°C’de uzun siireli saklanmasi sirasinda koruyucu etkisi ve
bu spermatozoonlarla yapilan intra uterine tohumlamalardan elde edilen gebelik

oranlarinin arastirilmasi amaciyla yapilmistir.



2. KAYNAK OZETLERI

Larva transferinden 24, 48 ve 72 saat sonra hasadi yapilan ar1 siitlerinde bazi
biyokimyasal degisimleri ortaya koyabilmek ve ar1 siitiinde fruktoz glikoz ve sakkaroz
gibi temel seker bilesenleri, 10-HDA, nem ve bazi iz elementler analiz edilerek bu
degisimlerin ar1 siitii kalitesine etkilerini belirlemek iizere bir ¢alisma yapilmistir.
Olusturulan calisma gruplarinda 1.grupatki kolonilerde larva transferinden 24 saat, 2.
grupta 48 saat ve 3. gruptaki kolonilerde 72 saat sonra ar1 siitii hasadi yapilmistir.
Arastirma gruplarindan hasadi yapilan ari siitleri igin fruktoz, glikoz, sakkaroz, 10-HDA
ve nem diizeyleri arasindaki farkin 6nemli (P<0,05) oldugu bulunmustur. Larva
transferinden 72 saat sonra hasadi yapilan ar1 siitlerinde analizi yapilan seker
bilesenlerinin, 10-HDA ve nem seviyelerinin, transferden 24 saat sonra hasadi
yapilanlara nazaran artis gosterdigi ve sonug olarak ari siitiinde biyokimyasal yapinin

hasat zamanina gore farklilik gosterdigi bildirilmistir (Késoglu vd 2013).

Erkek farelerde ar1 siitiinlin bazi spermatolojik Ozellikler iizerine etkisini belirlemek
lizere yapilan bir ¢alismada 20 adet Swiss albino 1rki ergin erkek fare (2545 gr, 3 aylik)
kullanilmistir. Bir hafta siiresince serbest yemleme ve su verilen deney hayvanlarinin
birinci grubuna (n=10) 60 giin siireyle mide i¢i tiiple 240 pl distile su i¢inde 20 pl ar1
siiti verilirken kontrol grubuna (n=10) sadece mide i¢i tiiple distile su verilmistir.
Calismanin sonunda, deneme ve kontrol grubu erkek farelerde sirasiyla spermatozoon
yogunlugunun (x10%ml) 19,58+6,53 ve 11,45+10,32; spermatozoon motilitesinin (%)
75,00+10,60 ve 35,00+£20,3; anormal spermatozoon oranin ise (%) 14,53+£5,86 ve
28,00+7,86 olarak tespit edildigi bildirilmistir. Bu ozellikler {izerine ar1 siitiinlin
etkisinin 6nemli oldugu (P<0,05) vurgulanmistir. Sonucta, ar1 siitii uygulamasinin
spermatozoon yogunlugu ile motiliteyi artirarak, anormal spermatozoon oranini da
azaltarak sperma Kalitesi tizerine pozitif etkilerde bulundugu bildirilmistir (Karagal

Temamogullar1 vd 2006).

An siitiinlin farkli saklama siireleri ve farkli oranlarinin kog¢ spermasinda sperm

kinematigi, plazma membran fonsiyonu, nitrik asit iiretimi, toplam antioksidant



etkilerini belirlemek iizere yapilan bir ¢alismada, 120. saate kadar +4°C’de saklanan
sperma Orneklerinde 120. saatte sperm yasama giiclinlin %1 oranindaki ari siitii ile artig
sagladig1 bildirilmistir. Sperm membran fonksiyoyonu iizerine ar siitiiniin etkisinin en
diisiik konsantrasyonlarda (%0,5 ve 1) saglandigi, sperm molitite parametreleri lizerine
ar1 siitinlin en one ¢ikan koruyucu etkisinin 72 saat sonrasinda elde edildigi
bildirilmigtir. Aragtirma sonucunda ar1 siitliniin diisiik konsantrasyonlarinin (%0,5 ve 1)
soguk saklama siiresince sperm kinetigi ve plazma membran fonksiyonlarinda
gelismeler sagladigi ve ant siitiiniin  koruyucu etkisinin antioksidant 6zelligine

atfedilebilecegi bildirilmistir (Moradi et al. 2013).

Sisplatinin (kanser tedavisinde kullanilan 6nemli ilaglardan biri) karacigerde neden
oldugu aktiviteler lizerinde ar1 siitiiniin koruyucu etkilerini degerlendirmek {izere 24
adet Sprague-Dawley sigani ile bir arastirma yapilmistir. Olusturulan 4 deneme grubu,
Kontrol; ar siitii (300 mg/kg/giin); sisplatin (7 mg/kg viicut agirligi) ve ar siitii (300
mg/kg/giin) + tek doz sisplatin (7 mg/kg viicut agirligi) seklinde olmustur. Aragtirma
sonucunda sisplatin enjeksiyonu Oncesi ar1 siitii uygulanan hayvanlarda, sisplatinin
neden oldugu paraoksonaz-1 ve arilesteraz aktivitelerinde azalmanin kayda deger
diizeyde onlendigi tespit edilmistir. Bununla birlikte biyokimyasal gézlemler, histolojik
bulgularla desteklenmis ve antioksidan, radikal toplayici ve antiapopitotik etkileri
sayesinde ar1 siitinlin, sisplatinden kaynakli karaciger dokusunda meydana gelen
yapisal degisiklikleri engelledigi goriilmistiir. Sonu¢ olarak ari siitlinlin, sisplatin
tedavisiyle ilgili olusan karaciger toksisitesine karsi potansiyel koruyucu ilag¢ olarak

kullanilabilecegi bildirilmistir (Yildirim et al. 2012).

Yapilan bir arastirmada tiim viicut 1s1tnlamasi uygulanan siganlarda ar1 siitiiniin akciger
ve karaciger hasarma karst koruyucu rolii olup olmadigi belirlenmeye ¢alisilmistir.
Arastirma sonucunda radyasyon ile birlikte ar1 siiti verilen gruplarda antioksidan
aktivitelerde artigin; biyokimyasal paremetrelerde ve MDA (malondialdehit)(lipitlerin
oksidasyonu sonucu meydana gelen bir bilesik)’da anlamli diisme oldugu tespit
edilmistir. Tedavi 6ncesinde ve sonrasinda uygulanan ari siitiiniin, tedavi 6ncesi verilen

gruba gore daha etkili oldugu goriilmiistiir. Arastirma sonucuna gore ar1 siitiiniin tim
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viicut 1smmlamasi yapilan siganlarda akciger ve karaciger hasarina karsi koruyucu

etkisinin oldugu bildirilmistir (Cihan et al. 2013).

Najafi et al. (2014) tarafindan fare testislerinde oxymetholonenin (OXM) sebep oldugu
oksidatif hasarlarda ar1 siitiiniin etkisini belirlemek {izere bir ¢alisma yapilmistir. Erkek
fareler iki gruba ayrilarak 28 giin siiresince OXM (5mg/kg/giin) uygulanmis ve
eszamanli olarak bu gruplardan biri ar1 siitii (100 mg/kg/giin) grubu olarak digeri de
kontrol grubu olarak olusturulmustur. Arastirma sonucunda OXM uygulanan grupta bir
cok histolojik degisikliklerle birlikte, spermatogenik aktiviteler ve serum testesteron
seviyesinde onemli azalmalar tespit edilmistir. OXM uygulamasinin ayni zamanda fare
testislerinde lipit peroxidasyonunda artisla katalaz aktivitesinde dnemli azalmaya sebep
oldugu tespit edilmistir. Yukarida belirtilen parametrelerin ar1 siitii uygulamasi ile
normale yakin seviyelere dondiigii ve sonugta ari siitiiniin OXM kaynakli iireme

toksisitesine karsi koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir.

Sicanlarda bas-boyun bdolgesine uygulanan radyoterapiye bagli olusan oral mukoziteye
kars1 ar siitliniin etkisini belirlemek iizere yapilan bir ¢aligmada 1sinlama ile birlikte 50
mg/kg art siitli verilen grup, sadece 1sinlama yapilan grubu ile kiyaslandiginda kantitatif,
biyokimyasal ve histopatolojik parametrelerde normalizasyon sagladigi bildirilirken,
isinlama ile birlikte 100 mg/kg ar1 siitii verilen grupta radioprotektif etkinin doza
bagimli olarak artmadig1 gézlenmistir. Ar siitiiniin uygun dozlarda uygulandiginda oral

mukoziti azaltmada etkili oldugu bildirilmistir (Cihan ve Deniz 2014).

Azab et al. (2011) tarafindan erkek Wister albino siganlarinda gamma radyasyonu
verilmesi sonucu oxidatif strese karsi ar1 siitiintin koruyucu etkisini belirlemek iizere bir
calisma yapilmis ve c¢alisma sonucunda radyasyon verilen siganlarda ar1 siitii
uygulamasi sonrasinda art siitlinlin aktif bilesenlerinin antioksidant kapasitesi nedeniyle

biyokimyasal, hematolojik ve histolojik iyilesmelerin gézlendigi bildirilmistir.
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Yapilan klinik caligmalar ar1 siitiiniin osteoporasis ve menepozal semptomlari
azaltabildigini gostermistir. Bazi bulgularin ise art siitiiniin diger eksogen steroid
hormonlar ile benzer estrojonik aktiviteye sahip oldugunu o6ne siirdiigii bildirilmistir

(Yang et al. 2012).

Kantitatif, biyokimyasal ve histopatalojik degerlendirmeler yapilarak sisplatin (SP)
(kemoterapide kanseri tedavi etmek icin kullanilan bir ilag) kaynakli spermiotoxicity
lizerine ar1 siitiinlin antioksidan etkisini belirlemek tlizere bir ¢alisma yapilmistir. Ratlara
tek doz olarak SP uygulamasindan sonra, 10 giin boyunca 50 ve 100 mg/kg ar1 siitii
uygulanmistir. Sperm karakterleri, testisle ilgili histolojik bulgular, plazma testesteron
seviyeleri ve testis dokusunda oksidatif stresin durumu gibi 6zellikler belirlenmistir. Ar
sitii. SP kaynakli azalan testis, epididimis, seminal vesicle ve prostat agirlig ile
epididimal sperm konsantrasyonu ve motilitede iyilestirmeler sagladigi bildirilmistir

(Silici et al. 2009).

Pubertideki erkek sicanlarda ar1 siitiinlin olumsuz etkisini belirlemek {izere bir ¢alisma
yapilmustir. Calismada giinliik 200, 400 ve 800 mg/kg dozundaki ar1 siitii 4 hafta
boyunca gavajla oral olarak uygulanmig viicut agirligt ve organ sistemleri
degerlendirilmistir. Sperm sayimi, spermatozoa anormalligi ve testis histopatalojisi ise
mikroskop altinda incelenmistir. Ar siitii uygulamasi viicut agirligini etkilememis fakat
yiiksek doz grubu kontrol grubu ile karsilastirildiginda organ sistemlerinden hipofiz ve
testiste azalmalar meydana gelmis ve testisin mikro yapisinda onemli degisiklikler
gozlenmistir. Sperm sayiminda gruplar arasinda farklilik gézlenmemis, bununla beraber
sperm deforme oraninin yiiksek doz grubunda 6nemli bir sekilde arttig1 tespit edilmistir.
Arn siitli uygulamasi 14 giin siireyle durdurulduktan sonra olumsuz etiklerin kismen
diizelip eski seviyelere donerek kontrol grubu ile uyumluluk géstermistir. Sonug olarak
4 hafta boyunca yiiksek dozda oral olarak uygulanan ari siitiiniin pubertideki erkek
sicanlarin iireme sistemini olumsuz etkiledigi fakat olumsuz etiklerin uygulamalarin

sonlandirilmasi ile ortadan kalktig bildirilmistir (Yang et al. 2012).
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Kafadar et al. (2012) tarafindan ooferektomi (overoctomy) yapilan si¢anlarda art siitii ve
ar1 poleninin osteoporoza bagli kemik kaybinda bir azalmaya neden olup olmadiginm
tespit etmek amaciyla bir ¢alisma yapilmistir. Calismada 6 aylik 32 adet Sprague-
Dawley cinsi disi sigan 4 gruba ayrilarak Sham-operasyon grubu, sadece ooferektomi
yapilan grup, ooferektomi ile birlikte ar1 siitii uygulamasi yapilan grup ve ooferektomi
ile birlikte ar1 poleni uygulanan grup seklinde arastirma plani olusturulmustur. Cerrahi
islemden 12 hafta sonra sicanlar sakrifiye edilmeden 6nce kemik mineral yogunlugu
(KMY) ol¢iilerek biyokimyasal analizler i¢in kan 6rnekleri alinmistir. Sakrifikasyondan
sonra ise uterus agirliklart Olclilmiis ve taramali elektron mikroskobunda kemik
dokudan kalsiyum ve fosfor diizeyini belirlemek igin Ornekler alinmistir. Calisma
sonucunda, uterus agirliklar1 bakimindan sham-operasyon grubu diger gruplara gore
daha fazla bulunmus olup gruplar arasindaki farkin 6nemli oldugu bildirilmistir.
Lomber vertebra ve proksimal femurda kemik mineral yogunlugu sonuglari agisindan,
ar1 siitli ve ar1 poleni uygulanan gruplarda sadece ooferektomi yapilan gruba oranla
istatistiki a¢idan 6nemli oranda yiiksek bulunmustur. Kemik dokusunda kalsiyum ve
fosfor seviyeleri ar1 siitii ve poleni uygulanan gruplarda daha yiiksek tespit edilmistir.
Arastirma sonucunda ar1 siiti ve ar1 poleninin ooferektomi yapilan siganlarda
osteoporoza bagli kemik kaybinda azalma sagladigi ve elde edilen sonuglarin klinik

uygulamaya katkis1 olabilecegi vurgulanmistir.

Kog¢ spermasi sulandiricisina ilave edilen ¢esitli antioksidanlarin spermanin sulandirma,
ekilibrasyon ve dondurma-¢6zdiirme sonrasinda bazi spermatolojik 6zellikler {izerine
etkilerini belirlemek {izere bir aragtirma yapilmistir. Aragtirmada antioksidan igeren ve
icermeyen sperma numuneleri, sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma/¢dzdiirme sonrasi
spermatolojik muayenelerden spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa orani ve
hipoozmotik sisme testi (HOST) agisindan degerlendirilmistir. Sperma sulandirmada
temel Tris sulandiricisina (297,58 mM tris, 96,32 mM sitrik asit, 82.66 mM fruktoz)
%15 yumurta sarisi, gliserol %5, penisilin 500 TU/ml, streptomisin 500 .U/ml ilave
edilmis ve ejakiilatlar 32°C’ta 10 esit hacme boliinmiistiir. Boliinen ejakiilatlar curcumin
(C) 1 mM, 2 mM, 4 mM), ellagik asit (E) (1 mM, 2 mM, 4 mM), methionin (M) (1

mM, 2 mM, 4 mM) igeren ve antioksidan icermeyen (kontrol) Tris sulandiricisiyla



13

ml’de yaklagik 4x108 spermatozoa olacak sekilde sulandirilmistir. Calisma sonucunda
mevsim i¢inde sulandirma sonrasi sperma orneklerinde, bas ve akrozom haricindeki
bolgeler agisindan anormal sperma oraninda en diisiik degeri C4 mM (10,1+0,6)
gosterdigi bildirilmistir. Yine mevsim i¢i ekilibrasyon sonrasinda HOST degerleri
acisindan M 2 mM (65,0 £2,6) grubunun kontrol (58,1£3,7) grubuna gore yiiksek sonug
verdigi tespit edilmistir (P<0,05). Anormal bas oranlari agisindan en diisiik degerin E1
mM (2,1+£0,8) grubunun gosterdigi (P<0,05) gorilmiistir. Mevsim i¢i dondurma-
¢ozdiirme sonrasinda ki, anormal bas orani agisindan E1 mM (2,3+0,9) en diisiik degeri
gostermistir. Ayrica bas ve akrozom haricindeki bolgeler agisindan anormal sperma
diizeyleri i¢in kontrol (13,7 £1,0) ve M1 mM (13,8 +0,8) gruplari, C4 mM (12,2+0,4)
ve E4 mM (12,2+0,7) gruplarina gore onemli olgiide yiiksek belirlendigi (P<0,05)
bildirilmigtir. Mevsim dis1 sulandirma sonrasinda HOST degerleri agisindan M2
mM’nin (64,3%1,7) en yiiksek degeri gosterdigi tespit edilmistir. Anormal bas oranlari
acisindan M 4 mM (2,5+0,5) ile kontrol (3,5+0,5) gruplar1 arasinda farkin oldugu
(P<0,05), bas ve akrozom haricindeki bolgelerde anormal sperma oranlar
incelendiginde C4 mM’nin (15,6£1,0) en diisiik degeri verdigi bildirilmistir. Yapilan
calisma sonuglarina gére mevsim i¢i ve mevsim dis1 donemlerde farkli antioksidan ve
dozlarinin, spermatolojik Ozellikler iizerinde farkli etkinlikler gosterdiginin tespit

edildigi vurgulanmistir (Omiir 2011).

Farkli antioksidan igeren yagsiz siit tozu sulandiricisinin Saanen teke spermasinda
dondurma sonrasinda spermatolojik 6zellikler ve fertilite parametreleri {izerine etkilerini
belirlemek tizere bir ¢alisma yapilmistir. 4 adet Saanen tekesinden ¢ift ejekiilat olarak
alinan spermalarda temel spermatolojik Ozellikler belirlenmis ve normospermi
kalitesinde olan ejekiilatlar birlestirilip daha sonra arastirma ve kontrol grubu olarak
boliinmiislerdir. ikiye ayrilan sperma &rnekleri farkli antioksidanlarla desteklenen (5
mM sistein ve 1000 ug/ml hyaluronik asit) %5 gliserol ve %10 yumurta saris1 igeren
yagsiz siit tozu (YST) sulandiricist ile sulandirilmigtir. Sulandirma sonrasi +4°C’de 2
saat ekilibre edilip, siv1 azot buharinda (-120°C’da 15 dakika) dondurularak sivi azot
(-196°C) igerisinde saklanan spermalarda ¢oziindiirme sonrasi degerlendirmede sistein,

hyaluronik asit antioksidanlar1 iceren ve antioksidan icermeyen (kontrol grubu)
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gruplarda spermatozoa motilitesi sirasiyla %44,0; %30,5 ve %39,5 olarak bildirilmistir.
Anormal spermatozoa orani ve anormal akrozom oranlar sirastyla %52,8; %53,6 ve
%59,1 ile %35,9; %38,3 ve %40,4 olarak tespit edilmistir. Oli spermatozoon orant ise
%48,8, %58,1 ve %53,8 olarak bildirilmistir. Spermatozoa motilitesi agisindan sistein
ve yagsiz siit tozu (kontrol) sulandiricilari ile hyaluronik asit arasinda 6nemli bir fark
tespit edilmisken (p<0,01), 6lii spermatozoa, anormal spermatozoa ve akrozoma bagl
anormal oran1 bakimindan istatistiksel olarak 6nemli bir farkin olmadig: bildirilmistir
(p>0,05). Sistein, hyaluronik asit i¢ceren ve kontrol gurubunda yagsiz siit tozu ile
dondurulup ¢oziindiiriilen spermalarla yapilan servikal tohumlamalarla saglanan gebelik
oranlar sirasiyla %50, %50, %40, dogum oranlarmin ise %33,3; %16,6 ve %20 olarak
gerceklestigi, her iki parametre agisindan istatistiksel farkin olmadigi bildirilmistir
(p>0,05). Arastirma sonucuna gore, sisteinin spermatolojik Ozellikleri gelistirdigi ve
fertilite degiskenleri {izerine olumlu bir etki olusturdugu vurgulanmistir (Kulaksiz ve

Dagkin 2009).

Ceylan vd (2013) tarafindan kog¢ spermasina sulandirict olarak ilave edilen butylated
hydroxytoluene (BHT) ve trehaloz’un spermanin +5°C’de kisa siireli saklanmasinda
spermatozoonlar iizerine koruyucu etkilerini ve bu spermalar ile yapilan suni
tohumlama sonucunda elde edilecek gebelik oranlarini belirlemek iizere bir arastirma
yapilmistir. 3 bas Kivircik kocundan alinan spermalar birlestirilerek {i¢ esit pargaya
boliinmiis ve sonrasinda tris-citric acid-glucose (TCG), TCG+trehaloz (50 mM) veya
TCG+BHT (0,6 mM) igeren sulandiricilar ile sulandirilarak 3 arastirma grubu
olusturulmustur. Yaklasik ml’de 200%10° spermatozoa konsantrasyonu olacak sekilde
sulandirlip 5°C’de tutulan spermalar 0, 24, 48 ve 72. saatlerde motilite, canli ve
anormal spermatozoa oranlari, spermatozoa membran bitlinliigi ve akrozom
reaksiyonuna giren spermatozoa oranlart belirlenmistir. Arastirma sonucunda bu
Ozellikler agisindan gruplar arasindan istatistiksel acisindan bir farkliligin olmadig,
ancak en diisiik anormal spermatozoa oraninin 72. saat sonunda trehaloz grubunda tespit
edildigi, en yiiksek anormal spermatozoa oraninin ise kontrol grubunda tespit edildigi
bildirilmistir. 0 ve 24. saatlerde Trehaloz ve kontrol gruplar1 arasindaki farkin istatistiki

acidan 6nemli oldugu (P<0,05) tespit edilmistir. 5°C’de 24 saat saklanan edilen sperma
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ornekleriyle laparoskopik suni tohumlama ile intrauterin olarak gergeklestirilen
tohumlamalar sonucunda BHT grubunda %50, trehaloz grubunda %20 ve kontrol
grubunda ise %40 olarak gebelik saglandig1 ve gruplar arsindaki farkin 6nemli olmadigi
bildirilmistir. Arastirma sonucunda sulandiriciya eklenen trehalozun yalnizca anormal

spermatozoa oraninin diisiik olmasinda 6nemli katki sagladig: bildirilmistir.

Kog¢ spermasinin dondurulabilirligi iizerine farkli oranlarda eklenen boga (BSP) ve
alabalik seminal plazmasinin (ASP) etkilerini belirlemek iizere, 2-3 yash 5 Kivircik irki
kogla bir aragtirma yapilmistir. Ciftlesme mevsimi disinda haftada bir kez olmak {izere
elektroejakiilatorle 3 sefer sperma toplanmistir. Spermatolojik 6zellikler incelenerek en
az +++ kitle hareketi ve motilite oranlari %70’ten fazla olan sperma ornekleri
birlestirilip, son konsantrasyon 1/5 (sperma/sulandirici) olacak sekilde %15 ve %30
alabalik ve aynmi oranlarda boga seminal plazmasi ve seminal plazma ilave edilmeyen
(kontrol) sulandirici ile iki agamali sulandirma yontemi ile sulandirma yapilip ekilibre
edilerek 0,25 ml’lik payetlerde dondurulmustur. Gliserolsiiz sulandirici (Sulandirict A)
ile sulandirilip 5°C’de sogutularak ekilibrasyon ve ¢oziindiirme sonrasinda motilite ve
morfolojik bozukluk agisindan oranlar belirlenmistir. Dondurma ve ¢o6ziindiirmenin
spermanin motilite ve akrozomal biitliinliigline negatif etkisi tespit edilmistir.
Coziindiirme sonrasinda en diisiik motilite ASP grubunda tespit edilirken, BSP
grubunun ise kontrol grubuna gore daha yliksek motilite oranina sahip oldugu
bildirilmistir (p<0,05). Coziindiirme sonrasit kontrol grubunda akrozomal bozukluk
orani, diger gruplara nazaran diisiik tespit edilmistir. Arastirma sonucunda kog
spermasini dondurma asamasinda kullanilan sulandiricilara ilave edilen boga seminal
plazmasinin  ¢oziindiirme  sonrast  spermatolojik  6zellikleri  olumlu  ydnde

etkileyebilecegi kanisina varildigi bildirilmistir (Alcay vd 2013).

Agas vd (2014), Ivesi spermalari iizerine anizo-ozmotik ortam ve kryoprotektanlarin
etkilerini motilite, membran ve akrozom biitiinliigii a¢isindan degerlendirmek amaciyla
bir calisma yapmuslardir. Ciftlesme mevsiminde iki Ivesi kogundan toplanan ejakiilatlar
birlestirilerek iki asamali c¢alismada kullanilmistir. Caligmanin birinci asamasinda

sperma 75, 150, 225, 325, 425, 600 ve 900+5 miliosmollik (mOsm)/kg siikroz
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soliisyonu ile 5 dakika muamele edilip yeniden izo-ozmotik duruma getirilmistir. ikinci
asamasinda ise, sperma 0,5; 1,0 ve 1,5 M gliserol (Gly), dimetilsiilfoksid (DMSO),
etilen glikol (EG) ve propilen glikol (PG) iceren soliisyonlarla 5 dakika muamele edilip
yeniden izoozmotik duruma getirilmistir. Sperma motilite, akrozom ve membran
biitiinligii agisindan degerlendirilmistir. Calisma sonucunda spermatozoon motilitesinin
izoozmotik olmayan stres sartlarindan 6nemli 6lgiide etkilendigi tespit edilmistir. Genel
olarak izoozmotik olmayan ortam akrozom biitiinliigiine etki etmezken, 75 mOsm’liik
siikroz sollisyonunun akrozom biitliinliiglinii biliyiikk 6lgiide azalttigi tespit edilmistir.
Kryoprotektanin spermaya ilave edilmesi ve ¢ikarilmast motilite ve akzorom
biitiinliigiinii (0,5 M Gly hari¢) biiyiik 6l¢iide etkiledigi (P<0,05), sonucta Ivesi kog

spermasinin degisik stres sartlarindan gesitli sekillerde etkilendigi bildirilmistir.

Islenen spermada ortaya ¢ikan membran hasarlarmin, sogutma sirasinda sicakligin
ozellikle 20°C den 5°C’e hizli diismesi nedeniyle soguk soku yaralanmalar ve/veya
depolama siirecinde spermalarin yaslanmasina bagli olarak sekillenen degisikliklerden
kaynaklandig1 bildirilmistir. Ayrica ko¢ spermalarinin fazla miktarda doymamis
fosfolipit igeriklerinden dolayr soguk sokuna karsi daha hassas oldugu bildirilmigtir
(Ceylan vd 2013).

Bogalarda ¢oziindiirme sonrasi inkiibasyon siiresince spermatazoanin motilite, canlilik
ve akromozom biitiinliigli lizerine ar1 siitlinlin etkilerini belirlemek {izere bir c¢alisma
yapilmistir. Dondurulup-¢6ziindiiriilen semen ornekleri %0,1; 0,2; 0,3 ve 0,4 oraninda
ar1 siiti iceren ve icermeyen Tris ¢ozeltisinde 37°C’de inkiibe edilmistir. Sperm
motilitesi, canlilik ve akromozal biitiinliik 0; 0,5; 1; 1,5 ve 2. saatte belirlenmistir.
Sperm motilitesi, canliik ve akrozom biitinliigli oranlar1 kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda en yiiksek %0,4 ari siitii iceren Tris ¢ozeltisinden saglanmistir
(p<0,05). Inkiibasyondan 2 saat sonrasinda motilite, canlilik ve akrozom biitiinliigii
%0,4 ar1 siitii iceren ¢ozeltide sirasiyla %52,3; 52,5 ve 19,8 olarak tespit edilmistir. Elde
edilen sonuglarin  %0,4 oraninda ar1 siitii  ilavesinin inkiibasyon ortaminda

spermatozoanin daha iyi kalite ve uzun omiirlii kalabilmesini sagladigini bildirmislerdir.
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An siitiiniin sperm kalitesi ve fertiliteyi gelistirici olarak semen sulandiricist olarak

kullanilabilecegi vurgulanmistir (Abd-Allah 2010).

Abd-Allah (2012) tarafindan Buffalo sigirlarinda heparinle birlikte ar1 siitiiniin sperm
motilitesi, akrozom biitiinliigii ve buffalo yumurtalarinin in vitro fertilizasyonu tizerine
etkilerini belirlemek {izere bir calisma yapilmistir. 5 bogadan alinip dondurulup
¢oziindiiriilen spermatazoalar 100 pg/ml heparin ile yikanarak %0,4 oraninda ari siitii ile
3 saat siliresince muamele edilmistir. Sperm motilitesi, akrozom biitiinliilk ve
olgunlagmis yumurtalarin fertilizasyon oranlari 1,2 ve 3. saatte belirlenmistir. Bu
degerler acisindan kontrol grubu ile karsilastirildiginda %0,4 oranindaki ari siitiinden
elde edilen degerler daha yiiksek bulunmustur (p<0,05). Inkiibasyondan 2 saat
sonrasinda motilite, akrozom biitiinliigli olgunlagan yumurtalarda fertilizasyon oranlar1
%0,4 ar siitiinde sirastyla %93,6; %77,6 ve %72,6 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglara
gore heparin ile birlikte kombine olarak %0,4 ar1 siitii ile muamele edilen buffalo
spermlerinde sadece sperm akrozom biitiinliigiinde degil aym1 zamanda in vitro

fertilizasyon kapasitesinde de etkili oldugunu bildirmistir.

Dondurulup ¢6ziindiiriilen buffalo spermlerinde sperm kalitesi, in vitro ve in vivo
fertilizasyon iizerine ar1 siitliniin etkilerini belirlemek {izere yapilan ¢alismanin ilkinde
toplanan ejakiilatlar farkli oranlarda (%0; 0.05; 0,1; 0,2; 0,3 veya 0,4) ar1 siitii ilavesi ile
tris-sitrikasit sulandiricisina eklenmiglerdir. Sulandirilan semen +4°C’de sogutularak 0,5
ml’lik  strawlarda dondurma prosediirine gore dondurulmuslardir.  Strawlar
coziindiiriilerek spermler motilite, canlilik, plazma membran, akrozom ve kromotin
biitiinligi agisindan degerlendirilmistir. Sonuglar motilite ag¢isindan %0,05; 0,1; 0,2 ve
0,3 oranindaki ar1 siitlinde %0,4 oranindaki ar1 siitii igerigi ve kontrol grubuna gore daha
yiksek bulunmustur (p<0,05). Sperm canliligi, plazma membran ve akrozom
biitiinligliniin %0,1 oranindaki ar1 siitii ilaveli grup ile diger uygulama gruplari
karsilastirildiginda énemli dlgiide gelistigi tespit edilmistir (p<0,05). Ikinci galismada
ise, %0,1 oraninda ar siitli ilaveli ve kontrol grubu (ar siitii ilavesi olmadan) spermler
dondurularak in vitro fertilizasyon giicli ve invivo fertilite agisindan degerlendirilmistir.

In vitro fertiizasyon metodu béliinme oranmi belirlemek igin planlanmisken In vivo
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fertilite deneme siiresince de suni tohumla planlanmigtir. Buffalolar kizginlik
belirtilerinden 12 saat sonra tohumlanmislar ve ultrason ile gebelikleri teshis edilmistir.
Sonuglar, béliinme oraninin kontrol grubuyla karsilastirildiginda %0,1 oranindaki ari
siiti grubunda daha yiiksek oldugunu gostermistir (p<0,05). Bununla beraber gebelik
oranlart %0,1 oranindaki ar1 siitii ile kontrol grubu arasinda benzer bulunmustur
(p>0,05). Sonugta ar1 siitiiniin dondurma islemlerinde canli kalma ve in vitro

fertilizasyon kapasitesini gelistirebilecegi vurgulanmistir (Shahzad et al. 2016).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hayvan materyali

Aragtirma kapsaminda sperma elde etmede 1, 2, 3, 4 ve 5 yasli Romanov melezi koglar
kullanilmigtir. Disi hayvan materyalini, 2—5 yasli, viicut kondisyon skorlar1 bakimindan
homojen (2,5-3) siiriiden sansa bagli olarak segilen toplamda 210 koyun olusturmustur.
Ayrica laparoskopik suni tohumla yontemi i¢in, kizginlik senkronizasyonu sonrasinda
kizginlik gosteren koyunlar1 tespit edebilmek i¢in vazektomi yapilmig 10 bas arama

kogu kullanilmugtir.

3.1.2. Hormon materyali

Arastirmada kizginliklar1 senkronize etmek amaciyla CIDR (0,3 gr progesteron; Eazi-
Breed CIDR, Pfizer, Yeni Zelanda) plastik cihaz ve ¢oklu ovulasyon saglamak igin de
PMSG (Chronogest/PMSG, 6000 1.U., Intervet, Fransa) kullanilmistir.

3.1.3. Yem materyali

Arastirmaya dahil edilen hayvanlarin beslenmesinde kuru ¢ayir otu ve toklu besi yemi
kullanilmigtir. Bu yemlerle ilgili ham besin madde igerigi Cizelge 3.1 ve 3.2°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Kuru ¢ayir otunun ham besin madde igerigi

Yem Kuru | Organik Ham Ham Ham | N’sizOz | Ham
Madde | Madde | Protein Yag Seliiloz | Madde Kiil

% % % % % % %
K.C.O. 90,00 84,42 9,1 2,00 32,15 37,08 518
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Cizelge 3.2. Toklu besi yeminin besin madde igerigi

Toklu Besi Yemi

Kuru Madde % 88
Ham Protein % 12
Ham Seliiloz % 12
Ham Kiil % 9
Kalsiyum % 1,1
Fosfor % 0,4
Sodyum % 0,25
NaCl % 1
HCL’de Coziilmeyen kiil % 1

A Vitamini 1U/kg -

D3 Vitamini 1U/kg -

E Vitamini mg/kg -
Metabolik Enerji 2750 kcal/kg

3.1.4. Laboratuvar malzeme ve ekipmanlari

3.1.4.a. Ar siitii temini tiretiminde kullanilan malzemeler

Arn siitli tiretimi i¢in 8-10 mm genisliginde 10 mm derinliginde, {izerinde 30 yiiksiik
olan plastik ana ar1 yiiksiik ¢italar1 ve ii¢ sira yiiksiik ¢itasinin monte edildigi ¢ergeveler
kullanilmistir. Ar siitii iiretimi i¢in gii¢lii ve cok sayida geng is¢i aris1 bulunan kovanlar
se¢ilmistir. Bu kovanlar balli-polenli-agik yavrulu petekler-bosluk-acik yavrulu polenli-
balli ve surupluklar seklinde diizenlenmistir. Cerceveler ii¢ sirali ve yaklasik 80-100
aras1 yilksiik icerecek seklinde hazirlanmistir. Uretilen ar1 siitiiniin  -20°C’de
depolanmast i¢in kiiciik renkli cam siseler ve derin dondurucu kullanilmistir. Ar siitii
tiretimi  siiresince tiiretim kolonilerine giinlik besleme yapmak igin surupluklar

kullanilmistir.

3.1.4.b. Sperma toplama sirasinda kullamilan malzemeler

Arastirmada, laparoskopik suni tohumlama yonteminde kullanilan spermanin

toplanmasinda suni vajen kullanilmistir. Erkek hayvanin ejakulasyonunu saglayan
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sicaklik, kayganlik ve basinca sahip olan suni vajen sperma toplamada kullanilan en
yaygin ve en giivenilir yontemdir. Bununla beraber, suni vajen yonteminde damizlik
erkeklerin bu yonteme daha 6nceden alistirilmis olmasi basarili bir sperma toplama igin

gereklidir.

Spermanin suni vajen ile toplanmasi sirasinda 1 adet dereceli sperma toplama kadehi
(Minitube, Almanya), spermanin konsantrasyon tespiti i¢in 1 adet Thoma lami, motilite
tespiti i¢in lam, lamel ve spermanin mikroskobik degerlendirilmesi sirasinda videolu

mikroskop kullanilmistir.

3.1.4.c. Sperma degerlendirme ve sulandirma

Suni vajen yontemi ile toplanan sperma soguk soku ve giines 1s1gina maruz
birakilmadan 32°C’deki su banyosu igerisine konularak, ar1 siitii ve diger sperma
sulandiricisinin ilavesine kadar muhafaza altina alinmistir. Spermaya ar siitiiniin farkli
oranlarda ilavesi, farkli konsantrasyonda sulandirma islemleri birbirini takip eden fi¢

muamele grubunun olusturulmasinda etap etap gerceklestirilmistir.

Spermayi sulandirmak amaci ile OviPro (Minitiib GmbH, Almanya) kullanilmustir.
Ayn1 zamanda tohumlama sirasinda spermanin uterus boynuzlarina verilmesini daha iyi
gozlemleyebilmek i¢in sulandiriciya dahil edilmek iizere mavi renkli BluePBS
(Minitiib, Almanya) Thawing medyumu spermayi renklendirmek amaci ile

kullanilmastir.

IIk deneme grubunda +4°C’de 120. saate kadar sogutulan spermada en ideal ar1 siitii
oraninin tayin edilmesi i¢in intrauterine tohumlama ig¢in tavsiye edilen doz olan 100 x
108 spermatozoon/0,25 ml miktara %0; 0,5; 1; 1,5 ve 2 oranlarinda ar1 siitii ilave
edilmistir. Ikinci deneme grubunda en ideal ar1 siitii oranin belirlenmesinin ardindan en
uygun sperma konsantrasyonunun belirlenmesi asamasina gecilmistir. Bu asamada 50,
100 ve 200 x 10° spermatozoon/0,25 ml konsantrasyonundaki spermalar en ideal ari

siitii oram1 muamele edilerek laparoskopik suni tohumlamada kullamlmustir. Ugiincii
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deneme grubunda spermalarin derin dondurma islemi 0,25 ml spermada 100 x 10°
spermatozoon konsantrasyonunda gergeklestirilmis ve laparoskopik suni tohumlamada

kullanilmustir.

Motilite testi sperma kalitesinin en Onemli Slgiitlerinden birisidir. Sperma kalitesinin
belirlenmesinde, ayn1 yonde giiclii hareket eden spermatozoit oraninin tespiti rol
oynamaktadir. Sulandirilmadan sperma 6rneklerinde ve kiigiik (5x veya 10x) okiiler
blyiitmeler ile kitle hareketi belirlenmistir. Gozlemleme yapilarak c¢ok iyiden
hareketsize dogru skorlama yapilmistir. Mikroskop altinda ileriye dogru, yerinde
donerek yaptigi dairesel, oldugu yerde titresim ve geriye hareket seklinde 4 tip
spermatazoit hareketi goriilmektedir. Yogun sperma 6zelligine sahip olan kog¢ spermasi
gibi spermalarin motilite acgisindan degerlendirmesinde spermanin izotonik tampon
sulandiricilar ile sulandirilmasi gerekmektedir. Sulandirilan bir miktar sperma lam
tizerine damlatilip tistii lamel ile kapatilarak 1sitma tablasi tizerinde videolu mikroskopta
incelenip ileriye dogru giiclii hareket eden spermlerin orani yiizde cinsinden tahmini
olarak belirlenmistir. Suni tohumlama uygulamalarinda bu oranin en az %70 olmasi

gerekmektedir (Omiir 2015).

3.1.4.d. Suni tohumlama esnasinda kullanilan malzemeler

Kizginliklart senkronize edilen koyunlarda laparoskopik suni tohumlama (LST) yontemi
uzman veteriner hekim tarafindan gergeklestirilmistir. Kizgmliklarin senkronize
edilmesinde CIDR plastik cihaz ile ¢oklu ovulasyonu saglamak amaci ile de hayvan
basma 500 1.U. PMSG kullanilmistir. CIDR plastik cihazlarin vajinaya yerlestirilmesi
ve suni tohumlama sirasinda dezenfeksiyonu saglamak amaciyla 2 It dezenfektan
(Dezen, Vetas, Tiirkiye) kullanilmistir. LST sirasinda tohumlama i¢in tohumlama pipeti
(IMV, ABD), operasyon bdlgesinin kapatilmasinda titanyum klips (ASCULAP,
Kanada), 1 adet laparoskop seti (0 derece rijit endoskop, 151k kaynagi, 151k kablosu, CO>
insuflatoru, bes adet operasyon masasi, ii¢ adet otomatik kirkim makinasi), su banyosu,
videolu mikroskop, anestezi kokteyli (10 ml Alfamine, 0,2 ml Alfazyne, Hollanda),

antibiyotik (Tenaline LA, Ceva-Dif, Fransa; hayvan basma 5 ml) kullanilmistir.
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Sulandirilip ar siitii ilave edilen spermanin 120. saate kadar +4°C’de muhafazasi i¢in
buzdolabr ve -196°C’de spermalar1 dondurmak icin payet, dondurma sistemi ve sivi

azot kullanilmastir.

3.1.4.e. Gebelik teshisinde kullanilan malzemeler

Laparoskopik suni tohumlamadan 45 giin sonrasinda bir giin dnceden a¢ ve susuz
birakilan koyunlar gebelik testine tabi tutulmuslardir. Bunun i¢in koyunda aglik ¢ukuru
hizasinda hemen memenin onilinde yapaginin olmadig1 bolgeye ultrason jeli siiriilerek
Real Time Ultrasaon (Draminski, 5 Mhz; Polonya) ile abdominal gebelik muayenesi

yapilmustir.

3.2. Yontem

Arastirmada ar1 siitii temini i¢in giliclii iki katli 5 adet ar1 kolonisi kullanilmistir. Bu
kolonilerin ana arilar1 alinmis ve arilar tek kata sikistirilmistir. Her bir kovanda, 3 sira
plastik yiiksiiklii tek ¢ergevede 90 yiiksiik ile toplam 450 ytiksiik kullanilmistir. Her 4-5
yiiksiikten 1 gr an siitii tiretimi dikkate alindiginda yaklasik 100 gr ari siitii liretimi
gerceklesmistir. Art siitii alimi larva transferinden 72 saat sonra hasat edilmis ve
depolanmuistir. Ar siitlerinin Temmuz-Agustos aylarinda {iretimi yapilmistir. Toplanan
art sltleri, renkli kiiciik cam siselere konarak soguk zincirde -20°C’de derin
dondurucuda muhafaza edilmistir. Ar siitii {iretimi siiresince, iiretim kolonilerinin

giinliik beslemeleri i¢in yarim kg seker surubu (1:1) ile besleme yapilmistir.

Arn siitliinlin antioksidant 6zelliginin ko¢ spermasinin muhafazasinda bazi fizyolojik
Ozellikler iizerine etkilerini belirlemek iizere ii¢ farkli arastirma grubu planlanmistir.
Bunun i¢in ii¢ deneme grubunda spermanin fakli konsantrasyon ve ar siitii oranlarinin
koyunlarda gebelik olusturma {izerine etkileri incelenmistir. Bu amagla toplam 210
koyun kullamlmistir. Ilk deneme grubunda spermanin sogutulmus olarak muhafazasinin
72, 96 ve 120. saatlerinde laparaskopik suni tohumlama gergeklestirmek tizere toplam

90 koyunda vajina i¢i CIDR 12 giin siire ile uygulanarak kizginlik senkronizasyonu
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yapilmistir. CIDR uygulamasinin sona erdirilmesinden hemen sonra 500 .U. PMSG kas
ici enjekte edilmistir. Kizginliklar1 arama koglart ile belirlenen koyunlar kizginliklarinin
48-52. saatlerinde en ideal ar1 siitii oranin belirlendigi ve ii¢ fakli zamanda sogutulmus
sperma ile tohumlanmislardir. Ikinci deneme grubunda sperma konsantrasyonunun en
ideal dozunun belirlenmesi i¢in, tli¢ farkli konsantrasyonda sperma ile tohumlanmak
tizere 90 koyun kullanilmis ve I. deneme grubundaki kizginlik senkronizasyon yontemi
uygulanmistir. Son deneme grubunda en ideal konsantrasyon ve ari siitii orani ile
sperma -196°C’de dondurularak ¢oziindiirme sonrasi 30 bas, kizginliklar1 senkronize

edilen koyunlarda laparaskopik suni tohumlamada kullanilmistir.

Sperma elde etmede 1, 2, 3, 4 ve 5 yasli Romanov melezi koglar kullanilmistir. Sperma
almada suni vajen kullanilmis ve 1 yash koglar hari¢ diger yas gruplarindaki koglarda
sperma miktar1 ve motilite oranlar1 benzer bulundugu i¢in yas faktorii elemine edilerek
1 yas hari¢ tiim yas gruplarindaki koglardan toplanan spermalar birlestirilerek deneme
planlar1 kurulmustur. Spermaya ar1 siitiiniin farkli oranlarda ilavesi, farkli
konsantrasyonda sulandirma islemleri birbirini takip eden ili¢ muamele grubunun
olusturulmasinda etap etap gergeklestirilmistir. Ilk deneme grubunda +4°C’de 120. saate
kadar sogutulan spermada en ideal ar1 siitii oraninin tayin edilmesi i¢in intrauterine
tohumlama i¢in tavsiye edilen doz olan 100 x 10° spermatozoon/0,25ml miktara %0;
0,5; 1; 1,5; 2 oranlarinda ar siitli ilave edilmistir. 120 saat boyunca her 24 saate bir
olmak iizere motilite testleri gerceklestirilmistir. Ikinci deneme grubunda, en ideal ari
siitli oranin belirlenmesinin ardindan en uygun sperma konsantrasyonunun belirlenmesi
asamasina gecilmisti. Bu asamada 50, 100 ve 200x10° spermatozoon/0,25 ml
konsantrasyonundaki spermalar en ideal ari siiti orani ile muamele edilerek
laparoskopik suni tohumlamada kullanilmistir. Ugiincii deneme grubunda en ideal
konsantrasyon ve ar1 siitli orani ile spermalarin derin dondurma islemi (-196°C’de) 0,25
ml spermada 100x10° spermatozoon konsantrasyonunda gerceklestirilmis ve

dondurmadan 7 giin sonrasinda laparoskopik suni tohumlamada kullanilmstir.

Tiim tohumlama gruplarinda gebelik muayenesi tohumlamanin 45. giiniinde Real Time

ultrason ile gerceklestirilmistir.
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3.2.1. incelenen parametreler

3.2.1.a. Motilite

Sperma kalitesinin belirlenmesinde 6nemli Olgiitlerinden biri olan motilite agisindan
gozleme dayali olarak degerlendirme yapilmistir. Aymi yonde giiclii hareket eden
spermatozoit oranina gore sperma kalitesi degerlendirilmistir. Sulandirilmadan sperma
orneklerinde ve kiigiik (5x veya 10x) okiiler biiylitmeler ile Kitle hareketi belirlenmis ve
¢ok iyiden hareketsize dogru skorlama yapilmigtir. Ayn1 zamanda 0,25 ml 6lgegindeki
payetlerde + 4°C’de farkli siirelerde (24, 48, 72, 96 ve 120 saat) muhafaza edilen
sperma Ornekleri ile derin dondurma sonrasi ¢ozilindiiriilen sperma o6rnekleri motilite

acisindan degerlendirilmistir.

3.2.1.b. Ar1 siitii orani

Kog¢ spermasinin sogutulmus (120 saat siiresince) ve dondurulmus muhafazasinda farkl
oranlarda (%0; 0,5; 1; 1,5; 2) an siitiiniin spermatozoa motilitesi {lizerine etkilileri

belirlenerek en ideal ar siitii orani tespit edilmistir.

3.2.1.c. Sperma Konsantrasyonu

En ideal ar1 siti orant ile 5O><106,100><106 ve 200x10° sperm/0,25 ml
konsantrasyonundaki spermalar ile koyunlarda laparaskopik suni tohumlama
gerceklestirilerek, farkli konsantrasyonlarda sogutulmus spermanin gebelik oranlari

belirlenerek en iyi sperma konsantrasyonu tespit edilmistir.
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3.2.1.d. Gebelik oram

Farkli saklama kosullarinda, farkli ar1 siitii oranlar1 ve farkli sperma konsantrasyonlari
ile laparoskopik suni tohumlama yontemi ile tohumlanan koyunlarda tohumlamanin 45.
giiniinde Real Time Ultrason ile abdominal gebelik muayenesi yapilmis ve bu sonuglara

gore gebelik oranlart tespit edilmistir. Gebelik oranin belirlenmesinde;

Gebe kalanlarin sayisi/Ciftlestirilenlerin sayis1 x 100 (1)

denkleminden faydalanilmistir.

3.2.2. istatistiksel analizler

Arastirmalarin sonunda elde edilen verilerin istatistiksel analizinde General Linear
Model yontemiyle “MINITAB” paket programi (Ryan et al. 1985) ile muamele

ortalamalarinmi karsilastirmak i¢in de Duncan Coklu Karsilastirma testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Yapilan ¢alismada, kog¢ spermasina farkli oranlarda ilave edilen ar1 siitliniin sogutulmus
ve dondurulmus olarak saklanan spermalarda motilite iizerine etkileri belirlenmistir.
Kog¢ spermasinin sogutulmus saklanmasinda (120 saat siiresince) farkli oranlarda ari
slitiiniin spermatozoa motilitesi lizerine etkili oldugu gozlenmistir. Cizelge 4. 1’de
goriildiigii lizere, motilite oranlari ar1 siitli oraninin artan dozlarinda daha yiiksek
bulunmustur. Bununla birlikte ilk 24 saat i¢erisinde motilite oranlarinda 6nemli oranda
farklilik %1 ve daha fazla oranda an siitii ilavesiyle elde edilirken 48. Saatte yalnizca
%2 oraninda ar siitii lehinde bir degisim gozlenmistir. Saklama siiresinin 72. Saate
ulastigi zaman yapilan motilite testinde ari siitii oranlar1 birbirine yakin degerlerde
motilite oran1 saglarken, 96 ve 120. saatlerde istenen motilite oraninin %1,5 ve 2

oranindaki ar siitiinden saglandig1 tespit edilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli oranlarda ar siitii ilavesinin Ovipro sulandiricisiyla sulandirilan ve
4°C’de muahafaza edilen kog¢ spermalarinin motilite oranlarina etkisi

Ar siitii Muhafaza siiresi (saat)
Oram

Taze |24 48 72 96 120
0 76° 68" 66° 63° 59° 53°
0,5 75° 70° 68° 66° 64° 62°
1 78° 74° 71° 68° 68° 65°
1,5 80° 77° 72° 70° 70 68°
2 79° 76" 75° 72° 72° 69°

2D Farkls harfi tagiyan ortalamalar arasindaki fark 6nemli, ayn1 harfi tasiyan ortalamalar arasindaki fark
Onemsizdir.

Ikinci deneme grubunda en ideal ar1 siitii oram olarak tespit edilen %1,5 orani ile
50x10%,100x10° ve 200x10° sperm/0,25 ml konsantrasyonundaki spermalar,
kizginliklar1 CIDR ile toplulastirilip 500 L.U. PMSG enjeksiyonu uygulanan koyunlarda
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laparaskopik suni tohumlama gergeklestirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda sogutulmus
sperma ile yapilan laparaskopik suni tohumlamalarda gebelik oranlari sirasiyla %23, 40
ve 57 olarak gergeklesmis ve gruplar arasi fark istatistiki olarak Onemli (P<0,05)

bulunmustur.

Son deneme grubunda ise -196°C’de dondurulup 7 giin sonra ¢6ziindiiriilen sperma ile

yapilan tohumlamalarda gebelik orani1 %40 olarak tespit edilmistir.

Ucg farkli asamada yapilan bu arastirma sonuglarina gore ideal motilite oranlari icin ari
siitii orani en az %1,5 ve sperm konsantrasyonu 100x10° sperm/0,25 ml olarak
belirlenmistir. Spermanin 120 saate kadar muhafazasinda %1,5 oraninda ari siiti
ilavesinin gebelik oranlarinda motilite kaybina yol agmadan kabul edilebilir oranlarin

elde edilmesine olanak sagladig: tespit edilmistir.

Ko¢ spermasina farkli antioksidanlar ilave ederek dondurup ¢oziindiirme sonrasi
spermatozoa motilitesinin , 50 mM taurin ilave edilmis %3-5 gliserol ihtiva eden Tris
sulandiricistyla %60’ iizerinde bulundugu bildirilmistir (Sanchez Partida et al., 1997).
Bagka bir ¢alismada, farkli antioksidanlar ilave ederek dondurulan ko¢ spermalarinin
¢ozlindlirme sonrasi en yiiksek spermatozoa motilitesinin (%62,83), en diisiik anormal
spermatozoa oraninin (%15,83) ve olii spermatozoa oraninin (%32,77) 50 mM taurin

ihtiva eden Herpes sulandiricisiyla elde edildigi bildirilmistir (Uysal vd 2000).

Bu ¢alismada en diisiik motilite orani, ar1 siitiiniin %0,5 gibi en diisiik oraninda bile 120.
saatte %062 olarak diger caligmalara benzer, daha yiiksek oranlarda ari siitii ilavesinin
motilite oranlarmin 120. saatte ideal smir olan %70’lerde tutulmasina olanak
saglamistir. Sentetik formda antioksidan ilavesinin ar1 siitii gibi dogal antioksidan

bileseninin motilite lizerindeki etkisinin sinirlt oldugu sonucu ¢ikmaktadir.

Moradi et al. (2013) tarafindan yapilan benzer bir ¢aligmada 120. Saate sperm yasama
oranmin %0,5 oraninda %65 oldugu, 120. saatte ar1 siitiiniin artan oranlari ile birlikte

sperm yasama gliciinlin de arttig1, %1 seviyesinde %68 ve %2 oraninda %70’lik sperm
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yasama giiciiniin saglanmis olmasi yaptigimiz ¢alismanin arastirma sonuglari ile uyumlu

oldugunu gostermistir.

Kog spermasina sulandirici olarak butylated hydroxytoluene (BHT) ve trehaloz ilave
edilerek ml’de 200x10° spermatozoa olacak sekilde 0,25°lik payetlerde 5°C’de 24 saat
stireyle muhafaza edildikten sonra bu 6rnekler ile laparoskopik suni tohumla yontemi ile
intrauterin tohumlama gergeklestirilmistir. Gebelik oranlarinin BHT grubunda %50,
trehalez ‘da %20 ve kontrol grubunda ise %40 olarak tespit edildigi bildirilmistir.
Gebelik oranlart agisindan en yiiksek degerin BHT grubunda oldugu ancak gruplar
arasindaki farkin istatistiki agidan 6nemli olmadigi bildirilmistir (Ceylan vd 2013). Bu
arastirma sonuglari ile meveut ¢alismamiz karsilastirildigi zaman 200x10° sperm/ml
konsantrasyonu ile BHT grubu ile yakin degerler gosterdigi trehaloz ve kontrol grubuna

gore ise daha yliksek gebelik orani elde edildigi gériilmektedir.

Yapilan bir ¢alismada Akkaraman irki koglardan elde edilen sperma 10 mM Vitamin C
veya 50 mM taurin igeren Tris ve Hepes sulandiricisi ile dondurulup ¢6ziindiiriilmiis ve
coziindiirme sonrasi en iyi degerlerin hepesttaurinle elde ettiklerini bildirmislerdir
(Uysal vd 2000). Baska bir arastirmada ise kog¢ spermasinin dondurulmasi asamasinda
100 mM ve yukarisindaki konsantrasyonlarda taurin sulandiricisinin daha diisiik
dozlarinin aksine spermatozoa motilitesini 6nemli derecede diislirdligii bildirilmistir
(Sanchez-Partida et al. 1997). Ko¢ spermasmin antioksidan ilavesi ile sulandirilmasi
sonucunda spermada antioksidanin akrozom biitiinliigiinii saglamada olumlu etkilerinin

oldugu tespit edilmistir (Gokcen vd 1985).

Bu calismada akrozom biitiinliigli belirlenmemis olmasina ragmen gebelik sonuglar1 bu

tiir biitlinliige isaret eder niteliktedir.

Pomares et al. (1994) tarafindan yapilan bir ¢alismada, glutatyon peroksidaz ilave
ettikleri sperma sulandiricisi ile dondurulan kog¢ spermasinda ¢6ziindiirme sonrasinda
akrozom bozukluklarinin azaldigini bildirmislerdir. Berlinguer et al. (2003) ise,

antioksidan katarak sulandirdiklar1 ko¢ spermasini, muhafaza siiresince belli araliklarla
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kontrol etmisler ve bu kontroller sonucunda ilave edilen antioksiadanlarin spermatozoa
canliliginda olumlu katkilar sagladigini tespit etmislerdir. Gokgen vd (1985) tarafindan
koglarda yapilan baska bir arastirmada ise ejakiilat {i¢ kisima ayrilarak PGF2a, Vitamin
E ve kontrol grubu olarak 3 sekilde muamele edilmistir. Dondurma-¢6ziindiirme sonrasi
akrozom bozuklugu oraninin diger gruplara gére Vitamin E grubunda 6nemli seviyede
diisiik oldugunu tespit etmislerdir. Diger bir ¢alismada arastiricilarin ko¢ spermasina
ilave ettikleri superoksit Dismutaz (SOD), sitokrom-c, katalaz ve glutatyon peroksidazin
spermatozoa motilitesinde zamana bagli olarak gerceklesen diisiisii azalttigim ve
akrozom biitiinliigiinde pozitif etkisinin oldugunu belirlemislerdir (Maxwell and
Stojanov 1996). Sarlos et al. (2002) ko¢ spermasina antioksidan ilave ettikleri
caligmalarinda antioksidanin 48. Saate kadar koruyucu etki gosterdigini, 48.saatten
sonra ise motilitede kayda deger bir azalmanin gerceklestigini bildirmislerdir. Ar
stitiiniin antioksidan etkisinden faydalanmak amaciyla yiiriitile bu ¢aligma da ise
koruyucu etkinin 48. saatten sonra daha belirgin oldugu ve sogutulmus spermanin 120.

saate kadar muhafaza edilebilecegi sonucu ¢ikmistir.

Sperma sulandiricisina ilave edilen ergotiyoninin ko¢ permatozoonlarinda motilite ve
membran biitiinliigiinde dondurma sirasinda olusabilecek olumsuzluklara karsi
koruyucu olabildigi bildirilmistir (Ari et al. 2012). Kog spermasi {izerine yapilan bir
caligmada, farkli antioksidanlar kombine edilerek kullanilmis ve bu antioksidanlarin
yalniz kullanildigi gruplara gére daha iyi sonug¢ verdigi bildirilmistir (Upreti et al.
1997). Bu ¢alismada ilave antioksidan kullanilmadan elde edilen degerlerin, antioksidan
etkili diger bilesenlerle birlikte kullanilmasimin daha uzun siire ve yiiksek motilite

oranlarinin alinabilecegi diisiincesini dogurmaktadir.
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5. SONUC

Spermatozoa plazma membrani doymamis yag asitleri bakimimdan zengin bir yapiya
sahip oldugundan lipit peroksidasyonuna karsi oldukca hassas 6zellik gostermektedir.
Spermalarin  kisa siireli muhafazalar1 sirasinda hiicreler lipit peroksidasyonuna
ugrayabilmekte ve sonugta spermatozoa motilitesi ve membran biitiinliigiinde kayiplar
ile fertilite oranlarinda diistigler ortaya ¢ikmaktadir. Bu istenmeyen durumlar, spermanin
muhafaza Oncesi sulandiricilara ilave edilen bazi antioksidanlar ile azaltilmaya

calisilmaktadir (Ceylan vd 2013).

Sperma sulandirmayla ilgili yapilan calismalarda farkli degerlerin elde edilmesinde
kullanilan sulandirict ve sulandiricinin igerdigi bilesimlerin miktar ve oranlart rol
oynamaktadir. Ozellikle sperma sulandirmada kullanilan antioksidanlarin farkl
konsatrasyonlarda olmasi, spermatozoa membran yapisinin her tiire 6zgii degisik yapida
olmasi, mevsimsel ve bireysel farkliliklar da yine farkli sonuglarin elde edilmesini
saglamig olabilir (Ceylan vd 2013). Mevcut ¢alismada +4°C’de 120 saate kadar
muhafaza edilen sperma Ornekleriyle laparoskopik suni tohumlama ydntemi ile
intrauterin olarak gerceklestirilen tohumlamalardan elde edilen gebelik oran1 %1,5 ari
siitil ilaveli 200x10° spermatozoa/0,25ml konsantrasyonunda %57 olarak elde edilmistir.
Bu oran BHT (butylated hydroxytoluene) ilave edilen ve 24 saat muhafaza edilen
sogutulmus sperma ile intrauterine tohumlanan koyunlarda elde edilen gebelik
oranindan (%50) yiikksek bulunmustur. Sulandiricilara ilave edilen antioksidanlar
kriyoprotektanlarin daha az Kkonsantrasyonlarda kullanilmasint miimkiin kilmaktadir.
Ayrica antioksidanlarin kriyoprotektan Ozellige sahip olmasi, bunlarla dondurulup
¢oziindiiriilen spermalardan daha iyi sonuglar elde edilmesini saglamaktadir (Omiir
2015).

Dondurma isleminde geleneksel protokoliin izlenmesi ari siitiiniin antioksidan etkisinin
kriyoprotektan oraninin sabit kalmasiyla gélgelendigi ve literatiir bildirislerine benzer

oranlarda gebelik saglandigi goriilmistiir. Bu nedenle art siiti ilaveli sulandiricinin
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derin dondurma isleminde kriyoprotektan oranini diislirecek yeni protokollerinin

gelistirilmesi gerektigi sonucu dogmaktadir.

Sonug olarak, c¢esitli hayvan tiirlerinde spermanin kisa ve uzun siireli saklanmasinda
fertilite yetenegini olumsuz etkilerden koruyarak fertilite oranlarindaki azalmanin 6niine
gecebilmek icin sulandiricilara ¢esitli antioksidan bilesikler ilave edilmektedir. Yapilan
calismalar ile olumlu etikleri tespit edilmekle beraber, antioksidanlarin etki
mekanizmalar1 hayvan tiirii, sulandiricilarin igeriklerine ve dondurma sirasinda izlenen
adimlara bagli olarak degisiklik gostermektedir. Yapilan bu c¢alismada sperma
sulandiricisina katilan ar1 siitiinliin spermatozoa motilite orani tizerine pozitif bir etki
yaptigi, ari siitiiniin ideal dozda kog¢ spermasina ilave edilmesinin gebelik oranlari

lizerine sayisal olarak olumlu bir katki sagladigi gézlenmistir.
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