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ARASTIRMA

Dondurulmus Boga Spermatozoonlarinin Progresif Motilitesi,
Kinematik Parametreleri ve Mitokondriyal Membran
Potansiyeli Uzerine Vajinal Cozdiirme Yonteminin Etkisi

Bu galismanin amaci, donmus boda spermasinda iki farkli ¢zme ydnteminin (inek vajinasinda ya
da 1k su banyosunda) c¢ozilme sonrasi spermatolojik parametreler uzerindeki etkilerini
karsilagtirmakti. Calismada doért adet Simental bogaya ait toplam kirk sekiz adet 0.25 mL'lik payet
kullanildi. Payetler 1k suda ¢6zdirme (standart) yonteminde 38°C'deki su banyosunda 25
saniyede ¢Ozdurilirken, vajinal ¢ézdirme yénteminde inegin vajinasinda 3 dakikada ¢6zdirildu.
Cozdurulen boga spermasinin hareketlilik ve kinematik parametre degerleri bir bilgisayar destekli
sperm analiz (CASA) sistemi kullanilarak degerlendirildi. Ayrica spermatozoanin mitokondriyal
membran potansiyeli Flow-sitometri ile belirlendi. Ilik su banyosunda ¢6zdurilen 6rneklerle
kargilastirldiginda vajinal ¢ézdirme yodntemi ile ¢dzdirllen spermalarda; total motilite, yuksek
mitokondriyal aktiviteye sahip spermatozoon orani, hizli spermatozoon orani ve VCL 6nemli
derecede daha dusuk (P<0.05) iken, 6lG spermatozoon orani, LIN ve STR 6nemli derecede daha
yuksekti (P<0.05). Bununla birlikte, progresif motilite, VAP, VSL, WOB, ALH, BCF agisindan iki
¢ozdirme yontemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik yoktu (P>0.05). Sonug olarak
donmus boga spermasini dogrudan tohumlama kateterine vyerlestirip inegin vajinasinda
¢ozdurilmesi; ¢ozdirme sonrasi yeterli spermatolojik kalitenin elde edilmesini saglayabilir. Bununla
birlikte, bu yéntemi saha kosullarinda kullanmadan 6nce, daha buyuk populasyonlardaki bireysel
farkliliklarin ve inkiibasyon siresinin ¢ézllme sonrasi spermatolojik 6zellikler Uzerindeki etkilerini
belirlemek faydal olabilir.

Anahtar Kelimeler: Boga, sperma, vajinal ¢ézdiirme, CASA, flow-sitometri, motilite

The Effect of Vaginal Thawing Method on Progressive Motility, Kinematic
Parameters and Mitochondrial Membrane Potential of Frozen Bull Spermatozoa

The objective of this study was to compare the effects of two different thawing methods (in the
vagina of cow or in warm water bath) on post-thaw spermatological parameters in frozen bull
semen. A total forty-eight-0.25 mL straws belonging four Simmental bulls were used in this study.
While straws were thawed in a water bath at 38°C for 25 seconds in warm water thawing (standard)
method, they were thawed in the vagina of cow by holding for 3 minutes in vaginal thawing method.
Motility and kinematic parameter values of thawed bull semen were evaluated using a computer-
assisted sperm analyzer (CASA). In addition, mitochondrial membrane potential of spermatozoa
was determined by using flow-cytometry. While the total motility, the rate of sperm with high
mitochondrial activity, the rate of rapid spermatozoon and VCL was significantly lower (P<0.05), the
rate of dead spermatozoon, LIN and STR was significantly higher (P<0.05) in vaginal thawing
method compared to samples thawed in warm water bath. However, there was no statistically
significant difference between the two thawing methods in terms of progresif motility, VAP, VSL,
WOB, ALH, and BCF (P>0.05). In conclusion, it can provide sufficient spermatological quality after
thawing by placing frozen bull semen directly into the insemination catheter and thawing it in the
cow's vagina. However, it may useful to determine the effects of individual differences in larger
populations and incubation time on post-thaw spermatological characteristics before using this
method in field conditions.

Key Words: Bull, semen, vaginal thawing, CASA, flow-cytometry, motility

Girig

Gliseroliin  kriyoprotektif  etkisinin  kesfedilmesinin  ardindan  spermanin
dondurulmasi alaninda énemli gelismeler kaydedilmis ve &zellikle boda spermasinin
dondurularak uzun sureli olarak saklanabilmesindeki basari; Dinya genelinde sigir
yetistiriciligi alaninda ydratilen suni tohumlama uygulamalarinin  6nemli  dlgide
yayginlasmasini saglamistir (1, 2). Suni tohumlama yonteminin saha sartlarinda etkin
bir sekilde uygulanmaya devam etmesi, her seyden oOnce yapilan uygulamalar
sonucunda vyeterli dizeyde gebelik orani elde edilmesine baglidir. Basarili bir
fertilizasyonun gercgeklesebilmesi; spermatozoon ve ovumun disi genital kanalda uygun
yer, ortam ve zamanda karsilasmasina baglidir. Bunun igin spermatozoonlarin kendi
hareket yetenekleri ile disi genital kanalda ilerleyerek fertilizasyon bélgesine ulagmalari
gerekir. Bu sebeple ineklerde suni tohumlama uygulamalarinda kullanilacak
dondurulmus boga spermasinin ¢bdzdirme sonrasi kalitesinin belirli standartlarin

" Yiritilen arastirma, TUBITAK—2209-A Universite Ogrencileri Arastirma Projeleri kapsaminda
02.03.2023 tarihinde kabul edilen 1919-B01-2220414 no’lu proje ile desteklenmis olup calisma
sirasinda kullanilan sarf malzemelerin bir bélimi bu proje destegi ile finanse edilmistir.
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Uzerinde olmasi gerekir (3, 4). Cozdirtlmis bir payet
icerisindeki spermanin  spermatolojik  6zelliklerinin
belilenmesinde en yaygin olarak kullanilan ydntem;
spermanin motilite oraninin  belirlenmesidir. Bunun
yaninda, spermatozoonlarin birtakim hareket
ozelliklerinin  bilinmesi de spermatozoonlarin hareket
cesitliliginin degisik yonlerden karsilastiriimasi agisindan
onemlidir. Spermatozoonlarin  hareket &zelliklerinin
dogru tespit edilmesinde, Bilgisayar Destekli Sperm
Analiz (CASA) sistemleri dnemli bir aractir. Bu agidan,
CASA sistemleri sayesinde total ve progresif motilite
degerleri ile birlikte cesitli kinematik parametreleri de
ayrintil bir sekilde incelenebilir (5, 6).

Spermatozoonun kuyruk béliminin orta kisminda
bulunan mitokondriler, oksidatif fosforilizasyon yoluyla
ATP Ureterek kuyrugunun koordineli bir sekilde kamgisal
hareket etmesini saglarlar. ATP uretiminin devamlihgi
icin yuksek mitokondriyal membran potansiyeli gereklidir.
Ancak spermatozoonlarin mitokondrilerinde olugan bir
hasar, ATP Uretiminde ve dolayisiyla spermatozoon
hareketliliginde bir azalmaya yol agar. Bu nedenle,
dondurulmus spermadaki spermatozoonlarin ¢ézdirme
sonrasi fizyolojik durumunu incelemek amaciyla hareket
6zelliklerinin yaninda mitokondriyal membran
potansiyelinin de belirlenmesi &énemlidir. Bu acidan
spermatolojik muayeneler kapsaminda 6zel floresan
boyalar yardimiyla slspansiyon halinde bulunan
spermatozoonlarin flow sitometri cihazinin kilcal kanal
boyunca tek tek gegmesi saglanarak mitokondriyal
membran potansiyelinin degerlendirilmesi olduk¢a hizli
ve guvenilir bir sekilde yapilmaktadir (7-9).

Bircok turde dondurulmus sperma ile yapilan suni
tohumlama uygulamalari sonucu elde edilen gebe kalma
oranlari, dogal asim sonucu elde edilen oranlara gére
daha disik olmasina ragmen, Ozellikle sigir
yetistiriciliginde elde edilen sonuglarin oldukga tatmin
edici olmasi, bu tiurde suni tohumlama ydnteminin
kullanilabilirligi agisindan 6nemli bir uygulama alani
olusturmustur.  Bununla  birlikte, sigirlarda  suni
tohumlama sonucu elde edilen gebelik oranlarini
etkileyen en onemli faktérler arasinda; hayvanin
fizyolojik durumu, tohumlama zamani, cevresel faktorler
ve tohumlamada kullanilan spermanin kalitesi sayilabilir.
Bu faktorler iginde suni tohumlama uygulamalarinda
kullanilacak dondurulmus spermanin ¢dézdirme sonrasi
kalitesinin yuksek olmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu ylizden
saha sartlarinda  kullanilan  dondurulmus  boga
spermalarinin, ¢6zdirme sonrasi belirlenen Kkalite
standartlarini tagimasi istenmektedir (10, 11).

Disi genital kanala aktarildigi sirada kullanilan
payetlerdeki dondurulmus sperma kalitesinin disik
olmasi veya herhangi bir sebebe bagl olarak azalmasi,
suni  tohumlama uygulamalarindaki basari oranini
disguUrirken, ayni zamanda 6nemli bir ekonomik kaybin
olusmasina da yol agabilir (12, 13). Bu ylzden saha
kosullarinda yapilan uygulamalar sirasinda,
dondurulmus sperma payetlerinin sivi azot tankindan
alinmasindan hayvana uygulanincaya kadar gegen her
asama titizlikle ve kurallarina uygun bir sekilde
yuratilmelidir. Bu uygulamalar igerisinde dondurulmus
sperman iceren payetlerin ¢dzdurilme prosediri ve
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¢ozuldukten sonra maruz kaldigi ortam oldukga dnemli
bir asama olup spermatozoonlarin motilitesini ve hareket
Ozelliklerini etkileyebilir (14). Bu agidan, ¢dézdirme iglemi
sirasinda hatali uygulamalarin yapilmasi, en iyi sartlarda
dondurulmus kaliteli payetlerin bile ¢ok duisik motilite
sonuglari vermesine neden olabilir (15).

Glnumizde dondurulmus sperma payetlerinin
sicak su banyosu igerisinde tutularak ¢ozdurilmesi;
pratikligi ve saha sartlarinda uygulanabilirli§i agisindan
glinimuzde en iyi ¢dzdirme ydntemi olarak kabul
edilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda (16-18) saha sartlari
distndldiginde; dondurulmus boda spermasi igeren
0.25 mL hacmindeki mini payetlerin 38°C’deki su
banyosu igerisinde 25-30 saniyede ¢6zdurulmesi tavsiye
edilmektedir. Su banyosu sicakhiginin 38°C olmasinin en
o6nemli avantaji; kolay ayarlanabilmesi ve payetin bu
sicaklik derecesinde 25 saniyeden daha uzun bir sire
tutulmasi durumunda bile spermanin sicakliginin
hayvanin vicut sicakhgini asamamasidir (19). Bu
yontemin disinda, dondurulmus boda spermasi igeren
payetin su banyosunda 22°C veya 28°C’de 25 saniye
sure ile tutularak ¢oézdirtlmesi ya da payetin gémlek
cebinde veya avug icinde tutularak ¢ézdurtlmesi gibi
yontemler, hatali ¢ézdiurme ydntemleri olarak kabul
edilmekte olup ¢ézdurme isleminden sonra yeterli
motilitenin sadlanamamasi nedeniyle pratik olarak
kullanilmasi uygun gorilmemektedir. Diger taraftan,
dondurulmus sperma payetinin sivi azot tankindan
alindiktan sonra inegin vajinasi igerisinde tutularak
¢ozdiurilmesi  yonteminin  sicak su  banyosunda
¢ozdirme yéntemine gobre ozel kosullarda
kullanilabilecek alternatif bir yontem olarak o&nerildigi
gOrulmektedir. Bu amagla yapilan uygulamalar,
tohumlanacak inedin hemen yakininda bulundurulan sivi
azot tankindan alinan payetin ¢ok kisa bir strede inegin
vajinas! igerisine konularak belirli bir siire bekletilip
¢ozdurilmesi seklindedir. Ancak bu sekilde
gerceklestirilen ¢ozdirmelerde normale yakin bir oranda
motilite sagdlanabilmesine ragmen, payetin asiri soguk
olmasi  tohumlanacak inekte stres faktorlerinin
uyariimasina neden olmaktadir. Bu sebeple, yéntemin
kullanilmasi zorunlu bir hal alirsa, stres faktorlerini
azaltmak icin payetin isletmedeki bir bagska inegin
vajinasinda ¢ozdurtlmesi tavsiye edilmektedir. Ayrica,
payetin azot tankindan alinmasindan sonra uzun sire
tasinmasini gerektiren bir ortam varsa bu yontem onemli
bir risk olusturabilir (20, 21).

Bu yontemin modifiye edilmis bir alternatifi ise; azot
tankindan alinan payetin suni tohumlama katateri igine
direkt olarak yerlestirilip ucu kesildikten sonra pistole
kilifi takilarak hazirlanan kataterin, suni tohumlama
yapilacak inegin vajinasina hizh bir sekilde yerlestirilip
¢oziinmenin inegin genital kanalinda saglanmasi
seklindedir. Bu sekildeki bir uygulamanin saha
sartlarinda denendigi bazi ¢alismalarda (17, 22) suda
¢ozdirme ydntemiyle karsilastirildiginda benzer gebelik
oranlari elde edildigi ileri sturilmektedir. Bu ydntem, diger
vajinal ¢ézdirme ydntemine goére sivi azotun sogutucu
etkisinden hayvanin strese girmesini 6nledigi gibi ayni
zamanda sicakligin sabit kalmasi ve stabil bir ¢éziinme
saglanmasi agisindan da bir avantaj saglayabilir.



Cilt: 38, Sayr: 1

Bununla birlikte, kataterin hazirlanmasi ve hayvana
uygulanma siresi i¢cinde gerceklesen ¢éziinme hizi elde
edilecek sperma kalitesini olumsuz ydnde etkileyebilir.
Yapilan saha calismalarinda (17, 22) vagina iginde
¢ozdirme ydnteminin ¢dzdiirme sonrasi spermatolojik
ozellikleri etkilenme dizeyi hakkinda ayrintili bir veriye
rastlanmamistir. Bu agidan, soguk tohumlama olarak
adlandirilan ve alternatif bir ¢ézdirme yontemi olarak
dugunudlen vajinal ¢ézdurme ydnteminde, payetlerdeki
spermatozoonlarin basglangi¢ total ve progresif motilite
degerleri, yiksek mitokondriyal membran potansiyeli ve
kinematik parametrelerinin etkilenme dizeyinin bilimsel
yontemlerle ortaya koyulmasi, saha uygulamalarinda
kullanilabilirliginin belilenmesi agisindan oldukga faydali
olacaktir. Ayrica payetler icerisinde dondurulmus boga
spermalarinin vajinal ydntemle ¢ézdirtlmesi neticesinde
normal standart protokol olan su banyosunda ¢6zdirme
yontemine benzer bir spermatolojik basari saglanirsa;
suni tohumlama éncesi yapilan hazirliklara daha pratik
bir uygulama sekli kazandirilarak pozitif bir etki
saglanabilir.

Bu bilgiler i1sidinda yulrutilen bu ¢alisma, vajinal
¢ozdirme vyontemi ile su banyosunda ¢ézdirme
yonteminin dondurulmus boga spermatozoonlarinin
¢6zdirme sonrasi total ve progresif motilitesi ile
kinematik parametreleri ve mitokondriyal membran
potansiyeli Uzerine etkilerinin kargilastirilmasi amaciyla
yapildi.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Calisma icin Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
(FUHADYEK)ndan onay alindi (Tarih: 22.03.2023 -
Protokol No: 2023/05-06).

Arastirmanin Yeri: Arastirmanin hayvan uzerinde
yapilan deneysel agsamalari; Firat Universitesi, Veteriner
Fakiltesi, Hayvan Hastanesi, Suni Tohumlama
Uygulama biriminde yapilirken, laboratuvar muayene ve
analizleri ise Firat Universitesi, Veteriner Fakdltesi,
Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Androloji
Laboratuvarinda gerceklestirildi.

Hayvan Materyali: Arastirmada materyal olarak
her grup icin Simental irkindan 4 farkli damizlik bogaya
ait farkli zamanlarda Uretilmis dondurulmus sperma
orneklerinden 6 adet payet olmak Uzere her iki ¢6zdirme
yontemi icin toplam 48 payet kullanildi. Gobletler
icerisinde temin edilen 0.25 mL’lik payetler, arastirma
suresince sivi azot tankindaki sivi nitrojen igerisinde
(-196°C’de) muhafaza edildi. Arastirma sirasinda,
dondurulmus sperma payetlerinin vajinada ¢ézdurilmesi
amaciyla; hayvan materyali olarak 3-4 yaslarinda genel
saglik durumu iyi ve herhangi bir reprodiktif problemi
olmayan bir inek kullanildi.

Deneysel Asama: Dort boga icin dondurulmus
sperma iceren payetler; kontrol grubu (n=24) ve
arastirma grubu (n=24) olarak iki gruba ayrildi. Kontrol
grubundaki payetler; sivi azot tankindan alinip 38°C’de
hazirlanmig su banyosu iginde 25 saniye silreyle
bekletilerek  ¢6zdurtldi.  Sirenin  sonunda su
banyosundan alinip bir pecgete ile kurulanan payetler,
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suni tohumlama kataterine yerlestirilerek Uzerine pistole
kilifi takilip normal proseddrlere uygun sekilde hazir hale
getirildi. Bu islemin ardindan katater, hazir tutulan bir
inegin vajinasi igerisine yerlestirilerek 3 dakika boyunca
sabit olarak tutuldu. Arastirma grubundaki payetler ise;
sivi azot tankindan alinip dogrudan suni tohumlama
kataterine yerlestirildi. Bunun ardindan bir makas
yardimiyla ucu kesilen payetlerin lzerine pistole kilifi
gecirildi. Hazir hale getirilen katater, hizli bir sekilde
(10 saniyeden daha az bir sirede) hazir tutulan inegin
vajinasi igerisine sokuldu. Katater, cervixin hemen dnuine
kadar ilerletilip burada 3 dakika boyunca tutularak
donmus spermanin vajina sicakhiginda (38.4°C’de)
¢ozinmesi saglandi. Her iki grup icin de, tamamlanan
inkibasyon suresinin ardindan hayvanin vajinasindan
cikartilan katater igerisindeki sperma, 37°C’ye isitiimis
bir ependorf tlipline aktarilip sicakhgi korunarak hizl bir
sekilde muayene laboratuvarina nakledildi. Bunu
takiben, laboratuvarda gerekli spermatolojik muayene ve
analizler gergeklestirilerek sonuglar kaydedildi.

Spermatolojik Muayene ve Analizler

Motilite Degerleri ve Kinematik Parametreleri:
Sperma oOrneklerine ait total ve progresif motilite
degerleri ile kinematik parametreleri Bilgisayar Destekli
Sperm Analiz (CASA) cihaziyla (ISASv1.2, Proiser®)
belirlendi. Alinan sperma 6rnegi, Ozel bir sperma
sulandiricisi (Bioxcell) ile 1:10 oraninda sulandirildiktan
sonra 3 pL alinarak 6zel lam (Spermtrack 20 pm)
Uzerine damlatihp lamel kapatildiktan sonra sistemine
bagli faz-kontrast mikroskobun 37°C’ye sabitlenmis
Isitma tablali sehpasina yerlestirildi. Ardindan programin
motilite modultindeki gorintl sistemi Gzerinden en az 5
farkh saha incelenerek ortalama degerler kaydedildi. Bu
muayene esnasinda total ve progresif motilite degerleri
ile birlikte spermatozoonlarin hareket 6zelliklerine bagli
olarak olusan kinematik parametrelerine ait degerlerden
VCL (Egrisel yol hizi-uym/s), VAP (Ortalama yol hizi-
pm/s), VSL (Dogrusal yol hizi-um/s), LIN (Dogrusallik
orani-%), STR (Gidis dogrultusu-%), WOB (Yalpalama
orani-%), ALH (Basin yer degistirme genligi-um/s) ve
BCF (Basin capraz gecisi—-Hz) (Sekil 1) tespit edildi.
Bunun yaninda spermatozoonlar hiz degerlerine gore;
hizli hareket eden spermatozoonlar (hizli), orta hizda
hareket eden spermatozoonlar (orta), yavas hareket
eden spermatozoonlar (yavas) ve hareket etmeyen
spermatozoonlar (hareketsiz-6li) seklinde siniflandirildi
(yavas < 25 pm < orta < 50 ym < hizli) (23).

VAP

VSL VAP
STR=———~  WOB=—rn
VCL VAP OB=VEr

Sekil 1. Spermatozoonun kinematik parametre degerlerinin
sematik gérunimu
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Sekil 2. Flow sitometri cihazi ile yapilan analizlerde yliksek mitokondriyal potansiyele sahip olan spermatozoonlarin grafiksel olarak
gosterimi. HMMP: Yiksek Mitokondriyal Membran Potansiyeli, LMMP: Disiik Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Tablo 1. Farkli ¢6zdiirme ydntemi uygulanan dondurulmus boda spermasi Orneklerindeki ¢ozdirme sonrasi total ve
progresif motilite degerleri ile yliksek mitokondriyal membran potansiyeline sahip spermatozoon oranlari (n=6)

Total Motilite (%) Progresif Motilite (%) YMMP (%)
Sperma
sS¢ Ve S¢ \[*; S¢ A

Boga 1 77.1£8.0° 63.416.0° 51.0£7.6% 49.414.9° 70.0+10.8° 53.1£3.0°
Boga 2 81.014.4° 67.56.7" 47.0+4.0° 45.5+6.6° 76.6£2.5° 50.843.5
Boga 3 84.2+3.5° 68.146.8" 48.4+7 .6 45.0+9.6 75.6+2.7° 57.2+4.8"
Boga 4 81.5+1.9 72.1+5.9° 57.1+1.5° 53.1+5.4° 80.0+1.6% 57.3+4.6°
Genel 81.045.3% 67.846.7" 50.9+6.7° 48.2+7.2° 75.546.5% 54.6+4.7°

a2 Her bir parametre igin ayni satir icinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan énemlidir
(P<0.05). SC: Suda ¢ozdirme, VC: Vajinal ¢ézdirme, YMMP: YUlksek Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Yiiksek Mitokondriyal Membran Potansiyeli:
Yuksek mitokondriyal membran potansiyeline sahip
spermatozoonlarin orani, floresan bir boya olan JC-1
(T3168, ThermoFisher Scientific, USA) ayraci ile
floresan boyama teknigi kullanilarak Flow sitometri
cihazi (Cytoflex, Beckman Coulter®, USA) yardimiyla
belirlendi. Muayene sirasinda 1:4 oraninda fosfat buffer
sulandiricisi ile sulandiriimis sperma 6rneklerinden 100
ML alinarak 37°C’de tutulan 0.5 mL’lik mikro tlplere
konuldu. Bu sperma Orneklerinin Gzerine 2.5 yL JC-1
ilave edilerek 37°C’de 30 dakika slreyle karanlik bir
ortamda inklibe edildi. Bu slrenin tamamlanmasinin
ardindan floresan boya ilave edilmis sperma sollisyonu
Flow sitometri cihazindaki 6zel bélmeye yerlestirilerek
gerekli sayim analizleri yapildi. Olusan grafiklerde
(Sekil 2) spermatozoonlar boya alma Ozelliklerine gére
degerlendirilip  ylksek ve disik mitokondriyal
potansiyele sahip olanlar seklinde orantisal (%) olarak
siniflandiriidi (24).

24

istatistiki Analiz: Istatistiki analizler icin SPSS
(Version 22.0) istatistik programi kullanildi. Veriler
ortalama * standart sapma olarak sunuldu. Verilerin
degerlendiriimesi amaciyla o6ncelikle normallik testi
uygulandi. Normal deger gdsteren veriler igin gruplar
arasi farkhliklarin belilenmesi amaciyla t-testi kullanildi.
Diger taraftan nonparametrik deger gosteren veriler igin
ise Mann-Whitney-U testi kullanildi. Tim analizlerde P
degerinin  0.05'den daha kiglik oldugu durumlar
istatistiksel agidan dnemli olarak kabul edildi.

Bulgular

Yapilan calismada dondurulmus sperma
orneklerinin iki farkli ¢bézdirme ydntemi kullanilarak
¢ozdirllmesi sonrasi belirlenen total ve progresif motilite
degderleri ile ortalama ylksek mitokondriyal aktiviteye
sahip spermatozoon oranlari Tablo 1'de sunuldu.
Sunulan degerler incelendiginde; vajinal yontemle
¢ozdlrilen spermalarda sicak suda ¢ozdurilen
orneklere gére ¢ézdirme sonrasi ortalama total motilite
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ve ylksek mitokondriyal membran potansiyeline sahip
spermatozoon oraninda 6nemli derecede bir azalma
oldugu (P<0.05) belirlenirken, progresif motilite degeri
acisindan ise ¢bzdirme yontemleri arasinda istatistiki
yonden énemli derecede bir farklilik olmadigi (P>0.05)
tespit edildi.

Sunulan calismada dondurulmus sperma
orneklerinin iki farkh ¢ozdirme yontemleri kullanilarak
¢ozdurtlmesi sonrasi belirlenen hiz élgut degerlerinin
oransal dagilimi Tablo 2’de gdsterildi. Buna gore, vajinal
yontemle  ¢bzdirilen spermalarda sicak suda
¢ozdurllen oOrneklere goére c¢ozdirme sonrasi hizh
hareket eden spermatozoon oraninin énemli derecede
(P<0.05) diislik oldugu ve 6lU spermatozoon oraninin ise
onemli derecede (P<0.05) yiksek oldudu belirlendi.
Bununla birlikte, ¢ézdirme ydntemleri arasinda diger hiz
Olgutlerinin (orta hizli-yavas) oransal dagilmi agisindan

6nemli derecede bir farklilk olusmadigr (P>0.05)
bulundu.
Yapilan ¢alismada dondurulmus sperma

orneklerinin iki farkli ¢ézdirme yontemi kullanilarak
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¢ozdlrmesi sonrasi belirlenen ortalama kinematik
parametre degerleri Tablo 3a ve b’de sunuldu. Verilen
degerlere  gobre, vajinal yOntemle  ¢dzdirilen
spermalarda sicak suda c¢Ozdurilen o6rneklere goére
¢bzdirme sonrasi ortalama VCL degerinin 6nemli
derecede (P<0.05) dusik oldugu belirlendi. Bununla
birlikte, diger hiz degerleri olan VAP ve VSL degerleri ile
basin yayilim geniglidi olan ALH degerlerinin ¢dzdurme
yontemleri arasinda benzerlik g0sterdigi (P>0.05)
gOruldu.

Diger taraftan hiz degerlerine gbre hesaplanan ve
spermatozoon hareketlerinin dogrusalligini gésteren LIN
ve STR degerlerinin ¢ézdiirme sonrasi vajinal yéntemle
¢ozdlirulen spermalarda, sicak suda c¢ozdurilen
orneklere gore 6nemli derecede (P<0.05) ylksek oldugu
dikkati ¢ekti. Bununla birlikte, spermatozoon basinin
yalpalama siddeti olan WOB degeri ile basin gegis
frekansi olan BCF degeri agisindan ¢6zdirme
yontemleri arasinda her hangi bir farklilik (P>0.05) tespit
edilmedi.

Tablo 2. Farkli ¢b6zdirme ydntemi uygulanan dondurulmus boga spermasi Orneklerinin ¢bzdirme sonrasi
spermatozoonlarin hiz élgut dederlerine gore orantisal dagilimi (n=6)

Olii (Hareketsiz) (%) Yavas Hareketli (%) Orta Hizda Hareketli (%) Hizli (%)
Sperma SC ve SC ve S¢ VG S¢ VG
Boga 1 22.9+8.0° 36.615.9° 8.1x2.9% 8.0+1.9% 6.9+2.2° 3.7+1.9° 62.146.4*  51.8+53"
Boga 2 19.0+4.4° 32.5+6.7% 8.7x1.1% 9.4+1.2° 9.7+2.0° 9.4+2.3% 62.6+5.8%  48.7+6.6"
Boga 3 15.843.5 31.9+6.8% 11.4+2.6° 11.5%3.9° 8.4+1.0° 7.2+2.17 64.4+2.9°  49.4+8.1°
Boga 4 18.541.9°  27.9459% 7.5+2.0° 9.1+1.5% 6.6+1.2° 5.8+1.8% 67.5+3.8%  57.246.2"
Genel 19.045.3" 32.246.7% 8.9+2.6% 9.5+2.6% 7.9+2.0° 6.5+2.9° 64.145.1*  51.8+7.1°

2P Her bir parametre igin ayni satir iginde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan onemlidir

(P<0.05). SC: Suda ¢6zdurme, VC: Vajinal ¢dzdirme

Tablo 3a. Farkli ¢dzdirme yontemi kullanilarak ¢ozdurilen dondurulmus boga spermasi 6rneklerinin ¢ézdlirme sonrasi

kinematik parametre degerleri (n=6)

VCL (um/s) VAP (um/s) VSL (um/s) ALH (um/s)

Sperma
SC \/*; s¢ )¢ s¢ Ve SC A

Boga 1 138.7£14.1*>  118.9+4.1° 90.2+16.5° 77.944.9° 76.0£12.2°  72.246.2% 4.610.6° 4.2+0.4°
Boga 2 123.4+5.3*  105.5+2.0° 75.0+3.7° 66.5+2.6" 55.2+4.4*  56.8+1.9% 4.0+0.2°  3.740.22
Boga 3 139.5¢5.7%°  126.9+4.7° 100.0+18.4*  95.3+16.5° 77.5¢10.5° 82.7#13.2% 43+0.6*°  3.8+0.5°
Boga 4 142.8£10.4*° 126.245.3" 82.242.4° 76.6+2.9° 70.0£1.7°  68.6+2.3% 5.0+0.5°  4.7+0.3%
Genel 136.1+11.8*  119.4+9.6" 86.8+15.1° 79.1£13.4° 69.7+11.9°  70.0+11.7% 4.5+0.6° 4.01+0.5°

a5 Her bir parametre icin ayni satir iginde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan 6nemlidir
(P<0.05). SC: Suda ¢ozdiirme, VC: Vajinal ¢ozdirme, VCL: Egrisel Yol Hizi, VAP Ortalama Yol Hizi, VSL: Dogrusal Yol Hizi,

ALH:Yanal Bas Yer Degistirme Genligi.
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Tablo 3b. Farkli ¢ézdirme yontemi kullanilarak ¢ézdurilen dondurulmus boga spermasi érneklerinin ¢dzdiirme sonrasi

kinematik parametre degerleri (n=6)

LIN (%) STR (%) WOB (%) BCF (Hz)
Sperma
SC A"/ SC A"/ SC A"/ SC V¢

Boga 1 54.7+5.3" 60.8+5.2° 84.6+5.2" 92.6+2.4° 64.817.2° 65.5+3.9° 10.6+2.2° 11.9+0.8°
Boga 2 448+42" 53.8+2.4° 73.6+3.9" 85.2+2.3° 60.8+2.7% 63.1+2.6" 11.9+0.4° 11.8+0.4%
Boga 2 55.5+6.5°  65.0+£9.0° 78.4+6.1° 87.0+2.7° 71.5¢11.7%  74.9+11.8° 8.8+1.7° 9.7+1.1°
Boga 3 49.242.7° 54.5+3.2° 85.2+1.8" 89.6+2.0° 57.8+3.6" 60.8+2.7% 10.6+0.7° 11.0£0.8°
Genel 51.146.4° 58.5+7.0° 80.4+6.4" 88.6+3.6" 63.7+8.5% 66.1+8.2° 10.5+1.7° 11.1£1.2°

&b Her bir parametre igin ayni satir iginde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agcidan énemlidir
(P<0.05). SC: Suda ¢6zdirme, VC: Vaginal ¢ézdirme, LIN: Dogrusallik, STR: Gidis dogrultusu, WOB: Yalpalama, BCF: Capraz

frekans gegisi

Tartigsma

Yapilan c¢alismada, vajinal yéntemle c¢ézdirulen
dondurulmus boga spermalarinda sicak suda ¢dzdurulen
orneklere gore ¢ozdirme sonrasi ortalama statik (6lU)
spermatozoon oraninin  6nemli derecede arttig
gO6zlenirken, buna uyumlu olarak ortalama total motilite
degerinin de 6nemli derecede azaldi§i (%67.8 - %81.0;
P<0.05) belirlenmistir. Bununla birlikte, ¢dzdirme
sonrasl ortalama progresif motilite degeri agisindan
kullanilan iki ydntem arasinda istatistiki yonden énemli
derecede bir farklilik olusmadigi (%48.2 - %50.9;
P>0.05) dikkati c¢ekmistir. Dondurulmus sperma
payetlerinin ¢ézdirme sonrasi kalite standartlarini tespit
etmek i¢cin motilite oranlarinin belirlenmesi oldukca
o6nemlidir. Spermanin motilitesinin belirlenmesinin temel
amaci; spermatozoon hareket cesitleri ve bunlarin
kapsadigi oranlari tespit etmektir. Spermatozoonlar
hareket cesitlerine gbére genel olarak 5 grup altinda
incelenirler. Bunlar; herhangi bir ydnde hizlh ve guglu
hareket eden (progresif), herhangi bir yénde ama yavas
hareket eden, yerinde sallanan, kendi ekseni etrafinda
doénme seklinde hareket eden ve hareketsiz (6lU/statik)
olan spermatozoonlardir. Total motilite orani; muayene
yapilan spermada hangi oranda hareketli ya da
hareketsiz spermatozoon bulundugunun bir
gOstergesidir. Ancak bu oran igerisinde ¢ok yavas
ilerleyen, kendi etrafinda donen veya oldudu yerde
titreme ya da sallanma hareketi yapan
spermatozoonlarin hareketlerinde dogrusallik 6zelligi
olmadidi igin hizli hareket etseler bile fertilite yetenekleri
dislktlr. Bu ylzden, yapilan muayenelerde total
motilitenin yaninda progresif spermatozoon oranin da
belirlenmesi oldukga 6nemlidir (1, 21). Progresif motilite,
spermatozoonun disi Ureme kanalindaki ileriye dogrusal
hareketi icin gerekli olup ayni zamanda fertiliteyle de
6nemli derecede ligkilidir. Bu yizden, moatilite
belirlenirken, total motiliteye gbére 6zellikle progresif
motilite orani daha belirleyici bir rol oynamakta olup
CASA sistemi ile yapilan analizlerde progresif motilitenin
%35’in Uzerinde olmasi gerektigi vurgulanmaktadir (5,
25). Ayrica Ulkemizde Tarim ve Orman Bakanhgrnin
gerek yurt disindan getirilen gerekse de ulkemizde
Uretilen dondurulmus boga spermasinin satisa
sunulabilmesi igcin CASA sistemi ile yapilan motilite
degerlendirmelerinde total motilitenin %40’in Uzerinde
olmasi ve payet icerisinde en az 7 milyon motil
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spermatozoon sartt aranmaktadir (26). YdrGtilen
calismada dondurulmus boga spermasinin iki farkh
yontemle ¢bézdurilmesi sonrasi elde edilen sonuclar

degerlendirildiginde, total motilite oranlari arasinda
6nemli bir farklihk belilenmesine ragmen bulunan
degerlerin belirtilen referans degerlerinin  Uzerinde

oldugu, bunun yaninda benzer bulunan progresif motilite
oranlarinin da ylksek olmasi nedeniyle suni tohumlama
uygulamalarinda bu  spermalarin  kullanilabilecegi
gOrulmektedir.

Spermatozoonlarin hareket yeteneklerinin devami
icin gerekli olan enerji (ATP), yapisinda bulunan
mitokondriler tarafindan oksidatif fosforilizasyon yoluyla
uretilmektedir. ic mitokondriyal membran {zerinde
oldukga kompleks bir yapiya sahip olup bu bdlgede
bulunan metabolitler, burada bulunan alt birimlerden
gecerek enerji Uretiminde kullanilirlar. Elektron transfer
zincirinin son proteini olan Sitokrom C, Kompleks IlI’den
aldigi elektronlar sitokrom oksidaza indirgeyip kompleks
IV’e gecirerek kompleks V'de ATP Uretilmesini saglar.

Sitokrom C proteini normal sartlarda saglam
mitokondriyal membrandan disari ¢ikamaz. Ancak,
sicakligin aniden dismesine bagli olarak
spermatozoonun sodguk sokuna ugramasl sonucu
mitokondriyal membranin yapisinin  degismesi ve

gegcirgenlidinin artmasi, sitokrom C diizeyinin sizmaya
bagl olarak dismesine ve bunun sonucunda da
mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasina neden
olabilir (27, 28). Nitekim Forero Gonzales ve ark. (29)
dondurulup ¢dzduriimis boga spermasinda, ¢ézdirme
sonrasi mitokondriyal membran potansiyelinde bir
azalmanin olustugunu ve bu durumun kriyoprezervasyon
sirasinda sekillenen soguk soku nedeniyle
spermatozoonlarin mitokondriyal membran zarlarinin lipit
ve protein faz degisikligi sonucunda kararsiz hale
gelmesinden kaynaklandigini  bildirmislerdir.  Diger
taraftan, Khalil ve ark. (30) ise dondurulmus boga
spermasinin ¢ézdirme sonrasi mitokondriyal membran
potansiyelinde %15 oraninda dustigini, bu durumun
ise genel olarak kabul edilebilir sinirlar icerisinde
kaldigini  belirtmistir. Yapilan ¢alismamizda, vajinal
yontemle ¢dzdirilen dondurulmus boga spermalarinda
sicak suda ¢ozdurilen érneklere gore ¢ozdirme sonrasi
ortalama ylksek mitokondriyal aktiviteye sahip
spermatozoon oraninda 6nemli derecede bir azalma
oldugu (P<0.05) belirlenmigtir. Yilksek mitokondriyal
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membran potansiyeline sahip spermatozoon oranindaki
azalmanin total motilite degerlerinde belirlenen azalma
ile benzer dizeyde oldugu goérilmekle birlikte, bu
diststn progresif motilite sonuglarini  etkilemedigi
goérulmektedir. Bu sonug, mitokondriyal membran
potansiyelindeki aktivite azalmasinin daha ¢ok progresif
motilite yetenegine sahip olmayan spermatozoonlarda
meydana geldidi seklinde aciklanabilir.

Yapilan calismada spermatozoonlar hiz
degerlerine  gbre  siniflandinidiginda, ¢bzdirme
yontemleri arasinda orta hizli ve yavas hareket eden
spermatozoon oranlari yéninden 6nemli derecede bir
farkhhk olusmadigr  (P>0.05) gobrilirken, vajinal
yontemle  c¢bzdirilen spermalarda sicak suda
¢ozdurulen oOrneklere goére c¢bzdlirme sonrasi hizlh
hareket eden spermatozoon oraninin énemli derecede
(P<0.05) dusik oldugu ve bu duslsin 6lu (hareketsiz)
spermatozoon oranindaki artigla paralellik gosterdigi
belirlenmigtir. Elde edilen bu veriler, vajinal ¢dzdirme
yonteminin sicak suda ¢6zdirme yontemine gdre hizl
hareket eden spermatozoon oraninda %10-15 oraninda
bir azalmaya vyol actigini gostermektedir. CASA
sistemlerinde progresif motilitenin belirlenmesi 6zel bir
siniflandirma sistemi ile yapilmaktadir. Bu sistemde
spermatozoonlar hem hareket hizlarina (50 pm < hizli)
hem de hareketleri sirasinda izledikleri yolun dogrusallik
diizeyine gore (0.80 < STR veya LIN) degerlendirilip
referans degerlerin lzerinde deger  tasiyan
spermatozoonlar progresif olarak siniflandirilirlar (31).
Elde edilen bulgular degerlendirildiginde, dondurulmus
bogda spermasinin su banyosunda ¢ézdurilmesi yontemi
vajinal ¢bzduirme ydntemine gére daha hizli bir ¢géziinme
ortami olusturdugu icin hizli hareket eden spermatozoon
oraninin artmasina yol agmis olabilir. Ayrica her iki
yontem arasinda progresif motilite oraninin benzer
olmasi, su banyosunda ¢ozdirilen payetlerdeki
spermatozoonlarin  hiz degerleri ylksek olmasina
ragmen progresif hareket Ozelligine sahip olmadigini
gOstermektedir.

Yapilan c¢alismada, vajinal ydntemle ¢6zdurilen
spermalarda sicak suda c¢o6zdlrtlen O&rneklere goére
¢6zdlrme sonrasi ortalama VCL degerinin 6nemli
derecede (P<0.05) diusik olmakla beraber, ortalama
VAP ve VSL degerlerinin ¢6zdirme yontemleri arasinda
benzerlik gosterdigi (P>0.05) goralmustir. Kinematik
parametre degerleri agisindan VAP degeri,
spermatozoonun  hareket  6zelliginin  belirlenmesi
agisindan oldukga 6nemlidir. Nitekim Nagy ve ark. (32)
CASA sistemi yardimiyla belirledikleri spermatozoonlarin
kinematik parametre degerleri ile bu spermalarla
yaptiklari tohumlamalar sonucunda elde ettikleri gebelik
sonuglarini degerlendirdiklerinde, kinematik parametreler
acisindan ozellikle VAP degerinin fertilitenin tahmin
edilmesinde en  kullanish  parametre  oldugunu
bildiriimiglerdir. Benzer sekilde Robayo ve ark. (33), kog
spermatozoonlarinin motilite ve kinematik
parametrelerinin  CASA’da belirlenmesinin ardindan
servikal mukustaki hareket yeteneklerini inceledikleri
calismalarinda, spermatozoonlarin  koyun servikal
mukusunda ilerleyisi ile VAP degerlerinin arasinda pozitif
yonde bir iligkinin oldugunu tespit etmislerdir.
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Sunulan c¢alismada, hiz  degerlerine  gore
hesaplanan ve spermatozoon hareketlerinin
dogrusalligini gosteren LIN ve STR degerlerinin vajinal
yontemle  ¢bzdirilen spermalarda, sicak suda
¢ozdurilen oOrneklere gére 6nemli derecede (P<0.05)
yuksek oldugu goézlenmistir. Bu durum, sicak suda
¢ozdurilen orneklere goére vajinal yontemle ¢dzdurilen
spermalarda, VCL degerinin disik olmasina ragmen
VAP ve VSL degerinin birbirine benzer olmasindan
kaynaklanmaktadir. Spermatozoonun dogrusal olmayan
hareketlerinde VAP degeri VSL'ye gére oldukca yuksek
iken, dizenli ve diz bir hat Uzerinde devam eden
spermatozoon hareketinde VAP degeri genellikle VSL'ye
¢ok yakindir. Sunulan degerler incelendiginde, vajinal
yontemle ¢ozdurilen spermalarda spermatozoonlarin
dogrusal hareket etme oranlarinin sicak suda
¢ozdurilenlere gore daha yuksek bir potansiyel tagimasi
dikkat cekicidir. Diger taraftan, basin yayilim genisligi
olan ALH ile yalpalama siddeti olan WOB degerinin ise
¢bzdirme ydntemleri arasinda farklilik g&stermedigi
(P>0.05) tespit edilmistir.

Kaczyk (22), su banyosunda ¢6zdirme yontemi ile
payetin dogrudan tohumlama kataterine yerlestirilerek
inegin vajinasinda ¢ozdurdlmesi yéntemini
karsilastirmak amaciyla yapti§i calismasinda, sperma
kalitesi agisindan motilite yoniinden bir fark olmadigini
belirtirken, senkronize edilen besi sigirlarinda ki
yontemle ¢ozdirilen dondurulmus spermalarla yapilan
tohumlamalarda ise gebe kalma oranlarinin benzer
oldugunu belirlemistir. Benzer sekilde, Koch ve ark. (17),
sut ineklerinin  suni tohumlama uygulamalarinda
kullanilan dondurulmug boga spermasi iceren payetlerin
¢ozdurlilmesinde farkli yontemlerin kullaniimasinin gebe
kalma orani Uzerindeki etkisini arastirmak amaciyla
yaptiklari  ¢cahismalarinda, 38 C  sicaklktaki su
banyosunda ¢ozdirilerek tohumlanan ineklerin gebelik
orani (87/348; %28) ile dogrudan inegin vajinasinda
¢ozdurllerek tohumlanan hayvanlarin gebelik oranlar
(85/385; %32) arasinda 6nemli bir farkhhgin
g6zlenmedigini bildirmiglerdir. Vajinal ve su banyosunda
¢ozdirme ydbntemi kullanilarak  suni  tohumlama
uygulamalar yapilan bu galismalarda elde edilen gebelik
sonuglarinin  benzer olmasi, ¢alismamizda belirtilen
dondurulmus boda spermasinin ¢bzdirme sonrasi
spermatolojik Ozellikleri Uzerine her iki ¢dzdirme
yontemi arasinda ortaya gikan farkliliklarin elde edilecek
gebelik oranlarini olumsuz yonde etkileyecek dizeyde
olmadigi gérusunl desteklemektedir.

Dondurulmus sperma payetlerinin
¢ozdurilmesinden tohumlanacak inegin genital organina
nakledilinceye kadar gegen zaman igerisinde farkli
sicaklik degisimlerine maruz kalmasi, spermatozoonlarin
hareket yeteneklerini ve yagsam siresini olumsuz yonde
etkileyebilir. Bunun 6nlenmesindeki etkin yollardan birisi
donmus spermanin stabil sicaklik derecesine sahip olan
vajina icerisinde ¢6zlinmesinin saglanmasidir. Buna
ilaveten, vajinal ¢6zdirme ydnteminde diger standart
¢ozdirme ydntemi olarak kabul edilen su banyosu
icerisinde ¢b6zdirme ydntemine goére sicak suya ihtiyag
duyulmamasi, payetin ¢ozdirilmesi ve kataterin
hazirlanmasi sirasindaki kritik protokollerden
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etkilenmemesi  gibi avantajlarindan  dolayr saha
kosullarinda genis sayida tohumlamalarin yapildidi
isletmeler agisindan daha pratik bir uygulama rahatligi
saglayabilir. Ayrica vajinal ¢dézdirme yodntemi, saha
sartlarindaki suni tohumlama uygulamalarinda inek
basina gecen surenin de daha kisa olmasini
saglayacaktir. Bununla birlikte, suni tohumlama
tankindan alinan payetin gerekli kontroller yapilamadan
katatere yerlestiriimesi, payetin kesimi esnasinda
sperma  seviyesinin  goérilememesi ve kataterin
hazirlanmasindan inegdin vajinasina yerlestirilinceye
kadar gegen sirenin herhangi bir sebeple uzamasi gibi
durumlar vajinal ¢ézdirme yéntemi sonrasi elde edilecek
sperma kalitesini olumsuz yonde etkileyebilecek risk
faktorleri olarak siralanabilir.  Ayrica bu ydntem
uygulanirken,  ¢ézdirme isleminin  tohumlanacak
hayvana c¢ok yakin bir yerde yapilmasi zorunlulugu,
kataterin hazirlandiktan sonra belirli bir alana tagsinmasi
ihtimalini de ortadan kaldirmaktadir.
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