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BUTIL HIDROKSITOLUEN KONSANTRASYONUNUN
SAANEN TEKE SPERMININ DONMASINA ETKIiSi

SEIOUDY, Ahmed Fathy Hassan

Doktora Tezi, Zootekni Anabilim Dali
Tez Damismani: Prof. Dr. Nedim KOSUM
Haziran 2023, 86 sayfa

Bu calisma, Tris-sitrik asit-glikoz yumurta saris1 gliserol (TCGY G) bazli sulandiricida biitil
hidroksitolten'in (BHT) farkli konsantrasyonlarinin (0,6 mM, 2,0 mM ve 5,0 mM) Saanen teke
sperminin  kryoprezervasyonunun sperma Kalitesi {izerindeki etkilerini degerlendirmeyi
amaglamigtir. Ayrica, Kriyoprezervasyon oncesinde santrifijleme yoluyla yikanmis ve
yikanmamig sperm etkisi incelenmistir. Bununla Dbirlikte, basarili bir teke spermi
kriyoprezervasyonunun gelistirilmesinde optimal bir BHT konsantrasyonu bulunmasi
amagclanmistir. Tez calismasi, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Bolumi Kiigiikbas
Hayvan Unitesinde gergeklestirilmistir. Bu ¢alismada, 1-2 yas arasinda ve 50-60 kg canli agirlik
araligindaki 4 bas Saanen irki teke kullanilmistir. Sperma toplama islemi tekelerden ¢iftlesme
mevsiminde (Kasim-Ocak) haftada 2 kez gerceklestirilmistir. Sperma, disi varliginda yapay
vajina yontemiyle alinmistir. Alinan sperma test tiiplerinde birlestirilerek karisim elde edildikten
sonra, 2 esit ana gruba ayrilarak 6rnekler olusturulmustur. Bir kisim, tris-sitrik asit-glikoz (TCG)
solisyonunda (1:5) oraninda seyreltilmis ve iki kez 600 x g'de 10 dakika boyunca santrifij

edilerek yikanmuis, diger kisim yikanmadan tutulmustur.

Yikadiktan sonra siipernatan dikkatlice c¢ikarilmig ve elde edilen tortu dort esit parcaya
boliinmistiir. Yikanmamis sperma ise iki esit par¢aya boliinmiistiir. Yikanmis ve yikanmamis
sperma, muamelelere gore farkli konsantrasyonlarda BHT takviyesi ile desteklenmis farkli TCG
(%5 gliserol ve %15 yumurta sarisi) birinde yeniden siispanse edilmistir: 1) yikanmig sperma; 2)
yikanmig sperma + 0,6 mM BHT; 3) yikanmis sperma + 2,0 mM BHT; 4) yikanmis sperma + 5,0
mM BHT; 5) yikanmamis sperma ve 6) yikanmamis sperma + 5,0 mM BHT. Sulandirilan sperma
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6 farkli 0,25 ml’lik payetlere cekildikten sonra, +4°C’de 2 saat ekilibrasyona birakilmistir.
Ekilibrasyondan sonra payetler sivi azot seviyesinin 4 cm (zerinde sivi azot buharinda 15
dakikada dondurulmus ve sivi azota daldirilarak saklanmistir. Dondurma islemi toplamda 20 kez
tekrarlanmistir. Alinan spermanin elde edilen karisik ejakulat miktari (ml) ve sperm yogunlugu
(x10%ml) degerlendirilirken dondurma-¢ozdiirme sonrasi toplam, progresif, lokal spermatozoa
motilitesi (%) ve 6l spermatozoa (%) parametreleri Bilgisayar Destekli Sperma Analizi (CASA)

ile belirlenmistir.

Sperma miktar1 en ylksek miktar 2,5 ml, en diisiik miktar 1,0 ml ve ortalama 1,75+0,39 ml
olarak kaydedilmistir. Spermanin yogunlugu ortalama 2,320x10%ml olarak tespit edilmistir.
Cozindirme sonrast TCGYG sulandiricisina toplam ve progresif motilitesi bakimindan, BHT
antioksidan hem yikanmis sperma hem de yikanmamig sperma muamelesinde kontrol grubundan
farkinin 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Yikanmis sperma muamelesinde yalnizca 2,0
mM BHT gruplar arasinda en yiksek toplam ve progresif motilite orani sirasiyla; % 71,65 ve %
42,44 ile kaydedilirken en diisiik oran kontrol grubunda bulunmustur. Ayrica, yikanmis sperma
grubunun yikanmamis sperma grubundan farkinin 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). BHT
ilavesinin yikanmis sperma grubunda yikanmamis sperma grubundan énemli bir 6lglide (P<0,05)

daha etkili oldugu belirlenmistir.

Ancak BHT antioksidan ilavesinin, TCGYG sulandiricist ile sulandirilan deneme grubunda
lokal spermatozoa motilitesi bakimindan farkinin hem yikanmig sperma hem de yikanmamig
sperma muamelesinde kontrol grubundan istatistik bakimindan énemli degildir (P>0,05). Lokal
motilite bakimindan yikanmis ve yikanmamis sperma gruplari arasindaki fark Onemli
bulunmamistir (P>0.05). Diger taraftan TCGYG sulandiricisinda, 6l spermatozoa orani
bakimindan, BHT antioksidan ilavesinin hem yikanmig sperma hem de yikanmamis sperma
muamelesinde, kontrol grubuna gore fark 6nemli oldugu belirlenmistir (P<0,05). Yikanmis
sperma grubunda 2,0 mM BHT gruplar arasinda en diisiik deger olarak % 28,34 ile
kaydedilirken genelde en ylksek deger kontrol grubunda bulunmustur. Ayrica, 610 spermatozoa
orani bakimindan yikanmig sperma grubunun yikanmamis sperma grubundan farkinin 6nemli
oldugu belirlenmistir (P<0,05). Buna g6re BHT ilavesinin yikanmis sperma grubunda

yikanmamig sperma grubuna gore daha etkili oldugu belirlenmistir.



Sonug olarak, Saanen tekelerde BHT 6nemli bir 6l¢tide hem sperm motilite oranin1 hem de
sperm canliligimi artirmistir. Bu sonugla Saanen teke spermasinin dondurulmasi igin 0,6 ile 2,0
mM/mL arasinda degisen BHT konsantrasyonunun optimum olabilecegini goéstermektedir.
CoOzundiurme sonrasi yikanmis spermada hem en yiiksek motilite oran1 hem de en disiik 6li
spermatozoa orani TCGYG sulandiricisina 2 mM BHT ilavesi iceren grupta kaydedilmistir.
Bunun sonucu olarak, toz yumurta sarisi bazli ortamda kriyoprezerve edilmis yikanmis ve
yikanmamis spermlerin kalite parametrelerinin ¢ogunu iyilestirmek i¢in 2.0 mM konsantrasyonda
BHT ilavesi onerilmistir. Ayrica, bu ¢alismada hem en yiiksek motilite oran1 hem de en diistik 6l
spermatozoa orant yikanmig sperma grubunda kaydedilmistir. Bununla birlikte,
kriyoprezervasyon oncesi spermanin ilk santrifujlenmesiyle yikanmasi ve spermin dondurularak

saklanmasinda canlilik oraninin iyilestirilmesi onerilmistir.

Anahtar Sozcukler: Teke, sperma, yikama, kriyoprezervasyon, BHT.
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ABSTRACT

EFFECT OF BUTYLATED HYDROXYTOLUENE CONCENTRATION ON
SAANEN BUCK SPERM FREEZABILITY

SEIOUDY, Ahmed Fathy Hassan

Ph.D in Department of Animal Science
Supervisor: Prof. Dr. Nedim KOSUM
June 2023, 86 pages

The main objective of this study was to define the effect of cryopreservation with different
concentrations of butyl hydroxytoluene (BHT) at 0.6 mM, 2.0 mM, and 5.0 mM in Tris-citric
acid-glucose egg yolk glycerol (TCGYG) based extender on semen quality of Saanen buck. Also,
the effect of washed and unwashed sperm by centrifugation before cryopreservation was
examined. Therefore, an optimal concentration of BHT could be found to develop a successful
cryopreservation of buck sperm. The study was carried out at Ege University, Faculty of
Agriculture, Department of Animal Science, Small Animals Unit. A total number of 4 Saanen
bucks with 1-2 years old and 50-60 kg body weight were used in this study. Semen was collected
twice a week during the mating season (November-January) using an artificial vagina in the
presence of a female goat. The collected semen was mixed in test tubes and the mixture was
divided into two equal main groups. One portion was diluted in tris-citric acid-glucose (TCG)
solution (1:5) and washed twice by centrifugation at 600 x g for 10 minutes, while the other
portion was kept unwashed.

The supernatant was carefully removed after washing and the residue was divided into four
equal parts, while the unwashed semen was divided into two equal parts. Afterwards, washed and
unwashed semen were re-suspended in one of the different TCG-based media with 5% glycerol
and 15% powdered egg yolk supplemented or not with different concentrations of BHT according
to the treatments: 1) washed semen; 2) washed semen + 0.6 mM BHT; 3) washed semen + 2.0
mM BHT; 4) washed semen + 5.0 mM BHT; 5) unwashed semen and 6) unwashed semen + 5.0

mM BHT. Following supplementation or not with BHT, semen treatments were packed into 6
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different 0.25 ml straws then were left to equilibrate at +4°C for 2 hours. After equilibration, the
straws were kept in liquid nitrogen vapor at 4 cm above the liquid nitrogen level for 15 minutes
and frozen by storing them in liquid nitrogen. The total number of the freezing process was
repeated 20 times. The amount of mixed ejaculate (ml) and spermatozoa concentration (x10%/ml)
obtained by mixing the collected semen were recorded, while the evaluation of total, progressive,
local sperm motility (%) and dead spermatozoa (%) was determined by Computer Assisted
Semen Analysis (CASA).

The obtained results showed that the maximum amount of semen was 2.5 ml; the minimum
amount was 1.0 ml, and the average was 1.75 ml. The average of sperm concentration was
2,320x10%ml. In terms of total and progressive sperm motility in TCGYG extender after
thawing, BHT groups were significantly (P<0.05) different than the control group in both washed
and unwashed semen treatments. The highest percentages of total and progressive sperm motility
were recorded with 2.0 mM of BHT with an average of 71.65 and 42.44 %, respectively in
washed semen, while the lowest percentages were recorded in the control group. Moreover, the
difference between the washed and unwashed semen was significant (P<0.05). The washed
semen was significantly (P<0.05) higher in the percentages of total and progressive sperm

motility compared to unwashed semen.

In the term of local sperm motility in TCGYG extender, there was no significant (P>0.05)
difference between the control group and BHT groups in both washed and unwashed semen. The
difference between the washed and unwashed semen was also insignificant (P>0.05). On the
other hand, the percentage of dead spermatozoa in TCGYG extender, was significantly (P<0.05)
different in BHT groups than the control group in both washed and unwashed semen. The lowest
percentage of dead spermatozoa was recorded with 2.0 mM of BHT with an average of 28.34 %
in washed semen, while the highest percentage was recorded in the control group. Moreover, the
difference between the washed and unwashed semen was significant (P<0.05). The washed
semen was significantly (P<0.05) lower in the percentage of dead spermatozoa compared to

unwashed semen.

In conclusion, BHT increased significantly (P<0.05) both sperm motility and viability in

Saanen bucks. This study showed that BHT concentration ranging from 0.6 to 2.0 mM/mL could
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be the optimum concentration for freezing semen of Saanen buck. The highest percentages of
sperm motility and viability were recorded after thawing of washed semen in TCGYG extender
containing 2 mM of BHT. Consequently, the addition of BHT with a concentration of 2.0 mM
could be recommended as an optimum concentration to improve many parameters of washed and
unwashed sperm cryopreserved in an egg yolk-based medium. Also, the highest sperm motility
and viability were recorded in washed semen compared to unwashed semen in this study.
Therefore, it could be recommended to make sperm washing before cryopreservation by initial

centrifugation of the semen to improve sperm cryosurvival.

Keywords: Buck, semen, washing, cryopreservation, BHT.
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ONSOz

Tarim Tiirkiye’nin ekonomik ve sosyal gelismesinde ¢ok dnemli gorevler iistlenmis ve bu
gorevini giiniimiize kadar siirdiirmiistiir. Tarimin 6nemli bir pargasi olan hayvancilik ekonomide
vazgecilmez bir sektordir ¢linkl Glke nifusunun beslenmesi, saglamasi, milli gelire ve istihdama
katki saglamasi, sanayi sektoriiniin hammadde ihtiyacin1 kargilamasi, sanayiye sermaye
aktarmasi, ve ihracata dogrudan ve dolayli katkida bulunmaktadir. Tiirkiye gibi gelisme
yolundaki iilkelerde ise tarimin 6nemi bir kat daha fazladir. Tarim olusturan bitkisel Uretim ve
hayvancilik sadece sektorii degil, iirettigi temel {riinler nedeniyle tiim iilkeyi dogrudan
etkilemektedir. Bugiin Tirkiye'nin 80 milyonu asan niifusunun beslenme ihtiyacini karsilayarak
nesillerin devam etmesini saglamasi nedeniyle ¢ok 6nemli bir konumdadir. Diger yandan iilke

ekonomisine ve istihdama da biiyiik katki saglamaktadir.

Tiirkiye'de keci popiilasyonunun ¢esitli nedenlerle yillar i¢cinde azalmasina ragmen bir¢ok
bolgemizde kegi genotipinin popiilasyon i¢indeki agirligi sabit bir durumdur. Tirkiye'nin tim
bolgelerinde yetistirilen kegiler, hele orman kenarlarinda ve ylksek kdylerinde ekonomik
seviyesi diisiik ¢iftliklerin temel besin ve ge¢im kaynagidir. Ankara, Malta, Kilis ve Saanen gibi
sut kegisi rklar, kegi popiilasyonunun kiiciik bir boliimiinii olusturmaktadir. Ulke hayvancilik
potansiyelinde 6nemli sit, et, ve kil gibi iriinler bakimindan iyilestirmeye ihtiyaci vardir. Kegi
uretiminin artirilmasi, ¢evre kosullarinin iyilestirilmesi ve kegi irklarinin genotiplerinin
gelistirilmesi ile mUmkindlr ve 1slah arastirmalarinda suni tohumlama en 6nemli aragtir.
Kegilerde suni tohumlamada basariy1 artirmak ve dogurganligi saglamak igin teke sperminin

dondurulmasi ve ¢ozilmesinde yeni yontemler gelistirmeye yonelik ¢alismalar yapilmaktadir.

Bu calismanin amaci, Saanen teke sperminin dondurulmasinda kullanilan TCGYG
sulandiricina katilan BHT antioksidanin ¢OzUndiirme sonrasi spermatolojik parametrelere

etkisinin belirlenmesi ¢alismalarina yonelik olmustur.

[ZMIR
19/06/2023 Ahmed Fathy Hassan SEIOUDY
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1. GIRIS

Kegiler ¢ok dayanikli hayvanlar olup, sicaklik, nem, koétli bakim ve besleme gibi zorlu
cevre kosullarina kolay saglayabilmektedir (Gall, 1981). Daha az girdi, kolay yoOnetim,
uygulanabilirlik ve hepsinden 6nemlisi, en az yem mevcudiyeti ile hayatta kalma ve Uretme
yetenegi, onlar1 diinyanin tropikal ve subtropikal bolgelerinde tercih edilen hayvanlar haline
getirmektedir. Bu nedenle, belki de diinyadaki toplam keci populasyonunun %60't Asya'da,
ozellikle gelismekte olan iilkelerde yetistirilmektedir (FAO, 2007). Bu sekilde kegiler, diistik
gelirli insanlarin  sosyo-ekonomik standartlarinin  yiikseltilmesinde o6nemli bir rol

oynamaktadir.

Yardimci iireme teknolojileri laboratuvarlarinda yaygin ve dnemli bir prosediir olarak
sperm Kriyoprezervasyonu, yardimci ireme teknikleri alaninda Onemli bir segenek
sunmaktadir (O’Connell et al., 2002). Ureme icin dondurulmus/¢oziilmiis spermanim bilyiik
pratik faydalar1 olmasina ragmen, sogutma, dondurma ve ¢ézmeyi igeren kriyoprezervasyon
isleminin sperm fonksiyonlarinda énemli zararli degisikliklere neden oldugu yaygin olarak
bildirilmektedir (Colas et al., 2009; Raheja et al., 2018). Sogutma, dondurma, ¢6zme veya bir
sulandiriciya kriyoprotektan ilavesi, sperm kriyoprezervasyon bagarisini etkilemektedir

(Salamon and Maxwell, 2000).

Yukarida sayilan islemler, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu ve spermde termal
sokun bir sonucu olarak sperm hiicre zarinda oksidatif hasara neden olmaktadir (Raheja et al.,
2018). Bu yapay tohumlama igin hazirlanan payetlerde sperm hiicrelerinin canli kalmasi ve
dolleme kapasitesini azalmaktadir (Maxwell and Watson, 1996). Sperma dondurma ve ¢ozme
isleminin sadece membran lipit kompozisyonunda, akrozom durumunda, sperm
hareketliliginde ve canliliginda olumsuz degisikliklere neden olmadigi, ayn1 zamanda sperm
hlcrelerinin DNA hasarinda bir artisa neden oldugu iyi bilinmektedir (Thomson et al., 2009;
Zribi et al., 2010).

Dondurulmus spermanin Kalitesi, oksijensiz oosit radikallerinden etkilenmektedir
(Agarwal et al., 2003). Bu radikaller, sperm kalitesini ve oosit déllenme kapasitesini
azalmaktadir (Mammoto et al., 1996). Sperm DNA's1 ve erkek proniikleus gelisimi iizerinde

zararhi Ozelliklere sahiptir (Aitken et al., 1993). Ayrica bu radikaller, esas olarak lipit



peroksidasyonu nedeniyle spermin motilitesini, akrozom reaksiyonunu ve kapasitasyonunu
inhibe etmektedir (Aitken, 1995).

Aslinda, bir ejakulattaki spermlerin yaklasik %50'si donma ve ¢oziilme siirecini takiben
hayatta kalmaktadir (Bailey et al., 2008). Kriyo-hasar ozmotik stres, soguk soku, hiicre i¢i buz
kristali olusumu, asirt ROS iiretimi (Chatterjee and Gagnon 2001), antioksidan savunma
sistemlerinde bir degisiklik (Bilodeau et al., 2000) ve bu kosullarin birkagi veya hepsinin
kombinasyonlari ile iliskili olabilmektedir. Kriyoprezervasyon sirasinda, ozmotik stres, suyun
ve ¢Ozlinenlerin sperm plazma zar1 boyunca hareketinden kaynaklanan hiicre hacmindeki
degisiklikler tarafindan indiiklenir ve ROS olusumunu saglar (Ball, 2008). Ayrica soguk soku,
oksidatif stres ve ROS iretimi ile iligkilidir (Gadea et al., 2011). Hidrojen peroksit gibi
ROS'larin fizyolojik miktarlarda iiretilmesi, sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve
zona pellusidaya baglanma sirasindaki sperm fonksiyonlarinda ciddi bir rol oynamaktadir
(Agarwal et al., 2006).

Sulandiricilara antioksidan bilesiklerin eklenmesi, ROS olusumunu ve etkilerini
azaltmak icin sperm kriyopreservasyonu protokollerinde ylksek bir yonelik olarak haline
gelmistir.  Antioksidanlar, oksidatif stresi azaltarak donmus sperma ozelliklerini
iyilestirmektedir (Bucak et al., 2008). Sperma dondurma sperma antioksidanlarini azaltir ve
spermatozoa oksidatif hasara yatkin hale gelir. Sperma seyrelticilerinde antioksidanlarin
eklenmesi, dondurma sirasinda sperm durumu korumaktadir. Kullanilan farkli antioksidan
bilesikler arasinda, bir fenolik organik antioksidan olan batil hidroksitolien (BHT), kog
(Farshad et al., 2010), boga (Patel et al., 2015), teke (Alcay et al., 2016; Dewry et al., 2020)
ve manda bogas1 (Wadood et al., 2016) gibi ¢esitli tiirler igin sperm hiicre zarimi1 koruyarak
dondurma sirasinda sperm kriyo-hasarint 6nemli dl¢lide azaltan, sperma korunmasina yonelik

olarak farkli konsantrasyonlarda test edilmistir.

Bdtil hidroksitolien (BHT), E vitamininin enzimatik olmayan, sentetik bir analogudur.
BHT, sperm hcrelerinin lipit ¢ift tabakasinin ve membraninin otooksidasyonunu durdurmak
icin kullanilan organik ¢oziiniir bir molekiildiir (Hammerstedt et al., 1978). BHT'nin gesitli
islevleri vardir, bunlar arasinda; antioksidan koruyucu, antiviral ve antimikrobiyal ajandir.
Kimyasal olarak fenolden tiiretilen lipofilik bir organik bilesik olan BHT cesitli sekillerde
kullanilmistir. Ornegin, gida katki maddeleri, ev, endiistriyel, kozmetik Grunleri, tibbi ve

veterinerlik arastirmalarinda kullanilmistir (Baluja et al., 2014). Doymamis yag asidi



sonuglarinin uzun siireli depolanmasi, BHT'min eklenmesiyle Onlenebilen acilagma ile

sonuclanabilir (Thangamani et al., 2018).

Ureme acisindan BHT, spermi soguk sokundan korumak icin sperm zarlarma sizma
yetenegine sahiptir (Anderson et al., 1994). Spermatozoa, ROS icin yiksek hedefler
oldugundan, serbest radikallerin temizlenmesindeki rolii nedeniyle BHT'nin eklenmesi faydali
olabilmektedir (Killian et al., 1989). Cesitli sperma sulandiricilarin takviye olarak,
kullanilmas1 biyolojik zarlarda lipit peroksidasyonunu engellemeye yardimci olur ve bu
durum sperm kalitesini artirmaktadir (Alcay et al., 2016). BHT bir antiviral ajan gorevi gorur,
bu nedenle yapay tohumlama sirasinda viral hastaliklarin hayvanlara bulagma riskini azaltir
(Thangamani et al., 2018). Anderson et al. (1994), BHT'nin muhafaza sirasinda spermin
akiskanligini artirarak sperm canlili@ini iyilestirdigini ve dolayisiyla spermi soguk sokuna
daha az duyarli hale getirdigini bildirmistir. Sulandirilmis spermaya BHT eklenmesi
motiliteyi iyilestirmis ve spermleri soguk kaynakli soktan korumustur (Hammersted and
Graham, 1992). Korunmus spermaya sirasiyla hindi, manda ve kopeklerde BHT
eklenmesinden sonra sperm kalite parametrelerinde iyilesme rapor edilmistir (Memon et al.,
2011).

BHT'nin lipofilik o6zellikleri, sperm sitoplazmasimin kolayca ¢Oziinmesini saglar,
bdylece intrasitoplazmik akiskanligr artirir ve ardindan da lipofilik etkilerini sperm hicresinin
icinden ve digindan gosterir (Hammerstedt et al., 1978). BHT, sperm hiicreleri tzerinde ¢ift
etkili koruma gerceklestirebilmektedir. Bu, sperm membraninin ROS tarafindan tahrip
edilmesini engelleyerek, lipit radikaline bir hidrojen molekill vermek suretiyle
otooksidasyon zincir reaksiyonuna mudahale eder ve boylece stabil bir iiriin tiretmis olur
(Papas, 1993). Ayn1 zamanda, BHT, ROS ile reaksiyona girer ve onu hidroperoksitlere
dontistirmektedir (Merino et al., 2015). Nitekim hindilerde, dondurulmadan uygun kosullarda
saklanan spermaya BHT eklenmesinin, 48 saatlik depolamadan sonra sperm canliligini,

hareketliligini ve membran biitiinliigiini iyilestirdigi bildirilmistir (Uysal and Bucak, 2007).

BHT'nin boga sperm hicreleri Uzerindeki koruyucu etkileri degerlendirilmistir
(Asadpour et al., 2012). Patel et al. (2015), dondurma ortamma BHT eklenmesinin boga
spermasinin ¢oziilme sonrast kalitesi tlizerinde olumlu etkileri oldugunu bildirmistir. Daha
diisiik konsantrasyonlarda BHT takviyesi Malondialdehit konsantrasyonlarni azaltarak

donmus ¢oziilmiis boga sperm kalitesinin iyilesmesine neden olmus ve onlart DNA hasarina



karst korumustur (Khumran et al., 2015). Farshad et al. (2011), kriyoprezervasyon sirasinda
ko¢ sperminin optimum korunmasi i¢in gereken optimal BHT konsantrasyonunun 2-3 mM

BHT oldugunu gostermistir.

Sperma muhafazasi i¢in gereken optimal BHT konsantrasyonu, hayvan tiirlerine gore
0,05-2,0 mM arasinda degisebilmektedir (Bamba and Cran, 1992). Daha yiksek BHT
konsantrasyonlarmin dondurulmus ¢oézilmiis sperm &zelliklerini olumsuz yonde etkiledigi
kesindir, ancak mekanizmasi belirsizligini korumaktadir (Farshad et al., 2010). Mandalarda
0,5 ve 2,0 mM/mL'lik BHT konsantrasyonlari, sulandiricilara ve dondurma asamasina bagh
olarak sperma muhafazasi icin en iyi koruyucu dozlardir (Mostafa et al., 2019; Nain et al.,
2023). BHT'nin bir antioksidan olarak kullaniminin donmus spermanin kalitesini iyilestirdigi
bildirilmistir (Lalramdintluanga, 2012), ancak antioksidanin etkisi konsantrasyonuna baglidir

(Priyadharsini et al., 2011).

Antioksidanlar daha yiiksek seviyelerde kullanildiginda bazi hayati metabolik
fonksiyonlar bozulabilmektedir. Bu nedenle ¢alismamiz, Tris-sitrik asit-glikoz yumurta sarisi
gliserol (TCGYG) bazli sulandiricida biitil hidroksitoluen'in (0,6 mM, 2,0 mM ve 5,0 mM)
farkli konsantrasyonlarinin Saanen teke sperminin kriyoprezervasyonunun gesitli sperma
parametreleri tizerindeki etkilerini degerlendirmeyi amaglamistir. Ayrica, kriyoprezervasyon
oncesinde santrifiijleme yoluyla yikanmis ve yikanmamis sperm etkisi incelenmistir. Boylece
Saanen tekelerde basarili bir sperm kriyoprezervasyonu yontemi gelistirilmesinde optimal bir

konsantrasyonun bulunmasina ¢alisilmustir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Hayvanciligin temeli, insanlarin bagka tiirli kullanamayacaklar1 olanaklarin, insan
beslenmesi icin 6nemli rol oynayan hayvansal proteine doniistiiriilmesidir. Kegiler bu sekilde en
belirgin tiirlerden biridir. Bunun nedeni, kegilerin diger birgok evcillestirilmis tiiriin hayvansal
tiriinlere doniistiirmedigi veya doniistiremedigi yiyecekleri yemesidir. Bu baglamda keciye ¢cogu

~

ulkede "fakirin inegi" denmektedir (Sengonca ve Kosum, 2015).

Tiirkiye'deki keciler i¢cin genetik 1slah stratejilerinin arastirilmasi gerekmektedir. Kil kegi
yetistiriciliginde kil keg¢i sayisinin azaltilmasi, kil kegi yerine melez sut Kkegilerinin
yayginlastirilmasina yonelik tedbirlere hizla devam edilmelidir. Bu konularda yapilan
arastirmalar basarili olmustur. Keg¢i yetistiriciliginde reprodiiktif biiytime sorununun ¢dzilmesi
gerekmektedir. Burasi yogun bir yer. Saanen wrkinin siit genotipleri kegi yetistiriciliginde
damizlik gereksinimlerin kargilanmasi i¢in gereklidir. Bu durumda donmus keci spermi ile suni
tohumlamanin faydasi daha da yilkselmektedir. Yapay tohumlamanin yayginlasmasinda en

onemli faktor spermin dondurularak uzun bir siire korunmasidir (Kulaksiz, 2009).

Tekelerde donmus sperma ile tohumlamada hayvanlarin gebe kalma orani sigirlarin
tohumlanmasina goére daha disiiktiir. Bunun nedeni, kullanilan sulandiricilarin, spermin
dondurulmasi ve ddllenmesinin iyi gelismemis olmasidir. Optimum hareketlilik ve dogurganlhigi
saglamak icin teke sperminde kullanilan spermlerin yikanmasi, ¢oziilmesi ve dondurulmasi

yontemlerini gelistirmeye yonelik aragtirmalar devam etmektedir.

2.1 Saanen Kegi Irkimin Ozellikleri

2.1.1 Morfolojik ozellikler

Saanen kegileri renkleri beyazdan krema rengine degisen, kisa tiiyli hayvanlardir ve
genelde boynuz yoktur. Deri ince, esnek ve agik pembedir. Parlak, kisa ve yogun killara sahiptir.
Genellikle disilerin boyunlarinda tek veya ¢ift kipeler bulunmaktadir. Disiler ki¢ik bir bas

yapisina, iri ve parlak gozlere, ince ve hafif kivrik veya delinmis kulaklara sahiptir. Sabit bir



kemik yapisina sahiptir ve pozisyonu diizenlidir. Meme iyi gelismis koltuk meme olup, karin
altina ve arka bacaklara dogru uzanmaktadir. Tekeler iyi gelismis sakallara sahiptir. Kecilerde
canli agirlik 50 kg, tekelerde ise 65-70 kg'dir (Kaymakg1 ve Askin, 1997).

2.1.2 Performans ozellikleri

Saanen kecisi farkli iklim ve ¢evre kosullarina esnek bir sekilde uyum saglayabilmektedir.
Yiksek siit iiretimi bu 1rkin en énemli 6zelliklerinden biridir. Iyi bakim ve besleme kosullarinda
ortalama 280 giinliik sagim durumunda 750 kg ulasmaktadir. Iyi bakim kosullarinda siit Gretimi 1
tonu agsmaktadir (Kaymakg1 ve Askin, 1997; Yiik¢ii ve Bahsi, 2019).

Kegi sttlinun yag icerigi %3-4 arasindadir. Siit iiretimlerinin yani sira besinleri kullanma
yetenekleri de oldukca yiiksektir. Saanen kegileri hizli biiyiime gosterir ve eseysel olgunluga daha
erken ulagsmaktadir. Kegilerin dogurganlig: yiikksek oldugu i¢in genellikle ikiz veya {igliz dogurur
ve ortalama yavru sayisi 1,8 ile 1,9 arasinda degismektedir (Yiik¢ii ve Bahsi, 2019).

2.2. Tekelerde Ureme

2.2.1. Ureme organlar ve fonksiyonlari

Tekelerde Ureme organlar: 3 gruba ayrilmaktadir.

2.2.1.1 Primer tUreme organlari

Testisler: Saglikli bir ergin tekede her testis yaklagik 100-150 gram agirligindadir.
Ciftlesme doneminde testislerin ¢capt maksimuma ulagsmaktadir. Bu, ¢iftlesme mevsimi boyunca
artan sperm uretimi ile ilgilidir. Testislerin iki ana islevi vardir; Biri gametlerin (sperm) iiretimi,
ikinci ise tireme hormonlarmin Uretimidir. Testis tuplerinde sperm iiretimi gerceklesmektedir.
Ayrica androjenler interstisyel dokudaki Leydig hiicreleri tarafindan da tretilmektedir. Seminifer
tibdllerin  epitelinde bulunan sertoli hiicreleri, sperm gelisimi sirasinda bu hiicrelerin

beslenmesini ve gelismesini desteklemektedir (Herman ve ark. 1994).



Epididimis: Ug¢ ana boliimden olusmaktadir, bas (caput), gévde (corpus) ve kuyruk
(cauda). Epididimisin kanalinin uzunlugu tiirlere gore degisir, tekelerde 60 m’ye ulagmaktadir.
Epididimisin temel islevleri spermin depolanmasi, yogunlagsmasi, olgunlagsmasi ve ejakulsayon
sirasinda taginmasidir. Kuyruk kisminda 12-16 milyar sperm depolanmaktadir (Herman et al.
1994).

Vas deferens: Duktus deferensler, spermi kauda epididimisinden iiretraya tasiyan uzun
tiibiiler yapilardir. Kauda epididimisi terk ettikten sonra vas deferens epididimal basliktan kan,
lenf ve sinirlerle birlikte go¢ ederek spermatik kordon (funiculus spermaticus) olusturmaktadir.
Bu yap1 kasik kanalindan karin bosluguna gegmektedir. vezikulouretralisin (idrar kesesi) iki Ust
tarafindan baglayan duktus deferens giderek kalinlagir ve duktus deferens ampullasini
olusturmaktadir. Bu iki ampuliin c¢ap1 orijinal baloncuklardan ¢ok daha kiiciiktliir. Ancak
baloncuklara gore daha kalin bir duvar yapisina sahiptir. Her iki ampul de prostat bezinin altindan
gecer ve mesanenin bosaltim kanalina katilir (bu durumda kanala bosalma kanali denmektedir) ve

idrara bosalmaktadir (Herman et al. 1994).

2.2.1.2. Ek Greme bezleri

Tekelerde ek Ureme bezleri agsagidaki gibi siralanabilir:

Prostat: ufak ve yaygindir. Uretray1 ¢evreleyen prostat iki boliimden olusmaktadir. Bu iki
parcaya korpus prostat ve prostat parsi diffiiz denmektedir. Idrar yolu ve vajinanin asidik

ortamini notralize ederek alkali bir salg1 olusturmaktadir.

Vezikuler bezler: Vezikiler bezler (Glandulae vesiculares) eskiden tohumlarin
depolandig1 yer olarak biliniyordu. Bu yanlis anlagilmadan dolayr seminal tohum kesesi
denilmistir. Vezikiillerin yiiksek bir konsantrasyonda sitrik asit, potasyum ve birgok enzim
icerdigi bulunmustur. Flavin igeriginin yiiksek olmasi nedeniyle, gevis getiren hayvanlarda

diskisinin bilesimi yesil renklidir. igerigin pH'1 5,2 ile 6,2 degisik gostermektedir.

Cowper bezleri (Bulbouretral bezler): Uretranin pelvik bosluktan ¢iktiklar1 kisminda

bulunmaktadir. Ejakulasyon sirasinda spermin tasinmasinda rol oynamaktadir. Bu, giftlesmeden



once idrar1 temizlemekten sorumlu bezdir. Alkali igerikli (pH 7,5-8,2) berrak bir salgi
tretmektedir. Onceden hazirlik yapilmadan (1s1/sicaklik) yapay vajinalardan toplanan spermlerde
bol miktarda bulunmaktadir (Herman et al., 1994).

2.2.1.3. D1s genital organlar

Dis genital organlar, penis, skrotum ve prepisyumdan olusmaktadir. Penis, spermin disi
ureme organina salinmasiyla ilgilidir. Penisin ucunda yer alan glans, bosalma refleksinin
uyarilmasinda rol oynayan ana organdir. Prepisyum derisi, penisi koruyan deriden yapilmis bir
yapidir. Skrotum, testisleri igeren bir yapidir ve en dnemli islevi; testis sicakligini diizenleyerek,
spermatogenezin viicut sicaklifinin altinda sabit bir sicaklikta diizenli olarak gerceklesmesini

saglamaktir (Herman et al., 1994).

2.2.2. Tekelerde eseysel olgunluk (Pubertas)

Oglaklarda eseysel olgunluk; bu, spermin ftiretildigi, dolleme yetenegi kazandig1 ve eseysel
istek (libido) gosteren bir durumdur. Tekelerde olgunluk yasi, 1rk, sicaklik, beslenme ve 151k gibi
faktorlere gore degismektedir. Tekelerde puberte spermatogenezin baslangici olarak kabul edilse
de pratikte eseysel olgunluk ilk spermin ejakulatta gérinmesi olarak tanimlanmaktadir (Bilaspuri
and Singh, 1992).

2.2.3. Tekelerde eseysel davramislar

Yash olmayan tekelerde eseysel davranis yasi (asim, flehmen, siirtiinme davraniglari ve
koklama) irklara gore birka¢ ay (Avrupa irki) ve bir yil (Sam ve Ankara tekeleri) arasinda
degismektedir. Ozellikle ¢iftlesme mevsimde boynuzun tabaninda kecinin 6zel aromatik bezleri
harekete gecer ve bu da koku saliniminin artmasina neden olur. Libido veya cinsel istek, eseysel
olgunluktan dnce gelismeye baslar, eseysel olgunluk ile birlikte ortaya ¢ikar ve yasam boyunca
devam eder. Ancak yas ilerledikce yogunlugu azalir. Libido diizeyi bakim ve besleme ile

dogrudan iliskidir.



Eseysel istek genetik faktorlere bagli olmakla birlikte daha ¢ok testosteron hormonunun
sentezi ve salgilanmasi ile ilgilidir. Libido, flehmen veya koku refleksi ile kendini
gostermektedir. Genellikle kizgin bir disinin vajinasi veya idrarin1 kokladiktan sonra olmaktadir.
Tekelerde, eseysel davranis, testis boyutu ve sperm tiiretimi, giin uzunlugundaki mevsimsel
degisikliklerden etkilenmektedir (Walkden-Brown et al., 1994).

2.2.4. Ureme (ciftlesme) mevsimi

Teke, her mevsim Ureme faaliyeti gosterse de giin uzunluguna bagli olarak sperma miktar
ve Kkalitesinde degisiklikler gozlenmektedir. Normal doneminde 1s1k azaldiginda kandaki
testosteron, LH seviyeleri, testis agirligt ve dolayisiyla spermatolojik aktivite artmaktadir
(Muduuli et al. 1979; Kaymakgi, 2022). Mevsime bagli irklarin ¢iftlesme mevsimi genellikle
sonbahar ve kis basidir.

2.2.5. Spermatozoon Uretimi (spermatogenezis)

Spermatogenez siireci fetal yasamda baslamaktadir. Fetal yagamin erken donemlerinde,
seminifer tiibiillerin duvarindaki progenitor hiicrelerden spermatogonia adi verilen kdk hiicreler
gelismektedir. Gelisen spermatogonia, ergenlige kadar uykuda kalir, ardindan spermatozoa
uretmek icin bolinmektedir. Kok hiicresi spermatozoalari diploid sayida kromozom igerir (2n:60)

ve daha fazla sperm iiretmek amaciyla yetigkinlige kadar mitotik boliinmeye ugramaktadir.

Béliindiikten sonra yeni olusan spermatogonia kok hiicrelerden farklilagir ve son asamada
birincil spermatositlere farklilasmaktadir. Birincil spermatositler mayoz boliinmeyle, ikincil
spermatositlere ve bunlarin mayoz boéliinmesi ile de spermatidlere dontismektedir. Spermatitler,
spermiyogenez siirecinde bazi morfolojik degisikliklere ugrar ve spermatozoa haline gelir. Bu

stire¢ ortalama 22 guine kadar sirmektedir (Evans and Maxwell, 1987).

2.2.6. Sperma uretimi ve spermatolojik 6zellikler

Yapilan arastirmalara gore tekelerin giinliikk {rettigi sperm sayisi 2,76 ile 7,23 milyar
arasinda degismektedir. Bu fazlaligin nedeni; mevsimler veya tirler arasindaki farkliliklardir
(Walkden-Brown et al., 1994).
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Tekelerde sperma verimi ve kalitesinde mevsim, yas, irk ve bireysel ayrimlar gibi faktorler
rol oynamaktadir. Tekelerde sperma iiretimi yil boyunca sabit olmakla birlikte mevsim
farkliliklerden etkilenebilmektedir (Devendra and Burns, 1983). Yaz aylarinda sperma dretimi ve
sekstiel istek en diisiik ve bu zamanda giin uzunlugu gibi uyarici faktorlerle eslestirilebilmektedir.
Sperm motilitesi kisin daha diisiikken, sperma Uretimi ve sperm motilitesi sonbaharda daha
yiiksek ve yazin nispeten daha diisiiktiir. Giin uzunlugu azaldikga iireme verimliligi yaz sonu ve
sonbaharda en yuksek diizeyine ulagsmaktadir. Belirtilen donemlerde testosteron salgisi en tist
diizeye ulasmaktadir (Copland 1984; Hafez 1993).

Diger tiirlere gore tekelerde ejakulat miktar1 az olmakla birlikte sperma yogunlugu
yiiksektir. Spermanin kivami, sperm sayisina bagli olarak suludan yogun kivama kadar
degismektedir. Tekelerde spermanin rengi beyaz, krem veya agik saridir. Bazi arastirmacilar
koglarda spermanin 0,7-2,0 ml oldugunu belirtirken, bazilar1 0,5 ile 1,5 ml arasinda oldugunu
bildirmistir (Evans and Maxwell, 1987). Sperm yogunlugu 1,5 ile 5,0 milyar/ml arasindadir.
Sperm hareketliligi genellikle %75’dan daha yiiksektir. Teke spermi donmaya kogtan daha fazla
dayanabilir (Ak, 1996).

2.2.7. Tekelerde dolermenin hormonal mekanizmasi

Testis islevleri; sperma ve androjen iiretimi, hipofiz bezi tarafindan kontrol edilmektedir.
Hipotalamusun aktivitesi, ergenlik doneminde merkezi sinir sisteminin cevresel, psikolojik,
metabolik ve diger endojen faktorleri tarafindan uyarilmaktadir. Uyarilan hipotalamus, Gn-RH'yi
sentezler ve saliverir. Hipotalamik-hipofiz portalina damar yoluyla uygulanan Gn-RH,
adenohipofizin gonadotropik kompleks hormonlar Uretmesine ve salmasina neden olmaktadir.
Salgilanan gonadotropik hormonlardan biri olan FSH, seminifer tiibiiliin bazal kismin1 kaplayan
ve gonadlar1 destekleyen hiicrelerin Sertoli hiicrelerine doniligiimiinii saglar ve LH ile
spermatojenik aktiviteyi baglatmaktadir. FSH salgilanmasindaki artis, seminifer tiibiillerde
sentezlenen ve salgilanan bir "androjenik olmayan hormon" olan inhibin'in olumsuz etkisi ve

hipotalamus ile hipofiz bezi izerindeki etkileri ile dizenlenmektedir (Houp and Wolski, 1982).



11

FSH ile LH, Leydig hicrelerini etkileyerek testosteron Uretiminin, saliniminin artmasinda
ve spermatogonial dongiide yani sperm farklilasmasinda rol oynamaktadir. Testosteron salinimi,
hipofiz bezini ya da hipotalamusu olumsuz etkileyerek LH salinimini kontrol etmektedir
(Muduuli et al., 1979). Mevsim disinda giin uzunluguna bagli olarak gonadotropin salgis1 azalsa
da sperm ve androjen liretimi i¢in yeterli gonadotropin iiretimi saglanmaktadir. Ancak bu

donemde testis boyutu, sperm iiretimi ve dogurganlik azalmaktadir (Evans and Maxwell, 1987).

2.3. Teke Spermasimmin Kriyoprezervasyonu (Uzun Streli)

Dondurulmus spermin pratik uygulama i¢in yetersiz oldugunu bulan Smith and Polge
(1950) ve Barker (1957) tarafindan teke sperminin ilk kez dondurulmasindan bu yana birgok
aragtirmalar yapilmistir. Teke sperminin dondurulmasi hakkinda ilk giinlerde, esas olarak bogalar
icin gelistirilen sulandiricilar  kullanilarak  spermlerin  dondurulmasi i¢in  girisimlerde
bulunmustur. Ilk zamanlarda dollenme raporu ve tohumlama sonuglar1 yetersiz (%3-15), orta

(%20-48) ve guvenilebilir (%70) olarak saptanmustir.

Teke sperminin dondurulmasi, spermde biyokimyasal, yapisal ve fonksiyon olarak hasara
neden olmaktadir. Sonug olarak, hareketlilik ve canlilik kayb1 gézlenmektedir. Hareketlilik ve
canlilk kaybr dogurganligi etkilemektedir. Bu nedenle donmus sperma ile yapilan
tohumlamalarda gebelik orani taze sperma ile yapilanlara gore daha disiiktir. (Maxwell and
Watson, 1996; Purdy, 2006).

2.3.1 Teke spermasimin dondurulmasi i¢in uzaticilar ve kriyoprotektanlar

Dogal olarak normal kosullar altinda sperma uzun sure canli kalamayacagi i¢in ilave

maddelerin belli temel 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Buna gore sulandiricilar;

* Laktik asit olusumunun neden oldugu pH degisikliklerini dengelemek i¢in tampon gorevi

gbérmesi,

* Elektrolit dengesini ve ortamin optimal ozmotik basincini korumast,
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* Sperm i¢in besin ve enerji saglayan bir madde olmasi,

* Patolojik dahil zararli tiim mikroorganizmalarin biiyiimesini durdurmas,

* Hizl1 sogutma ve soguk sokuna karsi korumasi.

Bu temel faktorlerin disinda ¢oziiciiler ekonomik olmali ve normal kosullar altinda nispeten
kolay {iretilmeli ve c¢oziiciiyii olusturan maddeler siradan laboratuvarlardan veya kimya
otoritelerinden temin edilmelidir (Hafez, 1993). Spermin metabolik aktivitesi, hidrojen
iyonlarinin salinmasina yol agmaktadir. Serbest kalan bu iyonlar i¢in bir tasima mekanizmasinin
olmamasi, cozeltinin pH'inda bir azalmaya ve dolayisiyla hareketlilik ve iiretkenlikte bir
azalmaya yol agmaktadir. Bu nedenle sperma seyrelticilerde tampon ¢o6zeltilerin kullanilmasi

zorunludur (England, 1993).

Sperma genelde pH degisiklikleri ig¢in dar bir tolerans araligmna sahip oldugundan,
coziiciiler tamponlanmalidir. Sogutulmus spermde metabolik aktivite Onemli kaldigindan,
tamponlar 6zellikle spermin dondurmadan 6nceki sogutma asamalarinda 6nemlidir (Arthur et al.,
1996). Sperma sulandiricilarin ozmotik basinci, pH'1, izotonik veya izo-ozmotik olmali, seminal
ve kan plazmasi ve viicut sivilart gibi ndtre yakin veya hafif asidik olmalidir (Herman et al.,

1994).

Sitrat, tris, sitrik asit ve fosfat gibi tamponlar, ozmotik basinci ve hidrojen iyonu
konsantrasyonunu ayarlamak ic¢in ¢oziiclilerde siklikla kullanilmaktadir. Tris, en yaygin
olanlarindan biridir. Tris'in hiicreye giren potasyum alimini azalttigi ve dolayisiyla yiiksek
potasyum seviyelerinin sogutma sirasinda sperm tzerindeki olumsuz etkileri azalttigi da kabul
edilmektedir. Yagsiz siit trlinleri ayrica coziiciiler i¢in bir tampon gorevi gormektedir. Siit
sulandiricilarinda bulunan laktoz, sperm tarafindan onemli 6lgiide metabolize edilmemektedir.

Bununla birlikte, ¢oziiciilerde laktoz kullanildiginda tamponlama gerekli degildir (Arthur et al.,
1996).
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Bir¢ok hacim artirici ajana, spermin hayatta kalmasi icin ihtiya¢ duydugu enerjiyi saglayan
fruktoz veya glikoz gibi sekerler eklenmektedir. Sekerlerin mevcudiyeti tiirler arasinda degisir,
ancak sperm genellikle glikoz, fruktoz kullanir, mannoz ve arabinoz gibi monosakkaritler kolayca
temin edilebilmektedir (Arthur et al., 1996). Glikoz, hiicre zarlarina fruktozdan daha iyi niifuz
eder ve genellikle seyreltici olarak kullanilmaktadir. Glikoz gibi basit sekerlerin yoklugunda,

sperm hiicrelere zarar vermemek icin huicreler arasi fosfolipitleri kullanmaktadir (Klemn, 1993).

Dondurulmus spermde, metabolik aktivitenin gegici olarak kesilmesi nedeniyle enerji
temini nispeten dnemsizdir. Bunun nedeni, spermlerin dondurulmadan 6nce genellikle sadece
birkag saat aktif olmasidir. Bununla birlikte, sogutulmus spermada, sperm metabolizmasi birkag
giin boyunca yenilenme gerektirdiginden enerji temini daha 6nemli hale gelmektedir (Arthur et
al., 1996).

Spermi sogutmanin zararli etkilerinden korumanin en iyi yolu yumurta sarisi, siit veya
benzeri ylksek molekiiler agirlikli lipoproteinler, lesitinler, sefalinler ve proteinler gibi bilesikleri
yapilara eklemektedir. Yumurta sarist fosfolipid bir yapiya sahip ve koruyucu oldugu
sOylenmektedir. Sperm soguk sokundan alinmali ve sulandiriciya diizenli olarak eklenmelidir.
Gerekli konsantrasyon tiirlere gore degisir, ancak genellikle seyrelticiye %3-25 seviyelerinde

eklenmektedir.

Yumurta sarisinin soguk sokuna kars1 koruyucu etkileri tam olarak anlagilmasa da yumurta
saris1 2 0zel etkide rol oynayabilmektedir: Bu etkiler, hiicreleri soguk sokundan korur (direng
faktorii), kismen spermin hayatta kalmasini destekler (koruyucu faktor) (Pace and Graham, 1974;
Foulkes, 1977). Yumurta saris1 fosfolipitleri direng faktorleri olarak hareket eder ve lipoprotein
kompleksleri hem diren¢ hem de bakim faktorleri olarak hareket etmektedir (Bergeron and
Manjunath, 2006).

Spermi dondurmak i¢in antifriz olmalidir. Kriyoprotektanlar (soguk sokuna karsi koruma
saglayan maddeler) hiicrelerin sogumasi, donmasit ve ¢Oziilmesinin neden oldugu fiziksel,
kimyasal ve oksidatif stresin yani sira ortaya cikan 1s1 soku, ozmotik degisim, hiicre igi
kristallerin olusumunu azaltmak ve spermatolojiyi dogrudan etkilemek i¢in kullanilmaktadir

(Chen et al., 1993; Ball et al., 2001; Funahashia and Sao, 2005). Sperm dondurma icin intrinsik
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Ozelliklere sahip bir¢ok kriyoprotektan (gliserol, dimetil stilfoksit, glikol) denenmis, ancak en ¢ok
kullanilan1 ¢oziildiikten sonra en iyi koruyan gliserol oldugu saptanmistir. Seyreltme katilim
oranlart % 4 ile 7 arasinda degismektedir. 37°C'de tek adimda gliserol eklenmesi, diger ekleme
yontemlerine kiyasla en uygun sonuglari vermektedir. Gliserol, DMSO, 1,2-propandiol gibi
hiicreye niifuz eden kriyoprotektanlar sadece hiicresel su kaybini ve ¢oziinen madde hasarini
azaltmakla kalmaz, ayni zamanda buz kristallerinin olugsmamasi i¢in su tutarak donmanin

etkilerini de azaltmaktadir.

Teke spermi dondurmak igin seyreltme sivilarina gliserol eklenmesinin amaci, buz
kristallerinin olusumunu Onlemektir. Buz kristallerinin olusumunu tamamen o6nlemek igin
seyrelticilere %30'dan fazla gliserol eklenmelidir. Etilen glikol ve propilen glikol, teke spermine
gliserolden daha az koruyucudur. Bu nedenle, gliserol, seminal siviy1 dondurmak i¢in kullanilan

birincil kriyoprotektandir (Leboeuf et al., 2000; Purdy, 2006).

Teke sperminin dondurulmasi i¢in bir¢ok farkli hacim artirict denenmistir. En yaygin
olarak kullanilanlar, temel bilesenler olarak siit, yumurta saris1 veya ikisinin bir kombinasyonunu
iceren seyrelticilerdir. Ozel yumurta saris1 ve st spermi soguk sokundan korudugu igin tercih
edilmektedir (Memon et al. 1985). Sperma kalitesi ve fertilitesi géz oniine alindiginda, en etkili
ideal sperma sulandirict yoktur, ancak modifiye siit, sodyum sitrat glikoz yumurta sarisi, laktoz,
rafinoz yumurta sarisi, spermazol-sarisi IVT (Illini Degisken Sicaklik) — yumurta sarisi, teke
spermini dondurmak i¢in ¢aligilmistir. Coziilme sonrasi canlilik ve dogurganlik degerlendirmesi,
seyrelticiler arasinda 6nemli bir farkla sonuglanmamistir. En yaygin olarak kullanilan hacim
artirict maddeler, yagsiz siit-glikoz (Corteel, 1977) ve trisitrat-glikoz yumurta sarisidir (Salamon
and Ritar, 1982).

Teke spermi dondurulurken, yumurta saris1 ve ilave edilen siitiin sperm iizerinde zararli bir
etkisinin oldugu tespit edilmistir. S6z konusu etki; yumurta sarisindaki lesitinin, seminal
plazmadaki fosfolipaz A2 enzimi ve siitiin seyreltici bileseni ile ve ayrica SBUIII adi verilen
bulbourethral bazin bir protein fraksiyonu ile spermin donma ve donmadan hayatta kalmasini
onledigi rapor edilmistir. Akrozom reaksiyonuna ve hiicre kromatin ayrigmasma neden
olmaktadir (Pellicer et al., 1997). Gozlenen olumsuz etkileri ortadan kaldirmak i¢in spermin

yikama yoluyla plazmadan ayrilmasi gerektigi bildirilmistir (Leboeuf et al. 2000). Ancak bazi
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arastirmacilar, yikamanin vakit alict bir islem oldugunu, yikama sirasinda bazi faydali seminal
plazma bilesenlerinin kayboldugunu ve yikamadan c¢ozdiirdiikten sonra dondurmanin diger
uygulamalara kiyasla sperm kalitesinde bir fark olmadigini iddia etmektedir (Ritar and Salomon,
1983; Villemure et al., 2003).

2.3.2. Teke spermasinin dondurulmasinda basariyi etkileyen faktorler

Teke spermasmin dondurulmasini etkileyen ¢ok faktor vardir. Bunlar su sekilde

siralanabilir;

a) Sperm dondurma islemi sirasinda steril veya reprodiiktif erkeklerin kullanima,

b) Seminal plazma izolasyonu, yikama yontemi, yikama sirasinda kullanilan yikama

sollisyonunun bilesimi, yogunlugu, yikama,

¢) Dondurma sirasinda, ¢oziicliniin bilesimi ve yumurta sarisinin varligi,

d) Gliserin yeniden olusturma yontemi, ilavesi ve konsantrasyonu,

e) Suresi dondurmadan dnce dengeleme,

f) Saman veya pelet kullanarak mini (0.25 ml) veya orta (0.50 ml) dondurma yontemleri,

g) Donmus spermin ¢6ziilmesi (Leboeuf et al., 2000).

2.3.3. Teke spermasinin sulandirilmasi ve sulandirma oram

Sperm bir veya iki adimda sulandirilabilir. Bifazik seyreltmede sperm erkekten alindiktan
sonra kriyoprotektansiz sulandirici ile soliisyonun son hacminin yarisi karistirilir ve ardindan
5°C'de kriyoprotektanli sulandirict birinci hacme eklenmektedir. Cozelti hazirlama ve tohum

seyreltme kolaylig1 icin tek asamali seyreltme tercih edilmektedir (Evans and Maxwell, 1987).
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Optimum dollenme dozunu elde etmek i¢in sperm seyreltme hizi onemlidir. Seyreltme
islemi 1:1 ile 1:23 (sperm:seyreltici) oraninda gergeklestirilebilmektedir (Purdy, 2006). Bazi
arastirmacilar, ml basina 80x10° ile 500 x 10° sperm iceren drneklerden dondurma ve basarili
d6llenme oranlar1 bildirmislerdir (Ritar and Salomon, 1983; Ritar et al., 1990). Servikal
tohumlama i¢in kullanilan donmus spermin, tohumlama dozu basina yaklasik 200 x 10° milyon
hareketli sperm, serviks yoluyla intrauterin tohumlamada 60 x 10° milyon ve intrauterin
tohumlamada (laporoskop) 20 x 10° milyon hareketli sperm igerdigi soylenmektedir (Evans and
Maxwell, 1987).

2.3.4. Teke spermasini dondurma yontemleri

Sperma (1,5-4,0 saat) 4-5°C sicaklikta ekilibrasyondan sonra pelet seklinde dondurma
islemi yapilmaktadir. Standart sartlarda sperma iceren peletler sivi nitrojen buharinda sivi
nitrojenden 4-5 cm yukarida 7 ile 8 dakika yatay olarak tutulur ve bu siire sonunda sivi nitrojene
yerlestirilmektedir. Fransa'da pipetlerin 6nce sivi nitrojenin 16 cm iizerinde 2 dakika, ardindan 4
cm sivi nitrojen iizerinde 3 dakika tutulmasi tavsiye edilmektedir. Donma hizi, payetlerin sivi
nitrojen seviyesinden uzakligina ve payetlerin boyutuna bagl olarak degisebilmektedir (Evans
and Maxwell, 1987; Leboeuf et al., 2000).

Yontemde peletler kuru buz Uzerinde (-79°C'de) dondurulduktan sonra sivi nitrojene
aktarilmaktadir. -79°C'de dondurma hizi, pelet hacmine bagli olarak degisebilmektedir. Payet
veya peletteki sperm hacmi, pihtilagsma hizi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Ancak, donma ve
cozlilme sonrasinda canlilik etkilenmemistir. Pipetlerin dnceden sogutulmus bir 1zgara veya
delikli metal ylzeyinde dondurulmasinin, yalnizca 2 noktali temas saglayan bir yontemden daha

etkili sonuclar gosterdigi soylenmektedir.

Bu durumda ¢ok noktali temasi saglayan rafin ani donmay1 Onleyerek veya azaltarak
sicaklik dalgalanmalarini dnlemesinden kaynaklandigi sdylenmektedir (Ritar et al., 1990). Pelet
yonteminin payetten daha iyi olmasina ve payet yonteminin daha fazla vakit gerektirmesine
ragmen, ¢oziilme sonrasi kapasite ve dogurganlik diizeyi goz oniine alindiginda, payet dondurma

tercih edilen yontemdir (Corteel, 1981).
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2.3.5. Teke spermasinin ¢6zdUrilmesi

Cozuldikten sonra en etkili verimi elde etmek igin farkli ¢oziilme siireleri ve sicakliklar
onerilmektedir. Dondurulmus spermin payet formunda 37°C'de 30 saniye c¢ozllmesi kabul
edilebilir dogurganlik bulgulari vermistir (Salamon and Ritar, 1982). Deka and Rao (1987)
yaptiklar1 arastirmada en etkili sonuglar1 37°C'de 30 saniyede elde etmislerdir. Tuli et al. (1991),
Boer tekeleri ile yaptig1 bir ¢alismada, payetin 70°C'de 7 saniye eritilmesinin, 37°C'de 2 dakika
ve 0°C'de 20 saniyeden daha iyi oldugunu bulmustur. Ancak saha kosullarinda suni tohumlama
icin 37°C'de 30 saniyede ¢ozdiirmenin daha uygun oldugu unutulmamalidir. Bu, ¢oziilen spermin

asir1 1sinmasini onlemektedir.

2.4. Ciftlik Hayvanlarinda Butil HidroksitollUen ve Spermatozoa Fonksiyonlari

Gunumuzde tum evcil hayvanlarda yapay tohumlama daha fazla 6nem kazanmaktadir.
Genetik olarak tstiin erkekler, yogun yapay tohumlama programlar1 yoluyla tiiriin genetik
potansiyelini gelistirmek icin kullanilabilir. Kegi yetistiriciliginde artan siit, kil ve et talebini
karsilamak i¢in biiyiik Olgekli yapay tohumlama programi sarttir. Yapay tohumlamanin
seleksiyon tepkisini optimize etmede ve Ustln tekelerin genlerini yaymada ¢ok faydali oldugu
kanitlanmis ve oOzellikle yogun iretim sistemlerinde kullamilmistir. Spermatozoa, ortam
sicakliklarinda lireme sistemi diginda yalnizca kisa bir hayatta kalma siiresine sahiptir; bununla
birlikte, blyuk 6lgekli bir yapay tohumlama programi i¢in spermatozoanin uzun siire korunmasi
arzu edilmektedir. Bu da kriyoprezervasyon tekniginin gelistirilmesi ve tanitilmasiyla saglanabilir
(Khalifa et al., 2008).

Yapay tohumlamanin basarisi, donmus spermanin kalitesine baghdir ve bu da sperm
dondurma i¢in kullanilan sulandiriciya baglidir. Gebe kalma orani, spermanin uygun sekilde
toplanmasina ve korunmasina bagli oldugundan (Leboeuf et al., 2000) ve kriyoprezervasyona
bagli lipid peroksidasyonundan etkilendiginden, ke¢i yapay tohumlamada basar1 sinirhidir (Bailey
et al., 2000; Khalifa et al., 2008; Raheja et al., 2018). Dondurulmus sperma ile yapay
tohumlamada dogurganligin azalmasina neden olan en O6nemli faktdrlerden biri dondurma ve

¢ozme islemleri sirasinda spermlerin oksidatif hasaridir.
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Tekelerde sperm hiicresi plazma zar1 6zellikle ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan
zengindir. Coklu doymamis yag asitlerinin bu baskinligi, reaktif oksijen tiirlerinin asir1 iiretimi
nedeniyle spermleri peroksidasyona Kkarsi olduk¢a duyarli hale getirmektedir (Raheja et al.,
2018). Hidrojen peroksit (H203), stiperoksit anyon (O2-) ve hidroksil radikali (OH-) dahil olmak
tizere reaktif oksijen tiirlerinin, metabolizma sirasinda canli hiicrelerde fizyolojik olarak iiretildigi

iyi bilinmektedir (Alvarez and Storey, 1992; Lasso et al., 1994).

Spermatozoa zayif antioksidanlara sahiptir ve kriyoprezervasyon islemi lipit
peroksidasyonuna duyarliligi artirmaktadir (Foote et al., 2002). Serbest radikallerin lipit
peroksidasyonunda rol aldigi, ayrica sperm motilitesinin azalmasia veya hiicre 6liimiine yol
acabilecek DNA ve sperm membran hasarlarinda rol oynadigi bilinmektedir (Uysal et al., 2007).
Ancak kriyoprezervasyonun boga spermi glutatyonunu ve siiperoksit dismutaz aktivitesini

azalttig1 bildirilmistir (Aitken, 1994; Bailey et al., 2000).

Hidrojen peroksit ve lipit peroksil radikalleri, plazma membranlarini serbest¢e gecme
yetenegine sahip, enzimatik aktiviteleri ve hiicresel fonksiyonlar1 inhibe eden, dolayisiyla
spermatozoanin antioksidan savunmasini azaltan Oldiiriicii oksijen tiirleridir (Aitken, 1994).
Spermanin dondurularak saklanmasinin, lipit peroksidasyonu nedeniyle spermatozoa i¢in zararl
olan reaktif oksijen tiirleri tirettigi (Watson, 2000) iyi bilinmektedir (Chatterjee and Gagnon,
2001). Spermadaki fazla miktarda reaktif oksijen tiiriniin sperm motilitesini durdurdugu, sperm-
yumurta flzyonunu engelledigi ve sperm DNA hasarina neden oldugu agik¢a gosterilmistir

(Kessopoulou et al., 1995).

Dondurularak saklanan spermanin kalitesi genellikle taze teke spermasindan daha diistiktiir
(Ritar and Salamon, 1983) ve taze boga spermiyle karsilastirildiginda esdeger dollenme oranina
ulagmak icin tohumlama dozunda sekiz kat daha fazla spermatozoa sayisi gerektirmektedir
(Shannon and Vishwanath, 1995). Onceki calismalarda Kriyoprezervasyon prosediriiniin
spermatozoanin morfoloji, biyokimyasinda kafa boyutunu kic¢lltme, membran yapisini ve lipit
kompozisyonunu degistirme gibi baz1 degisikliklere yol agabilecegi belirtilmistir (Gravance et al.,
1998).
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Alvarez and Storey (1992), ¢oziindiiriilmiis spermatozoanin kalitesinin reaktif oksijen
tarleri gibi oksidanlardan etkilendigini belirtmislerdir. Ayrica bu maddeler, solunum sirasinda
canli hiicrelerde fizyolojik olarak (Bamba and Cran, 1992), anormal veya 6li sperm ve hem
ejakulat hem de disi tireme sisteminin fagositik hiicreleri tarafindan tiretilmektedir (Killian et al.,
1989). Dondurma ve ¢ézme islemleri, reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi nedeniyle spermatozoaya
zarar verebilir ve bu da sperm zarinin lipit peroksidasyonuna yol agarak spermin hareketliligini,

canliligini ve dogurganligini kaybetmesine neden olabilir (Bucak et al., 2007).

Reaktif oksijen tirleri (ROS), sperm Kkalitesini diisiirmekte ve oositi dolleyemez hale
getirmektedir (Mammoto et al., 1996). Sperm DNA's1 ve erkek proniikleuslarinin déllenme
sonrasi gelisimi iizerinde zararli etkileri vardir (Aitken et al., 1993). Ayrica, ROS spermde
motilite, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunu engelledigi ve inhibitdr etkilere esas olarak
spermatozoal membranin lipit peroksidasyonu igin aracilik ettigi gosterilmistir (Aitken, 1995).
Kog¢ ve boga spermatozoasinin 6liimiinii takiben aromatik bir amino asit oksidazin aktivasyonu,
bu hayvanlarin spermasinda ROS’in iiretiminin ana kaynagi olarak tanimlanmigtir (Upreti et al.,

1998).

Spermada reaktif oksijen tiirlerinin {retimini engelleyen seminal plazmadaki dogal
antioksidanlar araciligiyla antioksidan kalitesini diisiirse de spermanin uzamasi nedeniyle donmus
spermanin fonksiyonel antioksidan seviyesi azalmaktadir. Bu durum, donmus sperma
teknolojisinde sulandiricilara ek antioksidanlarin dahil edilmesini gerektirmektedir. Bu nedenle,
dondurarak saklamada sperma sulandiriciya sentetik antioksidanlarin eklenmesi, genellikle
spermatozoon fosfolipitlerinin, 6zellikle coklu doymamis yag asitlerinin peroksidasyonunu inhibe

etmek i¢in uygulanmaktadir.

Antioksidanlar, bagimsiz radikaller sebebiyle oksidatif streslere karsi asil koruma
faktorlerden biridir (Silva et al., 2011). Antioksidanlardan iki tr vardir: enzimatik ve enzimatik
olmayan antioksidanlar (Kefer et al., 2009). Dogal antioksidanlar olarak da bilinen enzimatik
antioksidanlar arasinda glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit
dismutaz (SOD) ve katalaz (Alvarez and Storey, 1989) yer almaktadir. Bunlarin timdi, spermin

dogal antioksidan savunma sistemine katilmaktadir (Partyka et al., 2012).
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Sentetik antioksidanlar ya da enzimatik olmayan antioksidanlar arasinda iirat, E vitamini (a-
tokoferol), askorbik asit, karotenoidler, ubikinonlar, taurin ve hipotaurin, selenyum, c¢inko
bulunmaktadir (Therond et al., 1996). Bu nedenle, koruma surecine bir antioksidan dahil edilirse,
bu tiir antioksidan ajanlarin eklenmesinden sonra sperma kalitesinin artmasi beklenmektedir.
Vitamin, katalaz, taurin, hipotaurin dimetilsulfoksit, Nasetilsistein ve bitil hidroksitoluen gibi
antioksidan ajanlarin insan (Alvarez and Storey, 1992), boga (Bilodeau et al., 2001), aygir (Ball
et al., 2001) ve tavsan (Abd-El-Salaam, 2002) spermasinda bazi tartismali etkinlik ve basari

sonuglar1 ortaya ¢gikarmistir.

Memelilerde seminal plazma, sliperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi bir
dizi antioksidan bilesen ve C ve E vitaminleri, hipotaurin, taurin ve alblmin gibi serbest radikal
supdruculer icermektedir (Zini et al., 2002). Yapay tohumlamadaki ilerlemeyle birlikte, sperma
tek bir ejakiilattan maksimum sayida doz iiretecek sekilde seyreltilir, ancak bu uygulama
spermadaki dogal antioksidan bilesenlerin konsantrasyonunu azaltarak spermi daha savunmasiz
hale getirmektedir. Bu, sperm kriyoprezervasyon sirasinda hasara maruz kaldiginda durumu
kotiilestirmektedir. Bu nedenle, spermada normal antioksidan seviyelerini eski haline getirmek

zorunlu hale gelmektedir.

Sulandiriciya alfatokoferol gibi dogal antioksidanlarin dahil edilmesi, kriyoprezerve
edilmis boga sperminin metabolik aktivitesi ve hiicresel canlilig1 lizerinde koruyucu bir etkiye
sahiptir (Beconi et al., 1993). Vitamin E (a-tokoferol), hilcre zarinda bulunan ve membran
lipitlerindeki yag asidi yan zincirleri arasinda reaktif oksijen tiirlerinin olusturdugu kovalent
baglar1 kirabilen, oldukg¢a gii¢lii zincir kiric1 lipofilik bir antioksidandir (Jeong, 2009). A-
tokoferol, hem kriyoprezervasyonundan énce hem de sonra Ghezel irki koglarin ileri yonli

hareketliligini ve canliligini iyilestirmistir (AminiPour et al., 2013).

A-tokoferol, lipit radikallerini nétralize eden, E vitamininin en giiglii yagda ¢6ziinen
antioksidan bilesigidir. Bu nedenle, reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu etkilemeden, reaktif
oksijen tiirleri ve lipid peroksidasyonuna karsi ana membran koruyucu ajanlardan biridir (Jeong,
2009). A-tokoferol, hiicreleri hem in vivo hem de in vitro oksidatif hasardan koruyabilir (Wu et
al., 1990). A-tokoferoliin tavsan, at, sigir, yaban domuzu ve kog¢ gibi ¢esitli memelilerde sperma

kalitesini iyilestirmeyi amaglayan ilavesi tutarsiz sonuglara yol agmistir (Hatamoto et al., 2006).
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E vitamini, boga spermatozoasinin derin dondurulmasi sirasinda (O'Flaherty et al., 1997) ve
ayrica 19°C'de muhafaza edilen sivi domuz spermasinda (Cerolini et al., 2000) plazma zari
biitiinliigl tizerinde koruyucu bir etki gostermistir. Kalthur et al. (2011), kriyoprotektif ortama E
vitamini (5.0 mM) ilavesinin, ¢ozilme sonrasi sperm hareketliligini artirdigmm  ve
normozoospermik ve astenozoospermik ejakulatlarda sperm DNA biitiinliigiinii korudugunu ve
nihayetinde yardimei lireme teknolojisi dongiilerinde gebelik oraninin artmasina yol actigini

gostermistir.

Askari et al. (1994), E vitamininin hipo ozmotik sisme skorlarmi ve ¢oziilme sonrasi
motiliteyi hafif¢e iyilestirdigini gostermistir. Ayrica, 200 IM konsantrasyonda a-tokoferol
takviyesi, lipid peroksidasyonunu azaltarak ve DNA pargalanmasini azaltarak, apoptoz genlerinin
ekspresyonunu azaltarak spermi oksidatif strese karsi koruyabilir (Jeong, 2009). A-tokoferoliin
etkisi konsantrasyonuna gore degisebilir. Yiiksek konsantrasyonlarda bir antioksidandan ziyade

oksidasyon uyaricisi olarak hareket edebilir (Minaei, 2012).

E vitamininin sentetik bir analogu olan biitil hidroksitolien (BHT), peroksi radikallerini
hidroperoksitlere doniistiirerek oto-oksidasyon reaksiyonunu kontrol etmektedir. BHT, hem
hindide siv1 spermay1 korumak i¢in (Donoghue and Donoghue, 1997), hem de kogta (Watson and
Anderson, 1983), domuzda (Roca et al., 2004), bogalarda (Shoae and Zamiri, 2008) ve teke
spermatozoasi1 (Khalifa et al., 2008) soguk soku hasarini en aza indirmek i¢in basariyla test
edilmistir. Spermatozoa, donma ve ¢odziilmenin neden oldugu oksidatif stres nedeniyle lipit
peroksidasyonuna duyarli olan yiiksek konsantrasyonlarda c¢oklu doymamis yag asitleri
icermektedir. Ayrica, seminal plazmanin antioksidan sistemi ve spermatozoa, sperma isleme

sirasinda tehlikeye girmektedir (Alvarez and Storey, 1992).

Bu nedenle, eksojen antioksidanlarin dahil edilmesi, spermanin antioksidan sistemini
module edebilmektedir. Sperma sulandirictya BHT eklenmesinin ko¢ (Watson and Anderson,
1983), hindi (Donoghue and Donoghue, 1997), domuz (Roca et al., 2004), boga (Shoae and
Zamiri, 2008) ve teke (Khalifa et al.,, 2008; Dewry et al., 2020) spermatozoa Kkalitesini
iyilestirdigi bildirilmistir. BHT'nin kogta (Watson and Anderson, 1983), domuzda (Roca et al.,
2004), tekede (Khalifa et al., 2008), bogada (Shoae and Zamiri, 2008), mandada (ljaz et al., 2009)

ve kopekte (Neagu et al., 2010) donmus spermlerin korunmasinda faydali etkisinin yani sira, teke
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spermatozoalar1 lizerindeki aciklayici etkisi hala bir tartigma konusudur. Diger yandan bugiine

kadar Saanen tekelerinde herhangi bir literatiir mevcut degildir.

BHT'min koruyucu mekanizmasi igin iki mekanizma Onerilebilir; biri spermatozoal
membrana dahil olur ve zarin akiskanligini arttirarak onu korumaktadir. Alternatif olarak, lipit
peroksil radikallerini hidroperoksitlere doniistiirerek zarar verici aktivitesini 6nlemektedir
(Aitken and Clarkson, 1988). Sulandirici bilesenler ve antioksidanlar arasindaki etkilesim, bir
antioksidanin etkinligini degerlendirirken g6z oniinde bulundurulmasi gereken bir diger 6nemli
faktordur. Lipitte ¢6ziiniir olan daha fazla BHT'nin yumurta saris1 lipidleriyle iliskili kalmas1 ve
sperm plazma zarina niifuz edebilen diisilk konsantrasyonda serbest BHT molekiilii birakmasi

mumkindir (Killian et al., 1989).

Graham and Hammerstedt (1992), BHT analoglarinin ilave edilmesinin, yumurta sarisi
olmayan seyrelticilerde saklanan spermlerin hareketliligini, yumurta sarili seyrelticilerde
saklananlara kiyasla azalttigini bildirmistir. Bu, BHT veya analoglarinin spermatozoay1 kriyo-
hasardan korumada yumurta sarisi ile sinerjistik olarak etkilesime girdigini gostermektedir. Bu
gercek, optimal dondurularak teke spermasi saklanmasmin yumurta sarist bazli sperma
seyrelticilerde 5,0 mM BHT konsantrasyonunda ve yumurta sarisi igermeyen seyrelticilerde 0,3
mM BHT konsantrasyonunda saglandigini belirten Khalifa et al. (2008) tarafindan da
desteklenmektedir.

ljaz et al. (2009), daha ylksek BHT konsantrasyonunun (3,0 mM) spermatozoa kalitesini
diigiirdiigiinii bildirmistir. Daha yiiksek BHT konsantrasyonlarinin insan (Aitken and Clarkson,
1988), domuz (Roca et al., 2004), boga (Shoae and Zamiri, 2008) ve teke (Khalifa et al., 2008)
spermatozoasi i¢in toksik oldugu gosterildiginde de benzer sonuglar elde edilmistir. Fizyolojik
smirlar i¢cinde ROS iiretimi, hiperaktivasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi
spermlerin  fizyolojik fonksiyonlar1 ile iliskilidir (Aitken, 1995). Bununla birlikte,
antioksidanlarin daha yiiksek konsantrasyonlarda ilave edilmesi, ROS ile indlklenen oksidatif
strese karst koyabilir ve boylece spermatozoanin ROS ile iligkili fonksiyonlarini
engelleyebilmektedir (Roca et al., 2004). Ek olarak, daha yiiksek BHT konsantrasyonlari, plazma
zarmin akigkanligini istenen noktanin tizerine ¢ikarabilir ve spermleri akrozomal hasara daha
yatkin hale getirebilmektedir (Shoae and Zamiri, 2008).
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BHT konsantrasyonu, seyrelticilere dahil edilirken dikkate alinmasi gereken bir diger
onemli faktordiir. BHT'nin farkli konsantrasyonlar1 (0,5-3,0 mM) test edilmis ve boga spermine
1,0-2,0 mM BHT'nin eklenmesiyle optimal sonuglar elde edilmistir (Ijaz et al., 2009). Optimal
BHT konsantrasyonunun hayvan tiirlerine bagli oldugu goriilmektedir. Ornegin, optimal BHT
konsantrasyonu domuz spermasi igin 0,05-2,0 mM (Bamba and Cran, 1992) ve 0,2-1,6 mM
(Roca et al., 2004) ve bogalar i¢in 0,5-1,0 mM (Shoae and Zamiri, 2008) idi. ljaz et al. (2009)
tarafindan, boga spermasi i¢in Onerilen diisik BHT konsantrasyonu, bu calismada kullanilan

spermatozoa konsantrasyonuna (40 milyon/mL) atfedilebilir.

2.4.1. Butil hidroksitolien (BHT) ve teke spermatozoa fonksiyonlari

Dewry et al. (2015), 2,0 mM E vitamini igeren Tris sulandiricida, 0,0, 5,0 ve 7,0 mM E
vitamini icerene gore hem ekilibrasyondan sonra hem de dondurmadan sonra sperm motilitesi ve
canli sperm oranlarinin 6énemli 6lglide (P<0,01) yiiksek oldugunu bildirmistir. Ayrica, 5,0 ve 7,0
mM E vitamini dozlarinda kontrol grubundan daha diistikken, ekilibrasyondan sonra canli sperm
orani 50 mM E vitamini ve kontrol arasinda onemli o6l¢iide farklilik gostermemistir.
Lalramdintluanga (2012) tarafindan teke spermasinda da benzer sonuglar bildirilmistir.
Sulandiricidaki 3,5 ve 45 mM E vitamini ile teke spermasinda ¢oziilme sonrasi sperm

motilitesinde 6nemli bir gelisme de s0z konusudur (Saraswat et al., 2012).

Igbal et al. (2015), BHT inkliizyonlarinin sperm motilitesini olumsuz etkiledigini (P<0,05)
bildirmis ve maksimum sperm motilitesine 0,0 mM BHT ilavesi (kontrol grubu) ile ulagilmistir.
Bununla birlikte, ¢oziilme sonrasi progresif motilitedeki bu fark istatistiksel olarak Gnemli
degildir, ancak canlilik yaniti, 2,0 ve 5,0 mM BHT konsantrasyonu igeren spermlerin canliliginin

(%) kontrol grubu ile karsilastirildiginda sirasiyla; 59,00, 59,90 ve 54,40 oldugu belirlenmistir.

Kontrol grubuna gore Akeel et al. (2011), sperm motilitesi, membran biitiinliigii, akrozom
biitiinliigii ve canliligiin, muamele edilen tiim BHT gruplarinda (0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mM) 6nemli
6lglde (P<0,05) daha yiiksek oldugunu gostermis, ancak gruplar arasinda morfoloji 6zelliklerinde
onemli bir fark bulunmamustir (P>0,05). Sperma sulandiriciya 2,0 mM BHT eklenmesi, diger
gruplarla karsilastirildiginda, sperm &zelliklerinde genel bir gelisme gostermistir. Khalifa et al.

(2008), Damascus tekelerinin sperma sulandiricilarina artan konsantrasyonlarda (0,6, 2,0 ve 5,0
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mM) BHT eklenmesiyle saklanan spermlerin canlilik indekslerinin 6énemli 6l¢iide (P<0,01)
tyilestigini gostermistir. Canlilik indeksinin maksimum degerine (114,51+4,25) spermatozoanin 5
mM BHT'ye maruz birakilmasindan sonra ulasilmistir. Ayrica, seyrelticilere 0,3 veya 0,6 mM
BHT eklenmesiyle korunmus spermlerin canlilik indeksleri énemli 6l¢iide (P<0,01) artmustir.
Canlilik indeksinin ylksek degeri (106,17£2,41) spermanin 0,3 mM BHT ile muamelesinden
sonra elde edilmistir (Khalifa et al., 2008). Aksine, seyrelticilere depolama 6ncesi 5,0 veya 8,0
mM BHT ilavesi énemli 6l¢lide (P<0.01) korunmus spermatozoanin canlilik indekslerinde agik
bir azalmaya yol agmistir. Ayrica, 0,6 mM BHT ilave edilen spermlerin ortalama ¢6ziilme sonrasi
motilite orani, kontrol ve 0,3 veya 0,9 mM BHT ile muamele edilen spermlerinkinden 6nemli
Olclide (P<0,05) daha yuksektir. Ayrica, 5,0 mM BHT ile yumurta sarist bazli sulandiricilarin

eklenmesi, ¢6ziilme sonrast sperm motilitesinde dikkate deger bir (P<0,05) artisa neden olmustur.

Dewry et al. (2015), 2,0 mM E vitamini igeren Tris sulandiricida, ekilibrasyon ve
dondurma sonrasi canli-bozulmamis akrozom yiizdesinin, 0,0, 5,0 ve 7,0 mM E vitamini
icerenlere gore yuksek 6lglide (P<0,05) oldugunu bildirmistir. Ayrica 7,0 mM E vitamini igin
elde edilen sonug (deger) kontrol ve 5,0 mM E vitamini i¢in oldugundan daha diisiiktiir. Kontro
grubunla kiyasla 2,0 mM E vitamini ilavesi ile kaydedilen énemli oranda daha yiiksek canli-
bozulmamig akrozom yiizdesi, Lalramdintluanga'nin (2012) teke spermasinda elde ettigi daha
onceki bulgulariyla dogrulanmistir. Benzer sonucglara Saraswat et al. (2012), teke spermasi igin
4,5 mM E vitamini ile daha onceki bulgulara gore, ¢oziilme sonrasi bozulmamig akrozom
insidansinda 6nemli bir iyilesme bildirmistir. E vitamininin akrozomal biitlinliik iizerindeki
etkisindeki farkliliklar, farkli ¢alismalarda kullanilan E vitamini konsantrasyonu, sulandiricinin
bilesenleri, muamele, dondurma ve c¢6zme prosedirlerinin  farkli  olmasindan
kaynaklanabilmektedir. Bu, Tris bazli sperma sulandiriciya BHT (0,0, 2,0 ve 5,0 mM) ilave
edilerek akrozomal biitiinligiin iyilestirildigi (P<0,05) Igbal et al. (2015)'in sonuglariyla
uyumludur. Akrozom biitiinliigiindeki bu gelisme kademeliydi ve kontrole kiyasla Tris bazli
sperma sulandiricida hem 2,0 (27,00£0,47) hem de 5,0 (27,70£1,76) mM BHT'nin artan
konsantrasyonlarinin eklenmesiyle iyilestirilmistir (P<0,05) (20,30£1,05) (Igbal et al., 2015).

Eklibrasyon ve dondurmadan sonra hipoosmotik sisme testi (HOST) ile reaksiyona giren
ortalama sperm, 2,0 mM E vitamini igeren Tris sulandiricida, diger E vitamini ve kontrol grubu

konsantrasyonlarni igerenlere gdére Onemli Ol¢ude (P<0,05) daha ylksek ve E vitamini
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konsantrasyonlari arasinda 6nemli 6lgiide (P<0,05) farklilik gosterdigi bildirilmistir (Dewry et
al., 2015). Kontrol grubuna (39,50+3,68) gore 2,0 mM (42,30+3,74) ve 5,0 mM (42,80+2,78)
BHT ilavesinde pozitif HOST yanit1 bildiren Igbal et al. (2015) tarafindan da benzer sonuglar
elde edilmistir. Ote yandan, Lalramdintluanga (2012) ve Saraswat et al. (2012) tarafindan, E
vitamini ilavesinin teke spermasindaki HOST ile reaksiyona giren spermin, ¢oziilme sonrasi
yiizdesi {lizerinde 6nemli bir etkisi olmadig1 rapor edilmistir. Khalifa et al. (2008), 0,6 mM BHT
iceren, ancak yumurta sarisi igermeyen sulandiricilarla elde edilen dogum oranmin (%53,75),

yumurta saris1 bazli sulandiricilarla elde edilenden (%38,57) daha yuksek oldugunu belirtmistir.

2.4.2. Butil hidroksitolien (BHT) ve ko¢ spermatozoa fonksiyonlar:

Maria Jesus Palomo et al. (2017)’nin bildirdigine gore, seminal plazmanin varligina veya
yokluguna bakilmaksizin, 5,0 mM BHT iceren sulandirici ile sulandirilan ve korunan yikanmis
spermde diger muamele gruplarina goére 6énemli 6l¢iide daha yiiksek sperm kinetik parametre
degerleri saptanmistir. Ayrica, ¢ozlindiiriilmiis sperm kinetigi iizerinde 5,0 mM BHT ile korunan
yikanmamig nativ spermadan TM, VCL ve STR'de elde edilen degerler disinda ve antioksidan
icermeyen yikanmamis spermada elde edilenlerden farkli olmayan intermedia degerleri tespit
edilmistir. Ayrica, tiim dondurma islemleri arasinda ALH ve BCF degerlerinde 6dnemli bir fark
bulunmamistir. Cozdiirme sonrasi sperm orneklerinin akis sitometrik analizleri, hareketlilik
analizinde gorildiigii gibi plazma, akrozomal membran biitiinliigli ve mitokondriyal aktivite

tizerinde benzer bir egilim gostermistir (Maria Jesus Palomo et al., 2017).

Antioksidan icermeyen yikanmamis nativ spermada en diisiik canlilik oran1 gozlenirken,
5,0 mM BHT ilave edilen sulandiricida saklanan yikanmis spermada, eklenen seminal plazmanin
varhigr veya yoklugundan bagimsiz olarak diger gruplara gore anlamli olarak daha ylksek
canlilik saptanmigtir (Maria Jesus Palomo et al. 2017). Benzer sonuclar Anghel et al. (2010)
tarafindan kog¢ spermasinda da rapor edilmistir. Anghel et al. (2009) ve Anghel and Stela (2010)
koglarda E vitamini takviye edilmis sulandiricida dondurulduktan sonra daha yiksek sperm
membran biitiinligi bildirmislerdir. Bununla birlikte, ko¢ spermasi i¢in 0,1 veya 1,0 mM
konsantrasyonda E vitamini eklenmesiyle ¢Oziilme sonrasi akrozomal biitiinliikte 6nemli bir

gelisme bildirilmemistir (Anghel et al., 2009).
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Farshad et al. (2010), kog¢ spermasinin seyreltilmesinden sonra deneme ve kontrol grubu
sulandirict arasinda 6nemli bir fark olmadigini gostermistir. Ancak sonuglar 2,0 ve 3,0 mM BHT
iceren sulandiricilarin diger BHT konsantrasyonlarindan ve kontrol seyrelticisinden biraz daha iyi
oldugunu gostermistir. Sogutmadan sonra BHT seviyelerinin etkileri, sulandiricilar 2,0 ve 3,0
mM BHT igerdiginde 6nemli 6l¢lide (P<0,01) daha iyi degerlerin elde edildigi sulandiricilara
ilave BHT seviyeleri ve artan BHT ile 6nemli (P<0,01) gelisme gostermistir.

Ayrica en yiiksek sperm motilitesi (76,25%0,85), progresif motilite (70,25+0,96), canlilik
(80,31+0,84) ve membran biitiinliigi (76,47+1,34) 2,0 mM BHT igin gozlenirken 0,5 mM BHT
konsantrasyonu i¢in en diisik degerler (sirasiyla; 72,28+0,75, 64,56+0,88, 75,39+0,72 ve
72,90£1,05) goOzlenmistir. Ancak 0,5 veya 1,0 mM BHT varliginda anlamli farklar yoktur
(P>0,05). Degerlendirilen sperma ozellikleri Uzerinde dondurulup cozildikten sonra BHT
takviyesinin farkli konsantrasyonlar1 arasinda, sonuglar 0,5 veya 1,0 mM BHT iceren
sulandiricilar arasinda 6nemli (P<0,05) fark gostermistir. En yiksek ¢dzdiirme sonrasi sperm
motilitesi (%) (52,25£1,02), progresif motilite (45,37+1,05), canlilik (59,43£1,24) ve membran
biitiinligii (54,36+1,32) 2,0 mM BHT'de gozlenirken en diisiikk degerler (sirasiyla; 41,37+0,76,
33,34+0,78, 47,12+0,86 ve 38,58+0,82) 0,5 mM BHT i¢in gdzlenmistir (Farshad et al., 2010).

Kog spermasinin kisa siireli saklanmasinda (72 saat siiresince) BHT ilavesinin spermatozoa
motilitesi tizerine etkili olmadig1 gézlenmistir. Anormal spermatozoa oranlari, antioksidan igeren
iki grupta kontrol grubuna goére daha diisiik bulunmustur. Canli spermatozoa orani, membran
biitiinliigli saglam spermatozoa ve akrozom reaksiyonuna giren spermatozoa oranlart bakimindan
0 ile 72. saatler arasinda antioksidanlarin istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar olusturmadigi
saptanmistir. Bu c¢aligmada, 5°C’de 24 saat muhafaza edilen sperma Ornekleriyle laparoskopik
yontemle intrauterin olarak yapilan tohumlamalardan elde edilen gebelik oranlart BHT grubunda
%50 kontrol grubunda ise %40 bulunmustur. BHT nin ve kontrol grubuna gore gebelik oranlari,
Uzerine oransal olarak olumlu bir katki sagladigi gozlenmekle birlikte gruplar arasindaki

farkliliklar istatistiksel olarak dnemli bulunmamustir (Ceylan vd., 2013).



27

2.4.3. Butil hidroksitolien (BHT) ve manda bogasi spermatozoa fonksiyonlari

Nain et al. (2023), Murrah manda boga spermatozoasinda sperm motelitesini kontrol (0,0
mM BHT) ile 0,5, 1,0 ve 2,0 mM BHT gruplan arasinda énemli (P<0,05) farklilik oldugunu
gostermis ve 5,0 mM BHT grubunun sperm motelitesi agisindan en iyi sonuglar1 gosterdigini

bildirmistir. Sperm canlilig1 ve zar biitiinliigi i¢in de benzer bir egilim goriilmiistiir.

[jaz et al. (2009), manda sperma sulandiricisina artan konsantrasyonlarda BHT (0,5, 1,0,
2,0 ve 3,0 mM) eklenmesiyle, ¢6ziilmiis spermatozoanin hareketliliginin ve akrozomal
biitiinliigiiniin iyilestirildigini (P<0,05) gostermistir. Spermatozoanin maksimum motilitesi ve
akrozomal biitiinliigii 1,0 ve 2,0 mM BHT ile elde edilirken spermanin hipo-ozmotik sisme
tepkisi ve canliligi 1,0 ve 2,0 mM BHT'nin eklenmesiyle iyilestirilmistir (P<0,05). Hipo-ozmotik
sisme ve canlilik igin en yiiksek degerler 2,0 mM BHT konsantrasyonunda elde edilmistir.
Aksine, sperma sulandiriciya 3,0 mM BHT eklenmesi, 1,0 ve 2,0 mM BHT'ye kiyasla
spermatozoanin motilitesini, akrozomal biitiinliiglinii, hipo-ozmotik sisme tepkisini ve canliligini

azaltmistir (P<0,05) (ljaz et al., 2009).

Asmaa Mostafa et al. (2019), kontrol grubuna kiyasla 1,0 ve 1,5 mM/mL BHT ile TCFYG
sulandiricida  sogutulan spermada 1,5 mM/mL kullanimiyla daha iyi sonuglara ulasilarak
progresif motilitenin ve sperm canliliginin artigimmi (P<0,05) belirtmistir. Ayrica kontrol ile
karsilastirildiginda, sperm morfolojisi, intakt akrozom ve plazma membran biitiinliigli sirasiyla;
1,0 mM/mL BHT ile iyilestirilmistir (P<0,01). Lecithin (TCFGL) sulandirici ile sogutulan
sperma, 0,5 mM/mL BHT ile tris-citrate-fructose yumurta sarist glycerol (TCFYG) sulandirici ile
karsilastirildiginda daha 1y1 sperma kalitesi sergilemistir (Asmaa Mostafa et al., 2019). Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda, sirasiyla; 1,0 ve 0,5 mM/mL'lik BHT konsantrasyonlarinda, 1,0
mM/mL'de stiin olmak {izere progresif motilite iyilestirilmistir (P<0,05). Kontrol ile
karsilagtirildiginda, 0,5 mM/mL BHT ile sperm canliligi, sperm morfolojisi, saglam akrozom ve

zar biitlinligi iyilestirilmistir.

Asmaa Mostafa et al. (2019), TCFYG TCFGL ile, TCFGL TCFYG'de dondurulan
numunelerle karsilastirildiginda, ¢6ziilme sonrast sperm kalitesinin daha yiiksek BHT

seviyelerinde iyilestirildigini bildirmistir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, sperm progresif
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motilitesi 1,5 mM/mL BHT'de diizelmistir. Ayrica canlilik, morfoloji, bozulmamis akrozom ve
membran biitiinliigii 2,0 mM/mL BHT'de 6nemli 6l¢iide (P<0,01) iyilestirilmistir. 2,5 mM/mL
BHT kullanimi ile progresif motilitesi, canliligi, morfolojisi kontrol ile Karsilastirildiginda

azalmstir.

TCFGL'de uzatilan ¢oziilme sonrasi kontrol numuneleri ile karsilastirildiginda, sperm
motilitesi, canlilif1 ve morfolojisi, 1,5 mM/mL BHT ve ardindan 1,0 mM/mL kullanimi ile daha
yiiksek bulunmustur (P<0,01). Bozulmamis akrozom ve zar biitiinliigli, 0,5 mM/mL'de 6nemli
6lclide (P<0,01) iyilestirilmistir. Bu ti¢ sperma degiskeni, 1,5 mM/mL'nin iizerindeki BHT
konsantrasyonlarindaki artigla biiyiik 6lgiide azalmistir (P<0,01). 0,5 mM/mL konsantrasyonunun
kullanilmasi, kontrole kiyasla hem intakt akrozom hem de plazma membran biitiinliiglinii 6nemli
Olglide artirmis, ancak BHT konsantrasyonlari arttik¢a azalmistir (Asmaa Mostafa et al., 2019).
Benzer sonuglar, 0,0 mM BHT hari¢ dimetilsulfoksit (DMSO) dahil diger gruplara gére 2,0 mM
BHT'de daha yiksek (P<0,05) sperm motilitesi kaydeden Wadood et al. (2016) tarafindan elde
edilmistir. Bu arada, 2,25 mM BHT'de, spermatozoa canliligi oranlari, daha yiiksek BHT
seviyesinde i¢ organellerin zarar gérmesi nedeniyle sirasiyla; 1,75 mM ve 2,0 mM BHT'ye gore
daha distiktir (P<0,05). Ayrica, 0,0, 2,0 mM BHT ve DMSO grubuna kiyasla 2,25 mM'de daha
yliksek DNA hasar1 kaydedilmistir.

BHT ilave edilen gruplarda DMSO ve 0,0 mM BHT ile karsilastirildiginda daha diisiik bir
lipid peroksidasyonu da kaydedilmistir (Wadood et al., 2016). Bunun nedeni, asir1 antioksidan
normal spermatozoa fonksiyonu i¢in gerekli kabul edilen oksidanlarin fizyolojik seviyesini
azalttigi i¢in BHT'nin toksik etkileri olabilir (Roca et al., 2004). Ayrica, daha ylksek BHT
konsantrasyonlar1, son olarak plazma zari akigkanligini artiran goklu doymamis yag asitlerinin
(PUFA) spermatozoa zarindaki oksidasyon hizini azaltarak spermleri kriyo-yaralanmaya karsi

savunmasiz hale getirmektedir (Shoae and Zamiri, 2008).

Shoae and Zamiri (2008), boga spermasinda 0,5-1,0 mM BHT ilavesinin 2,0 mM'den daha
yiksek spermatozoa hareketliligi gosterdigini bildirmistir. Spermatozoa motilitesindeki bu
farklilik, kriyoprezervasyon sirasinda bogalara goére manda spermasinda daha yiiksek lipid
peroksidasyonundan sorumlu olan PUFA'nin daha yiliksek manda plazma membran igerigine

bagli olabilir. Antioksidanlarin, spermatozoa plazma zarmin lipid peroksidasyonuna neden olan
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ROS molekiillerini temizleyerek spermatozoa hareketliligini korudugu ileri siirtilmektedir (Bucak
et al., 2008). Yiiksek ROS'a bagli membran hasar1 ayrica spermatozoa akrozomu ve mitokondri
hasarma neden olur ve motilite, spermatozoa mitokondrilerinin ATP igerigine bagli oldugundan,

sonugta spermatozoa hareketliligini olumsuz etkiler (Perchek et al., 1995).

Spermatozoa zarinin gelismis akiskanligi, zardaki iyonik kanallarin/ATPazlar'in islevini
zayiflatir ve bu da besinlerin spermatozoaya girisi bozuldugundan sonugta spermlere zarar
vermektedir. Ayrica, yiiksek PUFA igerigi nedeniyle manda spermas: dondurarak saklama
sirasinda daha yiiksek oksidatif stres, DNA hasarina neden olur (Aitken and Krausz, 2001).
Spermatozoa kromatininin asirt sikismasi, DNA zincirlerini kiran oksidatif stres (Lewis and
Aitken, 2005) nedeniyle olusmaktadir (Cordova et al., 2002). Kirik DNA iplik¢ikleri olan
spermatozoa, dollenme sirasinda yogunlasmadigi i¢in yumurta kanalina baglanmaz ve baglanirsa,
dollenme basarisizligina, zayif embriyo biliylimesine ve Oliimiine neden olan kusurlu genomu
iletmektedir (Sakkas and Alvarez, 2010). Benzer sekilde daha yiiksek BHT konsantrasyonlarinin
toksik etkisi sirasiyla; ljaz et al. (2009) ve Shoae and Zamiri (2008) tarafindan manda ve

sigirlarda rapor edilmistir.

Manda sperm membranlari nispeten daha yiiksek membran PUFA konsantrasyonlarina
sahiptir ve peroksidatif hasara karsi daha hassastir (Chatterjee and Gagnon, 2001), bu nedenle;
antioksidanlar, iyi sperma kalitesi ve dogurganlik ile iligkili olan lipid peroksidasyonunu
azaltmigtir (Chaudhari et al., 2008). BHT'nin ¢oziilme sonras1 sperma kalitesi Gizerindeki olumlu
etkisi, BHT'nin lipid ¢6ziiniirliigii nedeniyle plazma zar1 akigkanligimi korumasi gergeginden

kaynaklanabilir (Khalifa et al., 2008).

Ikincisi, BHT, E vitamininin sentetik bir analogudur ve reaktif oksijen tiirleri iiretim zinciri
kiricisidir ve temizleyici bir antioksidan degildir, bu nedenle ROS {iretim sistemini etkilemeden
plazma zar1 biitiinliigiinii korumaktadir (Sharma and Agarwal, 1996). BHT'nin pozitif etkisinin
bir baska olast mekanizmasi, spermada virGsleri inaktive eden antiviral Ozelliklerinden
kaynaklanmaktadir (Shoae and Zamiri, 2008).
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2.4.4. Butil hidroksitolien (BHT) ve boga spermatozoa fonksiyonlari

Akhil Patel et al. (2015), Hariana boga spermatozoasinda sperm canlilifinin kontrol (0,0
mM BHT) ile 0,5 ve 1,0 mM BHT gruplar1 arasinda onemli (P<0,05) farklilik oldugunu
gostermis ve 1,0 mM BHT grubunun sperm canlilig1 agisindan en iyi sonuglart gosterdigini

bildirmistir. Sperm hareketliligi ve zar biitiinliigii i¢in de benzer bir egilim goriilmiistir.

Kontrole gére hem 0,5 hem de 1,0 mM BHT gruplarinin her ikisinde de progresif motilite
onemli olglde artmistir (P<0,05) ve 1,0 mM BHT grubu, prosediriin ii¢ asamasinin tiimiinde
progresif motilite agisindan en 1yi sonuglart gostermistir (sicakligin 5°C/dk'da 4°C'den -10°C'ye,
40°C/dk'da -10°C'den -100°C'ye, 20°C/dk'da -100'den -140°C'ye disiiriilmiistiir). Sperm
membran biitinligi, 1,0 mM BHT grubunda hem kontrol hem de 0,5 mM BHT grubu ile
karsilastirildiginda, sperma dondurmanin her {i¢ asamasinda da 6nemli 6l¢iide (P<0,05) artmistir
(Akhil Patel et al., 2015).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Hayvan materyali
Tez calismasi, Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Bolimi Kiiciikbas Hayvan

Yetistirme Unitesinde gerceklestirilmistir. Bu calismada, 1-2 yas arasinda ve 50-60 kg canli
agirlik araligindaki dort bag Saanen irki teke kullanilmigtir (Resim 3.1).

Resim 3.1. Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliimii Kiigiikbas Hayvan Yetistirme Unitesi.

3.1.2. Calisma alam

Bornova (Enlem: 38.4333, Boylam: 27.15); Izmir’e 8 km uzaklikta olup, kuzeyde Manisa
ili ve Menemen ilgesiyle, doguda Kemalpasa il¢esiyle, batida Bayrakli ve Konak ilgeleriyle ve
giineyde ise Buca ilgesiyle komsudur (Resim 3.2). Ilge, cok eski bir yerlesim yeri olup 1881
yilinda belediyelik olmus, 1957 yilinda da ilge statiisiine kavugsmustur (Bornova Kaymakamligi,
2018). Yiizolglimii 220 km2' olup yerlesim alanlarinin deniz seviyesinden yiiksekligi 20 ile 200
m arasinda degismektedir. Daglik bolgelerde bu yiikseklik 600 m ve iizerine ¢ikmaktadir.
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llcede Akdeniz iklimi hakim olup, ilge topraklarinda Akdeniz bitkilerinin tiimiine
rastlanmaktadir. 600 m’ye kadar olan yiiksekliklerde kizilcam, daha yiikseklerde ise karagam
ormanlart bulunmaktadir. Ormanlik alanlar su yoniinden zengin olup, Manda, Kavaklidere,
Seytanderesi, Bornova ve Nif Cay1 6nemli akarsulardandir. Yamanlar Dag iizerindeki ikizgél,
cam ormanlar1 arasinda dnemli bir dinlenme alanidir (Bornova Belediyesi, 2019). Yamanlar Dag1
eteginde kurulmus olan ilge merkezi, Ege Universitesi yerleskesinin bulunmasi, bolgesel kurulus
sayisinin artmasi, yerlesim birimleri ve dogu illerden gelen yogun gdclin yani sira hizli bir
sanayilesmeyle birlikte tiim Bornova Ovasi geneline yayilmis ve buna bagli olarak hizla artan

nufus da 500 bine yaklasmistir.

Resim 3.2. Calisma alani.

3.1.3. Hayvanlarin bakim ve beslenmesi

Calismada kullamlan Saanen tekeleri, ¢alisma boyunca Ege Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Zootekni Boliimii Hayvancilik Isletmesi Kiigiikbas Hayvan Unitesinde siiriiden ayrilmis 6zel bir
alanda barindirilmistir. Denemede kullanilan tekelerin beslenmesinde yasama payina ilaveten
asim i¢in gerekli besin madde ihtiyacini karsilayacak bir yemleme programi uygulanmistir. Bu
amacla, tekelere giinliik olarak 2 kg misir silaji, 0,7 kg yonca kuru otu, 0,3 kg saman ve 1 kg keci
siit yemi (%18 ham protein, 2600 kcal’kg ME) verilmistir. Calisma Oncesi tekeler saglik
kontroliinden gegirilmis ve saglikli tekelerden yararlanilmistir. Tez ¢alismasi, Ege Universitesi
Ziraat Fakiltesi Ciftlik Hayvani1 Deneyleri Yerel Etik Kurulu (09.08.2021 tarihli ve 2021/005

numarali etik kurul karar1) onay1 alinarak gerceklestirilmistir.
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3.2. YOontem

3.2.1. Spermanin alinmasi

Ciftlesme mevsimi boyunca (2020/2021 Kasim-Ocak) spermalar diizenli olarak haftada iki
kez toplanmustir. Teke spermasi dort bas tekeden canli disi varhiginda yapay vajina yontemiyle
almmustir. Calismanin yiirttildiigii Ege Bolgesinde ciftlesme mevsimi genel olarak sonbahar
mevsiminin baglangict olan Agustos sonu Eyliil ay1 basinda baslamakla birlikte, ¢aligmanin
yapildig1 yildaki kiiresel pandemi; Covid-19 salgin1 ve BAP sistemindeki teknik sorunlar, sarf
malzemelerinin tedariki, 6zellikle yurt disinda ithalat sorunlari nedeniyle denemelere aktif olarak
ancak Kasim ay1 basinda baslamak miimkiin olmustur. Ilk olarak, sperma toplamak icin yapay
vajina kullanilarak hayvanlar kontrol altina alinmistir. Tekelerden sperma almak igin kizginligi

tespit edilmis kegiler kullanilmistir (Resim 3.3).

i

b ol ||1]]]
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Resim 3.3. Saanen teke spermasi ve sperma alma agamalari.
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3.2.2. Kullanilan seyreltici ve antioksidamin bilesimi

Sperma toplandiktan sonra bir dakika i¢inde laboratuvara aktarilmis ve incelemek icin
37°C'de su banyosunda bekletilmistir. Normal motilite, morfoloji ve konsantrasyon 6zellikleri

gosteren sperma ornekleri hemen esit miktarlarda karistirilmis ve iki ayr1 kisma bolinmiistiir.

Salamon and Maxwell (2000) tarafindan tanimlandig1 gibi, Tris-sitrik asit-glikoz (TCG)
Tris (0.3M), susuz sitrik asit (94.7 mM) ve D (+)-glikozdan (27.75 mM) olusmaktadir. Bu
solusyon pH 7.25+0.05'e ve ozmolarite 333.0+£2.8 mOsm'ye ayarlanmistir. Sonra, gliserol (%5
v/v, final konsantrasyon), toz haline getirilmis yumurta sarisi (%15 v/v) ve antibiyotikler (1000
Ul/mL sodyum penisilin ve 1,0 mg/mL streptomisin silfat) eklenmistir. Son pH 7.0-7.17 ve
ozmolarite 1327+234 mOsm bu sekilde gergeklestirilmistir. Maria Jesus Palomo (2017)
tarafindan tanimlandigi gibi, hazirlanan bu sulandirma soliisyonuna farkli konsantrasyonlarda
(0,0 mM, 0,6 mM, 2,0 mM ve 5,0 mM) antioksidan olarak butil hidroksitolien (BHT) eklenerek
4 farkl grup olusturulmustur (Resim 3.4).

Resim 3.4. Caligmada kullanilan sulandirict ve farkli konsantrasyonlarda BHT antioksidan.
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3.2.3. Saanen teke spermasinin seyreltilmesi ve dondurulmasi

Dort farkli Saanen tekeden elde edilen sperma test tiiplerinde birlestirilerek karisim elde
edildikten sonra, 2 esit ana gruba ayrilarak sperma Ornekleri olusturulmustur (yikanmis ve
yikanmamig sperma). Bir kisim, Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) solisyonunda (1:5) seyreltilmis ve
iki kez 600 x g'de 10 dakika boyunca santrifiij edilerek yikanirken, diger kisim yikanmadan
tutulmustur (Resim 3.5).

Resim 3.5. Teke spermasinin sulandirilmasinda santrifiijlerek yikanmis sperma.
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Sperma yikandiktan sonra supernatan dikkatlice ¢ikarilmis ve elde edilen tortu dort esit
pargaya bolinmistiir. Yikanmamis sperma ise iki esit par¢aya bolinmiistir. Yikanmis ve
yikanmamig sperma, muamelelere gore antioksidan olarak farkli konsantrasyonlarda biitil
hidroksitoliien (BHT) takviyesi ile desteklenmis farkli TCG'lerden birinde yeniden siispanse
edilmistir (Sekil 3.1). Khalifa et al., (2008) tanimlandig1 gibi, sulandiricida % 0,25'lik bir son
dimetil silfoksit (DMSO) konsantrasyonu ile DMSO iginde ¢oziilmiis BHT konsantrasyonlari
(0,6, 2,0 ve 5,0 mM) kullanilarak BHT ilavesi yapilmistir.

Karisim sperma

Yikanmis sperma Yikanmamis sperma

+ +
| 00mMBHT | 0,0mMBHT
+ +
0.6 MM BHT 50 mM BHT
+
2.0 mM BHT
+
50 mM BHT

Sekil 3.1. Caligma igindeki gruplarm BHT takviyesi ile olusturulmast.
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Bilindigi iizere koyun ve kegi gibi kiiclik ruminantlarda ejakulat hacmi cok diisiiktiir
(Yaklasik olarak 1,0 - 1,5 ml). Bu nedenle yikanmamis (nativ spermada) bu dogal fizyolojik
kisitlamadan dolayr sadece 2 grup olusturulmustur (Kontrol ve 5 mM BHT). Seyrelteme islemi
sirasinda sulandirict ve sperma sicakliginin ayni olmasma dikkat edilerek, sulandirict kademeli
olarak spermaya ilave edilmistir. Sulandirilmis spermatoza 6 farkli renk 0,25 ml’lik payetlere
aldiktan sonra, payetlerin ucglar1 kapatilmis ve +4°C’de 2 saat igin ekilibrasyona birakilmigtir
(Resim 3.6). Ekilibrasyondan sonra payetler sivi nitrojen seviyesinin 4 cm uzerinde sivi nitrojen
buharinda 15 dakikada siireyle 6n dondurmaya tabi tutulmus ve daha sonra sivi nitrojene

daldirilarak saklanmistir (Resim 3.7). Dondurma islemi toplamda 20 kez tekrarlanmustir.

Resim 3.6. Teke spermasmi seyreltmek icin kullanilan ekipmanlar: spermanin paketlendirilmesinde kullanilan
payetler (a), alt1 farkli grup i¢in hazirlanmig payetler (b), payetlerin agik uglarinin kapatilmasi (c), +4°C’de 2 saat
ekilibrasyona birakilan payetler (d).
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Resim 3.7. Saanen teke sperminin sivi nitrojen buharinda dondurulmas: (a), donmug Saanen teke sperminin sivi
nitrojen tankina aktarilmasi (b), spermatolojik inceleme igin sivi nitrojen tankinda saklanmasi (C), spermin su

banyosunda ¢6ziilmesi (d).
3.2.4. Spermanin ¢ozundurilmesi

Payetler (0,25 ml), siv1 nitrojen konteynerinde, spermatolojik inceleme zamanina kadar
tutulmus ve konteynere periyodik olarak sivi nitrojen ilave edilmistir. Sperma analizi igin,

payetler, 37°C’a ayarlanmis su banyosunda 30 sn’de ¢dziindurilmustir (Ustiiner vd., 2015).
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3.2.5. Spermatolojik parametrelerin degerlendirilmesi

Yapilan ¢alismada 4 bas Saanen tekeden alinan spermanin karistirilmasiyla elde edilen
karisik ejakiilat miktar1 (ml) ve sperm yogunlugu (x10%ml) bakimindan degerlendirirken
dondurma-¢ozdiirme sonrasinda toplam spermatozoa motilitesi (%), progresif spermatozoa
motilitesi (%), lokal spermatozoa motilitisi (%) ve 6lii spermatozoa orani (%) parametreleri
degerlendirilmistir. Dondurulmus spermalardan toplam 120 payet 37°C’lik su banyosunda 30
saniyede cozdirildikten sonra (Ustiiner vd., 2015) toplam, progresif, lokal spermatozoa
motilitesi (%) ve 6lii spermatozoa oran1 parametreleri bakimindan Bilgisayar Destekli Sperma
Analizi (CASA) ile degerlendirilmistir.

3.2.6. Spermatolojik degerlendirme parametreleri

3.2.6.1. Makroskobik muayene

Taze spermanin miktart dort bas Saanen tekesinden alinan spermalar dereceli bir tiipte
birlestirilerek, miktar mililitre (ml) olarak kaydedilmistir. Ayrica, spektrofotometre yontemiyle

sperma yogunlugu (x10%ml) belirlenmistir.
3.2.6.2. Mikroskobik muayene
3.2.6.2.1. Sperm motilitesi

Sperm hareketliligi Bilgisayar Destekli Sperma Analizi (CASA) ile belirlenmistir.
Motiliteyi belirlemek igin, cam bir lam Uzerine kiicuk bir sperma damlasi yerlestirilmistir, sperma
damlasi bir lamel ile kapatilmig ve 200X biiyiitmede sicak bir sahne ile faz kontrast mikroskobu
altinda incelenmistir. Motiliteyi belirlemek igin en az ii¢ mikroskop alaninda puanlanmis ve
motilite, spermin ylzde 'sinin (%) ayn1 bolgedeki tiim spermlere bir yonde sorunsuz hareket

etmesi olarak belirlenerek kaydedilmistir (Kulaksiz, 2009).
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3.2.6.2.2. Olu-canh sperm oram

Olil-canl1 sperm oran1 Bilgisayar Destekli Sperma Analizi (CASA) ile belirlenmistir. Olii-
canlt tayini amaciyla, spermadan kiiclik bir damla lam {izerine konulduktan sonra sperma
damlasinin iizerine lamel kapatilarak isitma tablali faz kontrast mikroskopta x200 blyltmede
muayene edilmistir. Olil-canli oraninin belirlenmesine yonelik olarak, en az t¢ mikroskop

alaninda degerlendirme yapilarak tiim spermatozoonlara yiizde (%) orani seklinde 0lu-canli tespit

edilerek kaydedilmistir (Kulaksiz, 2009).

3.3. Istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen degerlerin ortalamalar1 ve standart hatas1 hesaplanmistir. Istatistiksel
analizler SAS (2000) programi kullanilarak gerg¢eklesmistir. Gruplar arasinda bir fark olup
olmadigini anlamak i¢in iki yonlii bir varyans analizi (Anova) uygulayarak belirlenmistir. Analiz
sonucunda fark bulunursa, farkliliga neden olan gruplar1 belirlemek icin Duncan testi

kullanilmistir. Deneysel ¢alismada kullanilan istatistiksel model asagidaki gibidir:

Yijk = W+ Bi +Wj + (BixW)) + Yijk

Yijk = spermatozoadan alinan bir 6rnekten belirlenen bagimli degiskenin gozlemlenen degeri
K = genel ortalama

Bi = bir antioksidan olarak BHT'nin sabit etkisi (mM), i= 0,0, 0,6, 2,0 ve 5,0.

W, = sperma yikamanin sabit etkisi, j= Yikanmis ve yikanmamis sperm.

BixWj=BHT (mM) ile spermin yikanmasi arasindaki etkilesim.

eijk = hata.

Arastirma denemelerinin ve sperma alma islemlerinin gerceklestirildigi Kasim 2020 ve
Ocak 2021 tarihli arasinda Izmir ili meteorolojik verilerinde, ortalama sicaklik ve nem
degerlerinde aylar arasinda onemli farkliliklar bulunmadigr i¢in deneysel ¢alismada kullanilan

istatistiksel modelde ve istatistik degerlendirmelerde ay ve mevsim etkisi dikkate alinmamustir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Taze Spermanin Spermatolojik Parametreler

Taze spermanin spermatolojik 6zellikleri, suni vajina ile 1 ila 2 yas arasinda dort bas
Saanen teke spermasi bir Olglim tiipiinde toplanip karistirildiktan sonra degerlendirilmistir.
Sperma miktar1 en ylksek 2,5 ml, en diisik 1,0 ml ve ortalama 1,75+0,39 ml olarak

kaydedilmistir. Spermanin yogunlugu ortalama 2,320x10%ml olarak tespit edilmistir.

4.2. Cozindirme Sonrasi Spermatolojik Parametreleri

Dondurulmus spermadan sulandirilan toplam 120 payet 37°C’lik su banyosunda 30
saniyede c¢Ozdurildikten sonra toplam, progresif, lokal spermatozoa motilitesi (%) ve Olu

spermatozoa orani (%) parametreleri yoniiyle degerlendirilmistir.

4.2.1. Toplam spermatozoa motilitesi

Dondurma-¢6zdiirme sonrasi toplam spermatozoa motilitesi Tablo 4.1’de sunulmustur.

COzundirme sonrasi gruplardaki toplam spermatozoa motilitesinin degerine bakildiginda,

Grup 1 (Yikanmig sperma),

Grup 2 (Yikanmis sperma + 0,6 mM BHT),

Grup 3 (Yikanmis sperma + 2,0 mM BHT),

Grup 4 (Yikanmis sperma + 5,0 mM BHT),

Grup 5 (Yikanmamis sperma) ve

Grup 6 (Yikanmamis sperma + 5,0 mM BHT) igin sirasiyla; % 48,74+1,45, % 65,43+1,53,
% 71,65%2,86, % 57,04+2,60, % 40,97+2,05 ve % 53,28+3,44, olarak saptanmustir.
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Tris-sitrik asit-glikoz sulandiricisina toplam spermatozoa motilitesi bakimindan, BHT
antioksidan ilavesinin hem yikanmig sperma hem de yikanmamis sperma muamelesinde kontrol
grubundan farkinin 6nemli (P<0,05) oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1). Yikanmis sperma
muamelesinde yalnizca 2,0 mM BHT gruplari arasinda en ylksek etki olarak 71,65+2,86 degeri
ile kaydedilirken, en diisiik deger (48,74+1,45) kontrol grubunda bulunmustur (Sekil 4.2).
Yikanmamis sperma muamelesinde ise en yiiksek deger (53,28+3,44) 5,0 mM BHT grubunda
kaydedilirken, en diisiik deger (40,97+2,05) kontrol grubu ile bulunmustur (Sekil 4.3).

Ayrica toplam spermatozoa motilitesi bakimindan, yikanmis sperma grubunun yikanmamis
sperma grubundan farkinin 6nemli (P<0,05) oldugu belirlenmistir. Yikanmis sperma grubunda
yikanmamis sperm grubundan daha etkili oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1). Dondurma-¢6zdirme
sonrast yikanmis sperma grubunda Bilgisayar Destekli Sperma Analizi (CASA) ile bir teke
spermasinda toplam motilite oran1 Sekil 4.4°te temsil edilmistir. Sekil 4.4°te bir teke spermasinda
toplam motilite oran1 0,0 mM, 0,6 mM , 2,0 mM ve 5,0 mM BHT ile sirasiyla; % 45, % 78, % 85

ve % 65 olarak saptanmuistir.

Tablo 4.1. Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) sulandiricisina bitil hidroksitolien (BHT) antioksidanin,

¢ozundirme sonrasi toplam sperm motilitesi oran: farkinin 6nemliligi

Muamele Grup N Toplam spermatozoa motilitesi (%)

Kontrol 20 48,74%+1,45

+0,6 mM BHT 20 65,43°+1,53

Yikanmis sperma

+2,0mM BHT 20 71,65°+2,86

+5,0 mM BHT 20 57,04°+2,60

Genel ortalama 60,72+2,17
Kontrol 20 40,972+2,05

Yikanmamis sperma

+5,0mM BHT 20 53,28°+3,44

Genel ortalama 47,13+£1,91

&€ Farkli harf tagiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (P<0,05).
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4.2.2. Progresif spermatozoa motilitesi

COzundurme sonrasi gruplardaki progresif spermatozoa motilitesinin degerine bakildiginda,

Grup 1 (Yikanmis sperma),

Grup 2 (Yikanmis sperma + 0,6 mM BHT),

Grup 3 (Yikanmis sperma + 2,0 mM BHT),

Grup 4 (Yikanmis sperma + 5,0 mM BHT),

Grup 5 (Yikanmamis sperma) ve

Grup 6 (Yikanmamis sperma + 5,0 mM BHT) igin sirasiyla; % 22,45+4,41, % 38,12+4,92,
% 42,44+5,29, % 23,46+2,37, % 20,62+2,66 ve % 28,62+2,52, olarak saptanmustir (Tablo 4.2).

Tris-sitrik asit-glikoz sulandiricisina progresif spermatozoa motilitesi bakimindan, BHT
antioksidan ilavesinin hem yikanmig sperma hem de yikanmamis sperma muamelesinde kontrol
grubundan farkinin 6nemli (P<0,05) oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2). Yikanmis sperm
muamelesinde yalnizca 2,0 mM BHT gruplar arasinda en yiiksek etki olarak 42,44+5,29 degeri
ile kaydedilirken, en diisiik deger (22,45+4,41) kontrol grubunda bulunmustur (Sekil 4.2).
Yikanmamis sperma muamelesinde ise en yiiksek deger (28,62+2,52) 50 mM BHT grubunda
kaydedilirken, en diisiik deger (20,62+2,66) kontrol grubu ile bulunmustur (Sekil 4.3). Ayrica
progresif spermatozoa motilitesi bakimindan, yikanmig sperma grubunun yikanmamis sperma
grubundan farkinin 6nemli (P<0,05) oldugu belirlenmistir. Yikanmis sperma grubunda

yikanmamig sperma grubundan daha etkili oldugu belirlenmistir (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) sulandiricisina bitil hidroksitolien (BHT) antioksidanin,

¢ozlndurme sonrasi progresif sperm motilitesi oran: farkinin 6nemliligi

Progresif spermatozoa motilitesi

Muamele Grup N (%)

Kontrol 20 22,45%+4 .41

+ 0,6 MM BHT 20 38,12+4.92

Yikanmis sperma

+2,0mM BHT 20 42,445+5 29

+5,0mM BHT 20 23,46%+2 37

Genel ortalama 31,62+1,34
Kontrol 20 20,622+2 66

Yikanmamis sperma

+5,0mM BHT 20 28,62°+2 52

Genel ortalama 24,62+1,28

b Farkls harf tasiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemlidir (P<0,05).

4.2.3. Lokal spermatozoa motilitesi

Dondurma-¢6zdiirme sonras1 lokal spermatozoa motilitesi Tablo 4.3’te verilmistir.

Gozundirme sonrasi gruplardaki lokal spermatozoa motilitesinin degerine bakildiginda,

Grup 1 (Yikanmis sperma),

Grup 2 (Yikanmis sperma + 0,6 mM BHT),

Grup 3 (Yikanmis sperma + 2,0 mM BHT),

Grup 4 (Yikanmis sperma + 5,0 mM BHT),

Grup 5 (Yikanmamis sperma) ve
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Grup 6 (Yikanmamis sperma + 5,0 mM BHT) igin sirasiyla; % 30,30£2,08, % 26,30+3,41,
% 28,20%4,85, % 32,57%3,66, % 22,30+2,82 ve % 23,65%3,89, olarak saptanmustir.

Tris-sitrik asit-glikoz sulandiricisina lokal spermatozoa motilitesi bakimindan, BHT
antioksidan ilavesinin hem yikanmis sperma hem de yikanmamis sperm muamelesinde kontrol
grubundan farkinin énemli (P>0,05) oldugu belirlenmemistir (Tablo 4.3). Ayrica lokal
spermatozoa motilitesi bakimindan, yikanmis sperma grubunda yikanmamis sperma grubundan

farkinin 6nemli (P>0,05) oldugu da belirlenmemistir (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) sulandiricisina bitil hidroksitolien (BHT) antioksidanin,

¢ozundirme sonrasi lokal sperm motilitesi oranm farkinin 6nemliligi

Muamele Grup N Lokal spermatozoa motilitesi (%0)

Kontrol 20 30,30%+2,08

+0,6 mM BHT 20 26,30%+3,41

Yikanmis sperma

+2,0mM BHT 20 28,20%+4,85

+5,0 mM BHT 20 32,57%+3,66

Genel ortalama 29,34+1,45
Kontrol 20 22,30%+2,82

Yikanmamis sperma

+5,0 mM BHT 20 23,65%+3,89

Genel ortalama 22,98+1,34

Farkli harf tagiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (P<0,05).



46

m Toplam spermatozoa motilitesi
m Progresif spermatozoa motilitesi

80 - 71,65 m |okal spermatozoa motilitesi

70 65,43
—~ 57,04
S 60 -
= 48,74
£ 50 - 42,44
E 38,12
= 40 - 303 232 32,57
< 26,3 :
S 30 - 224 23,
©
£
by 20 -
o
n

10 -

0

0 (Kontrol) 0.6 2.0 5.0
BHT konsantrasyonu (mM)

Sekil 4.2. Dondurma-¢ozdiirme sonrasi yikanmis sperma grubunda motilite oranlari.
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Sekil 4.3. Dondurma-¢ézdiirme sonrasi yikanmamis sperma grubunda motilite oranlari.
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Sekil 4.4. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi yikanmis sperma grubunda toplam motilite oranlari: 0,0 mM BHT ile % 45
(@), 0,6 mM BHT ile % 78 (b), 2,0 mM BHT ile % 85 (c), 5,0 mM BHT ile % 65 (d).
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4.2.4. Oli spermatozoa oram

Dondurma-¢6zdiirme sonrast OlU spermatozoa oranlari Tablo 4.4’te verilmistir.

COzundurme sonrasi gruplardaki 610 spermatozoa orana bakildiginda,

Grup 1 (Yikanmis sperma),

Grup 2 (Yikanmis sperma + 0,6 mM BHT),

Grup 3 (Yikanmis sperma + 2,0 mM BHT),

Grup 4 (Yikanmis sperma + 5,0 mM BHT),

Grup 5 (Yikanmamis sperma) ve

Grup 6 (Yikanmamis sperma + 5,0 mM BHT) igin sirasiyla; % 51,25+1,45, % 34,56+1,53,
% 28,34%2,86, % 42,95+2,60, % 59,02+2,05 ve % 46,71+3,44, olarak saptanmistir.

Tris-sitrik asit-glikoz sulandiricisina 6lU spermatozoa bakimindan, BHT antioksidan
ilavesinin hem yikanmis hem de yikanmamis sperma muamelesinde kontrol grubundan farkinin
onemli (P<0,05) oldugu belirlenmistir (Tablo 4.4). Yikanmis sperm muamelesinde yalnizca 2,0
mM BHT gruplar arasinda en diisiik deger (28,34+2,86) kaydedilirken, en yiiksek deger
(51,25+1,45) kontrol grubu ile bulunmustur (Sekil 4.5). Yikanmamis sperma muamelesinde ise
en disik deger (46,71+3,44) 50 mM BHT grubunda kaydedilirken, en ylksek deger
(59,02+2,05) kontrol grubu ile bulunmustur (Sekil 4.6). Ayrica 6lU spermatozoa bakimindan,
yikanmig sperma grubunun yikanmamis sperma grubundan farkinin 6nemli (P<0,05) oldugu
belirlenmistir. Yikanmis sperma grubunda yikanmamis sperma grubundan daha etkili oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) sulandiricisina bitil hidroksitolien (BHT) antioksidanin,

¢ozlndirme sonrasi 0lu sperm orani farkinin 6nemliligi

Muamele Grup N Oli spermatozoa (%)

Kontrol 20 51,25%+1 .45

+0,6 MM BHT 20 34,56+1,53

Yikanmig sperma

+2,0mM BHT 20 28,34°+2 86

+ 5,0 mM BHT 20 42,9542 60

Genel ortalama 39,28+2,17
Kontrol 20 59,028+2.05

Yikanmamis sperma

+ 5,0 MM BHT 20 46,71°+3.44

Genel ortalama 52,87+1,91

¢ Farkl1 harf tagiyan antioksidan degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (P<0,05).
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Sekil 4.5. Dondurma-¢ozdiirme sonrasi yikanmig sperma grubunda 610 spermatozoa oranlari.
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Sekil 4.6. Dondurma-¢ézdiirme sonrasi yitkanmamis sperma grubunda 6lii spermatozoa oranlari.
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5. TARTISMA

5.1. Taze Spermanin Spermatolojik Parametreleri

Saanen tekelerden toplanan toplam sperma miktari maksimum 2,5 ml ve minimum 1 ml
olarak kaydedilmigtir. Ortalama sperma miktar1 ise 1,75+0,39 ml idi. Bu ¢alismada Saanen
tekelerinden elde edilen sperma miktar1 Karatzas et al. (1997) ile 1,1 ml, Karagiannidis et al.
(2000) ile 1,27 ml, Kamal et al. (2005) ile 0,77 ml, Turk vd. (2005) Kil x Saanen tekelerinde 0,89
ml ve Peterson et al. (2007) ile 1,3 ml olarak elde degerleri sperma miktardan yiiksek oldugunda;
Gacitua and Arav (2005) tarafindan elde edilen Saanen tekelerinde ortalama sperma miktar1 olan
2,0 ml'den daha diistiktiir.

Ankara tekelerinde calisan bazi arastiricilar yaptigi calismalarda elde edilen ortalama
sperma miktari, Daskin (1991) ile 0,9 ml, Ritar et al. (1992) ile 0,7 ml, Sungur vd. (1993) ile 0,94
ml, Tekin vd. (1996) ile 0,9 ml, Daskin and Tekin (1996) ile 1,44 ml, Ar1 (2006) ile 0,9 ml,
Bucak (2007) ile 0,9 ml, Roca et al. (1992) ile Murciano-Granadina tekelerinde 1,05 ml, Perez
and Mateos (1996) ile Verata ve Malaguena tekelerinde 1,01 ml, 1,20 ml ve Dorado et al. (2007)

ile Florida tekelerinde 1,20 ml olarak elde degerleri sperma miktarlarindan yiiksektir.

Caligmada natif spermatozoa yogunlugu ortalamada 2,320x10°%/ml kaydedilmistir. Bu
yogunluk degerleri Saanen tekelerinde yapilan galismalar, Karatzas et al. (1997) ile 3,70x10%ml,
Karagiannidis et al. (2000) ile 3,42x10%ml, Kamal et al. (2005) ile 2,77x10%ml, Gacitua and
Arav (2005) ile 3,1x10°%ml, Ar1 (2006) ile 3,03x10%ml, Peterson et al. (2007) ile 6,2x10%ml ve
Dorado et al. (2007) ile Florida tekelerinde 3,69x10%ml olarak tayin ettigi degerlerden duisiiktiir.
Bu calismada elde edilen spermalar yogunlugu, Ankara tekelerinde ¢alisanlardan, Ritar et al.
(1992) ile 2,43x10%ml, Sungur vd. (1993) ile 2,49x10%ml, Daskin and Tekin (1996) ile

2,38x10%ml olarak tayin ettigi degerle uyumlu olarak bulunmustur.
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Bu ¢alismada dondurulmadan once elde edilen dogal ejakiilasyonlarda gdzlemlenen temel
sperma ozelliklerin degerleri ile diger aragtirmacilar tarafindan kaydedilen degerler arasindaki
farklar irk, yas, say1, sperma alma araligi, yogunluk gibi degiskenlere bagl olabilmektedir. Bu
ayn1 zamanda besleme ve gevre kosullarindaki farkliliklardan da kaynaklanabilir. Ote yandan
sperma toplama ve degerlendirmede kullanilan yontemlerin farkli olmasi elde edilen verilerdeki
farkliliga katkida bulunmus olabilmektedir. Ancak elde edilen spermatolojik gostergelerin
arastirmalarda verilen ortalama degerlere karsilik geldigi ve elde edilen spermlerin dondurulmaya

uygun oldugu tespit edilmistir.

5.2. Coziim Sonrasi Spermatolojik Parametreleri

Dondurulmus/¢0zdiriilmiis spermada antioksidan kapasitenin azalmasi ve reaktif oksijen
radikallerinin  olusumunun  artmasi  sperma  Ozelliklerini  negatif  etkilemektedir.
Dondurulmus/¢ozdiriilmiis sperma peroksidasyona taze spermadan daha duyarlidir. Son
arastirmalar, sperm zarmin lipit peroksidasyonunun, spermanin depolanmasi sirasinda
infertilitenin ana nedeni oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, dondurulmus spermin
coziilmesinden sonra spermatolojik parametreler lizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu

diistiniildiigiinden, sperm takviyelerine antioksidanlar eklenmektedir (Sinha et al., 1996).

5.2.1. Sperm motilitesi oram

Arastirmada ¢oziindiirme sonrasi, 20 denemede kaydedilen toplam sperm motilitesi orani,
Grup 1 (Yikanmis sperm), Grup 2 (Yikanmis sperm + 0,6 mM BHT), Grup 3 (Yikanmis sperm +
2,0 mM BHT), Grup 4 (Yikanmig sperm + 5,0 mM BHT), Grup 5 (Yikanmamis sperm) ve Grup
6 (Yikanmamisg sperm + 5,0 mM BHT) i¢in sirasiyla; % 48,74+1,45, % 65,43£1,53, %
71,65+2,86, % 57,04+2,60, % 40,97+2,05 ve % 53,28+3,44, olarak belirlenmistir. Diger yandan,
gruplarin elde edilen ortalama progresif spermatozoa motilitesi oranlari, sirasiyla; % 22,45+4,41,
% 38,12+4,92, % 42,444529, % 23,46%£2,37, % 20,62+2,66 ve % 28,62+2,52, olarak

saptanmuistir.
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Calismada ¢O6ziindiirme sonrasi yikanmis spermada en yiksek toplam ve progresif
spermatozoa motilitesi oran1 sirasiyla; % 71,65+2,86 ve % 42,44+5,29 ile TCG sulandirici igin 2
mM BHT igeren grupta saptanmistir. En diisiik motilite orani ise % 48,74+1,45 ve % 22,45+4,41
ile TCG sulandiricisina BHT ilavesi igermeyen grupta (Kontrol grubu) elde edilmistir. Diger
yandan, ¢oziindiirme sonrasi yikanmamis spermada en yiiksek toplam ve progresif spermatozoa
motilitesi orani sirasiyla; % 53,28+3,44 ve % 28,62+2,52 ile TCG sulandiricisina 5 mM BHT
ilavesi iceren gruptadir. En diisiik motilite orani ise % 40,97+2,05 ve % 20,62+2,66 ile TCG
sulandiricisina BHT ilavesi igermeyen grupta (Kontrol grubu) tespit edilmistir. Ayrica en yiiksek
motilite oran1 % 50.11£2.17 ile yikanmis sperma grubunda kaydedilmistir. En diisiik motilite

orani ise 42.20+1.91 ile yikanmamis sperma grubundadir.

Bu calisma sonuglart Dewry et al. (2015) bildirdigi sonuglar ile uyumludur. Tekelerde
Dewry et al. (2015), 2,0 mM E vitamini i¢eren Tris sulandiricida, 0,0, 5,0 ve 7,0 mM E vitamini
icerene gore hem ekilibrasyondan hem de dondurmadan sonra sperm motilitesi oranlar1 6nemli
Olctide (P<0,01) yuksek oldugunu bildirmistir. 50 ve 7,0 mM E vitamini ilavesinde ise
kontrolden daha diisiiktir. Lalramdintluanga (2012) tarafindan teke spermasinda da benzer
sonuglar bildirilmistir. Sulandiricidaki 3,5 ve 4,5 mM E vitamini ile teke spermaninda
¢ozindlrme sonrasi sperm motilitesinde 6nemli bir gelisme de rapor edilmistir (Saraswat et al.,
2012). Igbal et al. (2015), BHT inkliizyonlarinin sperm motilitesini olumsuz etkiledigini (P<0,05)
bildirmis ve maksimum sperm motilitesine 0,0 mM BHT muamelesi ile ulagilmistir. Bununla
birlikte, ¢6zlindlrme sonrasi progresif motilitedeki bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir.

Anilan ¢aligmanin istatistiksel bulgular1 tez ¢calismasiyla uyumlu degildir.

Akeel et al. (2011) tarafindan yapilan benzer ¢alismada Boer tekelerinde kontrol grubuna
gore sperm motilitesi, incelenen tiim BHT gruplarinda (0,5, 1,0, 2,0 ve 3,0 mM) 6nemli 6lcude
(P<0,05) daha yiiksek oldugunu gostermis, ancak gruplar arasinda morfoloji 6zelliklerinde
onemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Sperma sulandiriciya 2,0 mM BHT eklenmesi, diger
gruplarla karsilastirildiginda, sperm oOzelliklerinde genel bir gelisme gostermistir. Anilan
calismanin istatistiksel bulgulari tez ¢alismasiyla uyumludur. Khalifa et al. (2008) 0,6 mM BHT
ile muamele edilen spermlerin ortalama ¢6ziindiirme sonras1 motilite orani, kontrol ve 0,3 veya
0,9 mM BHT ilave edilen spermlerinden 6nemli Ol¢ide (P<0,05) daha yiksek oldugu

bildirmistir. Ayrica, 5,0 mM BHT’nin yumurta sarist1 bazli sulandiricilarina eklenmesi,
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¢cozlndirme sonrast sperm motilitesinde dikkate deger bir (P<0,05) artisa neden olmustur
(Khalifa et al., 2008). Dewry et al. (2020), dondurulmus/¢6ziilmiis teke spermasinda sperm
motilitesinin, canli spermin ve canli saglam akrozomun 200 uM BHT, 200 uM BHT + 2 mM ve
kontrol ile karsilastirildiginda 2 mM E Vitamini i¢in 6nemli 6lgtide (P<0.05) daha yiiksek oldugu
gostermistir. Bu calisma sonuglari Dewry et al. (2020) bildirdigi sonuglar ile uyumludur.

Nain et al. (2023), Murrah manda sperma sulandiricisina artan konsantrasyonlarda BHT
(0,5, 1,0 ve 2,0 mM) eklenmesiyle ¢Oziilmiis spermatozoanin hareketliliginin ve canliliginin
tyilestirdigini (P<0,05) gOstermistir. Spermatozoanin maksimum motilitesi ve canliligi 5,0 mM
BHT'nin eklenmesiyle iyilestirilmistir (P<0,05). Sperma sulandiriciya 2,0 mM BHT eklenmesi,
0,5 ve 1,0 mM BHT eklenmesine kiyasla spermatozoanin motilitesini azaltmistir. Benzer bir
sekilde Ijaz et al. (2009), manda sperma sulandiricisina artan konsantrasyonlarda BHT (0,5, 1,0,
2,0 ve 3,0 mM) eklenmesiyle ¢oziilmiis spermatozoanin hareketliliginin iyilestirdigini (P<0,05)
gostermistir. Spermatozoanin maksimum motilitesi 1,0 ve 2,0 mM BHT'nin eklenmesiyle
iyilestirilmistir (P<0,05). Farshad et al. (2010) tarafindan ko¢ spermasinda da benzer sonuglar
bildirilmigtir. Ancak sperma sulandiriciya 3,0 mM BHT eklenmesi, 1,0 ve 2,0 mM BHT
eklenmesine kiyasla spermatozoanin motilitesini azaltmistir. Elde ettikleri istatistiki bulgular, tez

calismasiyla uyumludur.

Akhil Patel et al. (2015), Hariana boga spermatozoasinda sperm hareketliligi i¢in de benzer
bir egilim goriilmistiir. Kontrol gruba gére hem 0,5 hem de 1,0 mM BHT gruplarimin her ikisinde
de progresif motilite 6nemli 6lgide artmistir (P<0,05). 1,0 mM BHT grubu, islem siirecinin Ug
asamasinin timiinde de progresif motilite agisindan en iyi sonuglari gostermistir (sicakligin
5°C/dk'da 4'ten -10°C'ye, 40°C / dk'da -10'dan -100°C'ye, 20°C/dk'da -100'den -140°C'ye
diisiiriilmiistiir). Benzer bir calismada Asmaa Mostafa et al. (2019), kontrol grubuna kiyasla 1,0
ve 1,5 mM/mL BHT ile Tris-sitrat-fruktoz yumurta sarisi gliserol (TCFYG) sulandiricida
sogutulan spermada 1,5 mM/mL kullanimiyla daha iyi sonuglara ulasilarak progresif motilitenin
artigmmi (P<0,05) belirtmistir. Ancak Lesitin (TCFGL) sulandirict ile sogutulan sperma, 0,5
mM/mL BHT ile TCFYG sulandirici ile karsilastirildiginda daha iyi sperma kalitesi sergilemistir.
Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, sirasiyla; 1,0 ve 0,5 mM/mL'lik BHT konsantrasyonlarinda,

1,0 mM/mL'de iistiin olmak {izere progresif motilite iyilestirilmistir (P<0,05).
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Mandada benzer sonuclara gére, Wadood et al. (2016) kontrol grubu hari¢ dimetilsulfoksit
(DMSO) dahil diger gruplara gére 2,0 mM BHT'nin daha yuksek (P<0,05) sperm motilitesi
kaydetmistir. Ancak, 0,0, 2,0 mM BHT ve DMSO grubuna kiyasla 2,25 mM'de daha yuksek
DNA hasar1 kaydedilmistir. BHT ile muamele edilen gruplarda DMSO ve kontrol grubu ile
karsilastirildiginda daha diisiik bir lipid peroksidasyonu da kaydedilmistir (Wadood et al., 2016).
Bunun nedeni, asir1 antioksidan normal spermatozoa fonksiyonu i¢in gerekli kabul edilen
oksidanlarin fizyolojik seviyesini azalttigi igin BHT'nin toksik etkileri olabilir (Roca et al., 2004).
Ayrica, daha yiiksek BHT konsantrasyonlari, son olarak plazma zar1 gegirgenligi artiran ¢oklu
doymamus yag asitlerinde (PUFA) spermatozoa zarindaki oksidasyon hizini azaltarak spermleri

kriyo-yaralanmaya kars1 savunmasiz hale getirmektedir (Shoae and Zamiri, 2008).

Cozdirmeden sonra sperm motilitesinde gozlemlenen fark, seminal plazmanin
ayrilmasindan, dondurma sirasinda kullanilan seyrelticilerin miktar, oranlarindaki farkliliktan ve
seyrelticide bulunan bilesenlerden, ozellikle sperm seyrelticideki yumurta saris1 miktarindan
kaynaklaniyor olabilir. Sperm artiriciya eklenen antioksidanlarin miktari, oran1 ve tipindeki
farkliliklarin yani sira ek olarak, spermi kurtarmak ve dondurmak icin kullanilan tekniklerdeki
farkliliklar, ¢6zme siireleri, sicakliklarindaki degisiklikler, analizorler veya ekipmanlardan da
kaynaklanabilir. Ayrica tiir, irk, mevsim ve bireysel farkliliklar hareket hizlarinda farkliliklara

neden olabilmektedir.

Dondurulma ve ¢6ziilme islemi sirasinda, akrozom hasarinin indiiklenmesi nedeniyle ROS
uretimi meydana gelir, daha sonra erken kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu ile sonuglanir
(Uysal et al., 2007). Akrozom ve plazma zarmin biitiinliiginde BHT'nin neden oldugu iyilesme
icin Onerilen bir mekanizma, BHT'nin hiicre zarina dahil edilmesiyle, zarlarin artan gecirgenligi
ve smirlt lipid peroksidasyon reaksiyonlari ile sonuglanmasidir (Shoae and Zamiri, 2008).
Tersine, Aitken and Clarkson (1988), BHT'nin lipit peroksil radikallerini hidroperoksitlere

dontistiirebilecegini ve bunun da spermatozoa hasarini azaltabilecegini 6ne siirmiislerdir.

Kriyoprezervasyon sirasinda BHT'min koruyucu mekanizmasini agiklamak icin ¢esitli
yazarlar tarafindan cesitli hipotezler ve tahminler yapilmistir. Snipes et al. (1975) ve
Hammerstedt et al. (1976), BHT'nin antiviral aktiviteye sahip oldugunu ve bdylece lipid i¢eren

viriisleri inaktive edebilecegini 6ne siirmiistiir. Ayrica Hammerstedt et al. (1976), fenolik bir



56

antioksidan olarak BHT'nin spermatozoal membrana dahil oldugunu ve bdylece membran
lipidlerinin viskozitesini azalttigin1 one stirmiistiir. Bu, diisiik sicakliklarda daha fazla lipid
akigkanlig1 anlamina gelebilir ve hiicreler soguk soka maruz kaldiginda sperm plazma zarimin

gecirgenlik degisikliklerini énleyebilir veya biyik 6l¢iide azaltabilir.

Killian et al. (1989), Aitken and Clarkson (1988) ve Aitken, (1995), BHT'nin sperm
Ozelliklerine zarar1 en aza indirmek i¢in sulandirici ve sperm ile iligkili oksijen serbest
radikallerinin bir temizleyicisi olarak hizmet ettigini 6ne siirmislerdir. Ancak Watson (1981),
soguk soku sirasinda kog¢ sperminde meydana gelen hiicre zar1 bozulmasinin kapsamli oldugunu
ve tek basina lipit faz degisiklikleri kavramlariyla agiklanmasinin zor oldugunu 6ne siirmiistiir.
Bildirilen bazi arastirma sonuglarina gore optimal BHT konsantrasyonunun hayvan tirlerine
bagli oldugu ve 0,05-2,0 mM arasinda degistigi goriilmektedir (Bamba and Cran, 1992; Roca et
al., 2004; Shoae and Zamiri, 2008; ljaz et al., 2009).

Shoae and Zamiri (2008), sperma sulandiricida daha yiiksek seviyelerde BHT
kullanildiginda, plazma zarmin akigkanliginin istenen noktanin {izerine c¢ikabilecegini ve
spermatozoay1 akrozomal hasara daha yatkin hale getirebilecegini 6ne siirmiistiir. Ancak Watson
and Anderson (1983), optimal konsantrasyon olarak 2,0-4,0 mM BHT'yi bildirmistir. Khalifa et
al. (2008), yumurta saris1 bazli sperma sulandiriciya 5,0 mM BHT eklendiginde optimal teke
sperm kriyoprezervasyonunun saglandigimi bildirmistir. Optimal BHT konsantrasyonu ile ilgili
tirler ve laboratuvarlar arasindaki bu farkliliklar, bu antioksidanin oksidatif hasari onleme
tizerindeki potansiyel etkisinin, sulandirici bilesimi, seyreltme hizi, sogutma ve dondurma/¢dzme
yontemi gibi birgok faktore bagli olmasindan kaynaklanabilir (Khalifa et al., 2008) ve diger
tirlere kiyasla kog¢ sperminde diisiik kolesterol/fosfolipit oranina ve yiiksek doymamis fosfolipid

icerigine (Watson, 2000) sahip olan plazma membran bilesimi etkin rol oynayabilir.

BHT'min sperm hiicre zarina niifuz ettigi ve bdylece antioksidan savunmasini uyguladigi
varsayildigindan, BHT ilavesinin spermler lizerinde koruyucu bir rolii vardir (Shoae and Zamiri,
2008). Ayrica BHT penetrasyonu, peroksil radikallerinin hidroperoksitlere doniisiimii ile
spermlerin membran akigskanligini ve esnekligini arttirmaktadir. Bu mekanizmalarla BHT, sperm
kriyoprezervasyonunda bir antioksidan gorevi gormektedir. Calismalar, BHT'nin bir anti-lipid

peroksidasyon ajani olarak roliiniin oldugunu gostermistir ve bu nedenle kriyoprezervasyon
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sirasinda spermlere koruma saglamaktadir (Naijian et al., 2013). Bircok evcil hayvan tlriinde
yapilan aragtirmalar da BHT'nin donma-¢dziilme iglemi sirasinda spermler {izerinde koruyucu
etki gosterdigini gostermistir. BHT'nin faydali etkileri, ayn1 zamanda tiire bagh ve spesifik olan
sulandiricidaki konsantrasyona da baglidir. Daha onceki c¢alismalar, BHT'nin yararli roliiniin
BHT konsantrasyonuna, sperm membran bilesimine, inkiibasyon siiresine ve kriyoprezervasyon

islemi i¢in kullanilan sulandirici tipine bagli oldugunu bildirmistir (Roca et al., 2004).

Diger bir taraftan, bu arastirmada elde edilen sonuglar santrifiij ile sperma yikamanin teke
sperminin kriyoprezervasyonu iizerinde ¢esitli nedenlerle olabilecek faydali bir etki sagladigini
gostermistir. Bunun bir nedeni, santrifiijleme yoluyla spermay1 yikamak i¢in kullanilan teknigin,
hasarli ve 6lii sperm oranini azaltmasi olabilir (Cebridn et al., 2010). Santriftjin etkileri
yikamanin yogunluguna ve kullanilan seyrelticilere bagli olmakla birlikte, bu durum spermi
olumsuz etkileyerek toplam sperm miktarmin %6-15'ini kaybetmesine neden olabilmektedir
(Ritar and Salamon, 1991; Leboeuf et al., 2000). Bispo et al. (2011)’nin bildirdigine ve teke
spermast i¢in tarif ettigine gore, spermanin yikanmasi yumurta sarisinin soguk sokuna karsi

koruyucu kapasitesini artirmig olabilmektedir.

5.2.2. Olii spermatozoa oram

Calismada ¢oziindiirme sonrasi yikanmis spermada en diisiik Olii spermatozoa orani1 %
28,34+2,86 ile Tris-sitrik asit-glikoz (TCG) sulandirici i¢in 2 mM BHT igeren grupta
saptanmistir. En yiksek olii spermatozoa orani ise % 51,25+1,45 ile TCG sulandiricisina BHT
ilavesi icermeyen grupta (Kontrol grubu) elde edilmistir. Diger yandan, ¢6ziindiirme sonrasi
yikanmamig spermada en diisiik 610 spermler oran1 % 46,71+3,44 ile TCG sulandirici igin 5 mM
BHT iceren gruptadir. En yiksek oli spermatozoa orani ise % 59,02+2,05 ile TCG
sulandiricisina BHT ilavesi igermeyen grupta (Kontrol grubu) gézlenmistir. Ayrica en diistik 61U
spermatozoa orant 49.90+2.17 ile yikanmis sperma grubunda kaydedilmistir. En yiksek 6l

spermatozoa orani ise 49.90£2.17 ile yitkanmamis sperma grubundadir.

Bu calisma sonuglart Dewry et al. (2015) ile uyumludur. Dewry et al. (2015), 2,0 mM E
vitamini i¢eren Tris sulandiricisinda, 0,0, 50 ve 7,0 mM E vitamini icerene gbre hem

dengelemeden sonra hem de dondurmadan sonra canli sperm yiizdelerinin 6nemli Olcide
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(P<0,01) oldugunu bildirmistir. Ayrica, 5,0 mM ve 7,0 mM E vitamini igceren grupta kontrolden
daha diisiikken, dengelemeden sonra canli sperm yiizdesi 5,0 mM E vitamini ve kontrol arasinda
onemli Olgiide farklilik gostermemistir. Lalramdintluanga (2012) tarafindan teke spermasinda da
benzer sonuglar bildirilmistir. Bununla birlikte, ¢6ziilme sonrasi canlilik yaniti, 2,0 mM ve 5,0
mM BHT konsantrasyonu igeren spermlerin canliliginin, kontrol grubu ile karsilastirildiginda

strastyla; %59,00£3,74, %59,90+2,78 ve %54,4043,68 oldugu gosterilmistir.

Ustelik, Boer tekelerde kontrol grubuna gére Akeel et al. (2011), sperm canliliginin,
muamele edilen tim BHT gruplarinda (0,5 mM, 1,0 mM, 2,0 mM, ve 3,0 mM) énemli 6l¢lide
(P<0,05) daha yiiksek oldugunu gostermis, ancak gruplar arasinda morfoloji 6zelliklerinde
6nemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Sperma sulandiriciya 2,0 mM BHT eklenmesi, diger
gruplarla karsilastirildiginda, sperm 6zelliklerinde genel bir gelisme gostermistir. Elde ettikleri
istatistiksel bulgular, tez ¢alismasiyla uyumludur. Khalifa et al. (2008), Damascus tekelerinin
sperma sulandiricilarina artan konsantrasyonlarda (0,6 mM, 2,0 mM, ve 50 mM) BHT
eklenmesiyle saklanan spermlerin canlilik indekslerinin 6nemli Ol¢iide (P<0,01) iyilestigini
gostermistir. Canlilik indeksinin maksimum degerine (114,51+4,25) spermatozoanm 5,0 mM
BHT'ye maruz birakilmasindan sonra ulagilmistir. Ayrica, 0,3 mM veya 0,6 mM BHT iceren
seyrelticilerin eklenmesiyle korunmus spermlerin canlilik indeksleri énemli 6l¢iide (P<0,01)
artmustir. Canlilik indeksinin en ytiksek degeri (106,17+2,41) spermaya 0,3 mM BHT ilavesinden
sonra elde edilmistir (Khalifa et al., 2008). Aksine, seyrelticilere depolama 6ncesi 5,0 veya 8,0
mM BHT ilavesi 6nemli 6lcude (P<0.01) korunmus spermatozoanin canlilik indekslerinde agik

bir azalmaya yol agmustir.

Koclarda en diisiik canlilik antioksidan igermeyen yikanmamis spermde goézlenirken, 5,0
mM BHT ilave edilen sulandiricida saklanan yikanmis spermde, eklenen seminal plazmanin
varligl veya yoklugundan bagimsiz olarak diger muameleye gore anlamli olarak daha yiiksek
canlilik gozlenmistir (Maria Jesus Palomo et al. 2017). Benzeyen bulgularda Anghel et al.
(2010)’e gore kog spermasinda rapor edilmistir. Ayrica, Ceylan vd. (2013) ko¢ spermasinin kisa
slireli saklanmasinda (72 saat siiresince) BHT ilavesiyle canli spermatozoa oran1 bakimindan 0 ile

72 saatler arasinda istatistiksel olarak dnemli farkliliklar olusturmadigini belirlemistir (P>0,05).
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[jaz et al. (2009), manda sperma sulandiricisina artan konsantrasyonlarda BHT (0,5, 1,0,
2,0 ve 3,0 mM) eklenmesiyle ¢oziilmiis spermatozoanin canliligi en iyi 1,0 ve 2,0 mM BHT
grubunda gozlenmistir (P<0,05). Canlilik i¢in en yiiksek degerler 2,0 mM BHT
konsantrasyonunda elde edilmistir. Sperma sulandiriciya daha yuksek (3,0 mM) BHT eklenmesi,
1,0 ve 2,0 mM BHT'ye kiyasla spermatozoanin canliligini azaltmistir (ljaz et al., 2009). Farshad
et al. (2010) tarafindan ko¢ spermasinda da benzer sonuglar bildirilmistir. Elde ettikleri

istatistiksel bulgular, tez calismastyla uyumludur.

Asmaa Mostafa et al. (2019), kontrol grubuna kiyasla 1,0 ve 1,5 mM/mL BHT ile TCFYG
sulandiricida sogutulan spermada 1,5 mM/mL kullanimiyla daha iyi sonuglara ulasilarak sperm
canliliginin arttigin1 (P<0,05) belirtmistir. TCFGL sulandirict ile sogutulan sperma, 0,5 mM/mL
BHT ile TCFYG sulandirici ile karsilastirildiginda daha iyi sperma kalitesi sergilemistir. Kontrol
ile karsilastirildiginda, 0,5 mM/mL BHT ile sperm canlilig1 iyilestirilmistir. Asmaa Mostafa et al.
(2019) bildirdigine gore, elde ettikleri istatistiksel bulgular, tez ¢caligmasiyla uyumludur. Wadood
et al. (2016) (kontrol grubu haric DMSO dahil) diger gruplara gore 2,25 mM BHT'de,
spermatozoa canliligi daha yiiksek BHT seviyesinde i¢ organlarin zarar gormesi nedeniyle
sirastyla; 1,75 mM ve 2,0 mM BHT'ye gore daha diisiik belirlemistir (P<0,05).

Bu sonug, sperma seyreltici ile en iyi sonuglari elde etmek i¢in uygun BHT seviyelerinin
gerekli oldugunu ortaya koymustur. Yumurta sarisindaki yiiksek yogunluklu lipoprotein, sperm
fonksiyonuna miidahale ederek, kriyoprezervasyon sirasinda yumurta sarisinin koruyucu
etkisinin azalmasina neden olmaktadir (Akhter et al., 2011). Bu nedenle, TCG'de daha yuksek
BHT konsantrasyonlar1 gereklidir. Yukarida belirtilen sperma degiskenlerini iyilestirmek icin
dondurma asamasinda daha yuksek BHT konsantrasyonlari gereklidir. 2,0 mM/mL BHT
kullanimi ile TCG'de uzatilan dondurma / ¢ozdiirme sonrasi sperm kalite parametrelerinde bir
iyilesme olmustur. TCG'de seyretilmis sperma ile ilgili olarak, 0,6-2,0 mM/mL BHT ilavesiyle
iki degisken hareketlilik ve canlilik artmistir. Alternatif olarak, 2,0 mM/mL'nin lzerinde daha
yiksek BHT konsantrasyonlarinin kullanilmasi, sulandiriciya eklendiginde sperm Kkalite
ozelliklerini azaltmistir. Bu azalma, daha fazla antioksidan, normal sperm metabolizmas ile ilgili
olan oksidanlarin fizyolojik seviyesini azalttigi icin BHT'nin tehlikeli 6zelligine atfedilebilir

(Roca et al., 2004). Ayrica, yiksek BHT seviyeleri, spermleri, besinlerin spermatozoaya niifuz
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etmesinde basarisizlikla (Wadood et al., 2016) birlikte kriyohasara yatkin halede getirmektedir
(Shoae and Zamiri, 2008).

Optimal BHT konsantrasyonlarmin hayvan tiirlerine bagl oldugu gériilmektedir. Ornegin,
optimal BHT konsantrasyonu domuz (Bamba and Cran, 1992 & Roca et al., 2004) i¢in 0,2-1,6
mM/mL ve boga (Shoae and Zamiri, 2008, Mutha Rao et al., 2012, Khumran et al., 2015, Patel et
al., 2015) icin 0,5-1,5 mM/mL idi. Bununla birlikte, koglarda (Farshad et al., 2010) ve tekelerde
(Khalifa et al., 2008, Naijian et al, 2013, Igbal et al., 2015, Alcay et al., 2016) istenen
¢Ozundiirme sonrasi1 sperm kalitesini elde etmek i¢in daha yliksek BHT konsantrasyonlar1 (2,0-
5,0 mM/mL) 6nerilmistir. Soguk soku sirasinda kog ve teke spermasinda meydana gelen sperm
hlcre zar1 bozulmasi, yliksek PUFA konsantrasyonlari nedeniyle kapsamlidir ve tek bagina lipit
faz degisiklikleri kavramlariyla agiklanmasi zordur (Khalifa et al., 2008, Farshad et al., 2010,
Naijian et al, 2013, Igbal et al., 2015).

Bu nedenle, sperma seyrelticisinde zenginlestirilmis daha yiiksek BHT ilavesi, bu tir
hayvanlarda dondurma sonrasi daha yiiksek sperma kalitesi elde etmek igin optimaldir. BHT'nin
dondurma o6ncesi ve ¢ozundirme sonrasi sperma ozellikleri tzerindeki olumlu etkisi, BHT'nin
lipit ¢ozlinirligii nedeniyle sperm membran gegirgenligini korudugu bilgisine baglanabilir
(Khalifa et al., 2008). BHT, E vitamininin sentetik bir analogudur ve temizleyici bir antioksidan
degil, ROS zinciri i¢in bir kiricidir, bu nedenle hedef, oksijen serbest radikal Gretimini
etkilemeden sperm zarinin biitiinliigiinii korumaktadir. BHT'nin bir bagka iyilestirici etkisi, anti-
viral aktivitesinden kaynaklanmaktadir ve bu nedenle spermada lipit iceren virusleri inaktive
edebilir (Shoae and Zamiri, 2008).



61

6. SONUC VE ONERILER

Basarili sperm dondurma, birgok faktoriin dengesini gerektiren karmagik bir prosediirdiir.
Bir dondurma yodnetimi bir tirden sperm icin en uygun hale getirilmis, bir baska tiir igin uygun
olmayabilir. Teke spermi bu temanin miikemmel bir 6rnegidir. Teke spermi diger evcil tiirlerden
alinan spermlerle donmus besiyeri, kriyoprotektanlar, dondurma ve ¢dzme gibi ortak 6zelliklere
sahip olsa da bu tiir maksimum canliligi elde etmek igin ¢Ozdirmeden sonra &zel bakim
gerekmektedir. Cozundiirme isleminden sonra spermatolojik parametreler tizerinde olumlu etkisi
oldugu dusiiniildiigii i¢in sperm katki maddelerine antioksidanlar eklenmektedir. Genellikle
pozitif etkiler olmasma ragmen, antioksidanlar etkileri hayvan turtine, antioksidan tipine ve

dozuna, seyreltici bilesenlere ve sogutma uygulamalarina gore degisebilmektedir.

Bu arastirmada elde edilen sonuclar, kullanilan sulandirici tipine ve dondurma asamasina
bagli olarak Saanen teke spermasinin dondurulmasi igin 0,6 ile 2,0 mM/mL arasinda degisen
BHT konsantrasyonunun optimum olabilecegini gostermistir. Cozlndirme sonrasi yikanmis
spermada hem en yiiksek motilite oran1 hem de en diisiik 6lii spermatozoa orani tris-sitrik asit-
glikoz (TCG) sulandiricisina 2 mM BHT ilavesi igeren grupta kaydedilmistir. Bunun sonucu
olarak, toz yumurta sarisi bazli ortamda kriyoprezerve edilmis yikanmis ve yikanmamisg
spermlerin kalite parametrelerinin ¢ogunu iyilestirmek i¢in 2.0 mM konsantrasyonda BHT ilavesi
Onerilmistir. Ancak TCG sulandiricisina BHT'nin daha ylksek oranda takviyesi, sperma
oOzellikleri Gzerinde tehlikeli etkilere neden olabilmektedir.

Ayrica, bu ¢alismada hem en yiiksek motilite oran1 hem de en diisiik 6li spermatozoa orani
yikanmig sperma grubunda kaydedilmistir. Bununla birlikte, spermanin ilk santrifujlenmesiyle
spermin yikanmasinin, spermin dondurularak hayatta kalmasinin iyilestirilmesi i¢in onerilmistir.
Saanen tekelerde BHT ilavesiyle 6nemli bir 6lgiide hem sperm motilitesi hem de sperm canlilig:
orant artmistir. Bununla birlikte, Saanen kegcisinin verimlilik kapasitesini gelistirmek i¢in ve
mevcut sonuglart dogrulamak amaciyla bu faydali etkilerin uygulanip uygulanmayacagindan
emin olmak icin daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir. Ustelik, in vitro veya in vivo fertilizasyon

yoluyla daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir.
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Bu c¢alismada, BHT ile spermanin ¢oziindlirme sonrasi Kkalitesinin artmasi, ROS'un
membran lipitlerindeki yag asidi zincirleri arasinda olusturdugu kovalent baglari kirabilmesi ve
serbest radikalleri temizleyerek sperm zarindaki lipit peroksidasyon reaksiyonunu
engelleyebilmesi nedeniyle olabilir. Bdylece, BHT Saanen teke sperminin hipotermik korunmasi

i¢in giivenilir bir yumurta saris1 yardimcisi olarak kullanilabilir.
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