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ARASTIRMA

Trombositten Zengin Plazma (PRP) igeren Sperma ile
Tohumlanan Koyunlarda Bazi Reprodiiktif Parametreler

Bu calismada, intraepididimal yolla otolog PRP uygulanmis koglardan elde edilen dondurulmus
spermalar ile, sperma sulandiricilarinda homolog PRP iceren dondurulmus spermalarla
intraservikal suni tohumlama yéntemi kullanilarak tohumlanan koyunlardan elde edilen gebelik
oranlarinin degerlendiriimesi amaglanmistir. Bu amagla, intravajinal stingerler kullanilarak 75
Akkaraman koyunu senkronize edildi ve her biri 25 hayvandan olusan (¢ gruba ayrildi. Grup 1:
PRP igermeyen dondurulmus spermalarla (Kontrol grubu), Grup 2: koglara intraepididimal PRP
uygulanarak elde edilen dondurulmus spermalarla (in vivo PRP grubu), Grup 3: sulandiricisinda
%5 oraninda PRP iceren dondurulmus spermalarla (in vitro PRP grubu) tohumlandi. Her bir
gruptaki hayvanlara ait gebelik suresi, kuzulama orani, ¢oklu dogum orani, disi ve erkek kuzu
oranlan ile kuzu dogum agirhigi gibi reprodiiktif parametreler kayit altina alindi. in vitro PRP
grubundaki gebelik orani kontrol ve in vivo PRP grubuna gére daha yiiksek bulunsa da istatistiki
acidan 6nemli degildi. Gebelik sureleri yéninden tim gruplar arasinda gézlenen farkliliklar
anlamsizdi. Kontrol ve in vivo PRP grubundaki tim koyunlar tekli dogum yaparken, invitro PRP
grubundaki bir koyun ikiz dogum yapti. Gruplar arasinda ¢oklu dogum oranlari arasinda anlamli bir
farkhlk tespit edilemedi. Disi ve erkek kuzu oranlari ile kuzu dogum agirliklari yéniinden gruplar
arasinda gozlenen farkhliklar istatistiki olarak anlamh degildi. Sonug olarak; in vivo PRP’nin
reprodiktif parametreler lizerine herhangi bir etkisi olmasa da, reprodiiktif parametrelerde gézlenen
hafif bir artisa istinaden %5 in vitro PRP igeren dondurulmus-¢ozdurilmis sperma ile intraservikal
tohumlama tavsiye edilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Koyun, gebelik orani, in vitro/in vivo PRP, intraservikal suni tohumlama, kog
spermasi

Some Reproductive Parameters in Ewes Inseminated with Platelet-Rich Plasma
(PRP)-Supplemented Semen

In this study, it was aimed to evaluate the pregnancy rates obtained from ewes inseminated by
intracervical artificial insemination with frozen semen obtained from rams treated with autologous
PRP intraepididymally and frozen semen containing homologous PRP in semen diluents. For this
purpose, 75 Akkaraman ewes were synchronized using intravaginal sponges and divided into three
groups, each consisting of 25 animals. Group 1: inseminated with frozen semen without PRP
(Control group), Group 2: inseminated with frozen semen obtained by intraepididymal PRP
application to rams (/n vivo PRP group), Group 3: inseminated with frozen semen containing 5%
PRP in its diluent (/n vitro PRP group). Reproductive parameters including gestation period,
lambing rate, multiple birth rate, female and male lamb ratios and lamb birth weight were recorded
for each group. Although the pregnancy rate in the In vitro PRP group was higher than in the
control and in vivo PRP groups, it was not statistically significant. The differences observed
between all groups in terms of gestation periods were not significant. All sheep in the Control and
In vivo PRP groups gave single births, while one sheep in the In vitro PRP group gave twin births.
There was no significant difference between the groups in terms of multiple birth rates. The
differences observed between the groups in terms of female and male lamb ratios and lamb birth
weights were not statistically significant. In conclusion, although in vivo PRP has no effect on
reproductive parameters, intracervical insemination with frozen-thawed semen containing 5% in
vitro PRP is recommended based on the slight increase observed in reproductive parameters.

Key Words: Sheep, Pregnancy rate, In vitro/In vivo PRP, Intracervical artificial insemination, Ram semen

Girig

Kuglkbas hayvan yetistiriciliginde genetik seleksiyonun hizlandiriimasi ve suru
verimliliginin artirlmasi amaciyla suni tohumlama, yaygin olarak kullanilan bir
reprodiiktif biyoteknoloji yéntemidir. Ozellikle spermanin dondurularak saklanabilmesi,
genetik materyalin uzun vyillar boyunca kullaniimasina olanak tanimaktadir. Ancak,
kriyoprezervasyon iglemi sirasinda spermatozoonlar ciddi diuzeyde fizyolojik ve
biyokimyasal strese maruz kalmakta, bu durum sperm motilitesi, membran butinligu,
mitokondriyal fonksiyonlar ve DNA butinliga gibi temel fertilite parametrelerinde
bozulmalara yol agmaktadir (1, 2).

* Bu galisma Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK-Grant No: 1200558)
tarafindan finansal olarak desteklenmistir.
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Kog spermatozoonlarinin dondurma-g¢dézme
surecine kargi duyarliigi, suni tohumlama sonrasi
gebelik oranlarinin istenilen diizeye ulasamamasinin
temel nedenlerinden biridir. Bu nedenle, son yillarda
kriyoprezervasyonun zararl etkilerine karsi
koruyabilecek yeni biyolojik katki maddelerinin kullanimi
gundeme gelmigtir. Bukatkilar arasinda, zengin biyolojik
icerigi sayesinde dikkat ceken trombositten zengin
plazma (platelet-rich plasma, PRP), hicre
rejenerasyonunu  destekleme  potansiyeliyle  6ne
cikmaktadir (3, 4). PRP; ylksek konsantrasyonda
trombosit iceren, otolog veya homolog olarak
hazirlanabilen biyolojik bir Griindir. Igeriginde yer alan
biuyume faktorleri (PDGF, TGF-8, VEGF, IGF, vb.),
sitokinler ve antioksidan bilesenler sayesinde anti-
inflamatuar ve hucre koruyucu etkilere sahiptir (3).
Veteriner hekimlikte doku iyilesmesini destekleyici
ozelligiyle basta ortopedi ve yumusak doku onarimi
olmak uzere gesitli alanlarda kullanilan PRP, son yillarda
erkek fertilitesinin korunmasi ve iyilestiriimesine yonelik
arastirmalarda da degerlendirimeye baslanmistir.
Ozellikle sperm kalitesini artirma, oksidatif hasar
azaltma ve hucresel canlihdi koruma ydninde umut
verici sonuglar elde edilmistir (5).

Bu calismada, intraepididimal yolla otolog PRP
uygulanmis koglardan elde edilen dondurulmus
spermalar ile, homolog PRP iceren dondurulmus
spermalarin fertilite kapasiteleri kargilastirmali olarak
degerlendirilmistir. Dondurulmus-¢ézdarilmis
spermalar, intraservikal suni tohumlama ydntemi
kullanilarak koyunlara uygulanmis ve gebelik oranlari
temel fertilite kriteri olarak analiz edilmistir. Bu
baglamda, hem in vitro hem de in vivo dizeyde PRP
uygulamalarinin kriyoprezervasyon sirasinda
spermatozoonlar Uzerinde olusturabilecegi faydal
etkilerinden yararlanarak, koyunlarda suni tohumlama
basarisi Uzerindeki etkilerinin arastiriimasi, literattrdeki
6nemli bir boslugu dolduracak ve reprodiktif
biyoteknolojilere biyolojik katki maddesi entegrasyonu
konusunda yeni perspektifler sunacaktir.

Gereg ve Yontem

Arastirma ve Yayin Etigi: Bu calisma icin Firat
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulundan
2020/05 protokol numarasiyla etik onay alinmistir.

Hayvan Materyali: PRP’nin spermanin in vivo ve
in vitro fertilitesi lizerine etkisini tespit etmek igin en az
bir dogum yapmis genel ve genital hastaligi bulunmayan
75 bas Akkaraman koyun kullanildi. Bu asamadaki
senkronizasyon ve tohumlama islemleri ireme mevsimi
disindaki Temmuz ayinda gerceklestirildi.

Senkronizasyon Protokolii, Koyunlarin
Gruplandiriimasi ve Tohumlanmasi: Senkronizasyon
amacilyla tiim koyunlarin vajinasina vulva
dezenfeksiyonu  yapildiktan sonra progestagen
emdirilmis intravajinal siingerler (Chronogest® CR, 20
mg flurogestan asetat/siinger, Igoville, France)
yerlestirildi ve 12 giin boyunca burada kalmasi saglandi.
Singerin ¢ikarildigi gin hayvanlara 600 IU eCG
(Chrono-Gest/PMSG, 6000 [U/25 mL, MSD Animal
Health, Unterschleissheim, Almanya) enjeksiyonu yapildi
ve koyunlar her birinde 25 bas olacak sekilde 3 gruba
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ayrildi. Birinci gruptaki hayvanlari (kontrol) herhangi bir
uygulama yapilmayan koglara ait dondurulmus
spermalar ile tohumlanan koyunlar olusturdu. Ikinci
gruptaki hayvanlari (in vivo PRP grubu) intraepididimal
PRP enjeksiyonundan (12 Akkaraman irki koga 15
glinde 1 defa PRP enjeksiyonu, toplamda 6 enjeksiyon,
her enjeksiyonda 0.2 mL, 150-200 milyon trombosit
icerigi ile enjekte edildi. Spermalar her enjeksiyondan 15
glin sonra toplandi) sonra dondurulan spermalar ile
tohumlanan koyunlar, Giglinii gruptaki hayvanlari (in vitro
PRP grubu) ise in vitro en iyi sonuca sahip PRP
konsantrasyonunu (%5) igeren dondurulmus spermalar
ile tohumlanan koyunlar olusturdu. Kullanilan bu
spermalara ait ortalama spermatolojik veriler; kontrol
grubu icgin; total motilite: %38.53, total anormalite:
%2.08, canhlik diizeyi: %44.29, in vivo PRP grubu igin;
total motilite: %51.40, total anormalite: %7.50, canlilik
diizeyi: %53.36, In vitro PRP grubu igin; total motilite:
%49.88, total anormalite: %1.75, canliik dizeyi:
%51.75’tir.  Tohumlama yontemi olarak intraservikal
metot kullanildi. Suingerlerin ¢ikariimasindan sonraki 48.
ve 60. saatlerde iki kez yapilan sabit zamanli tohumlama
icin, perineal bolgenin dezenfeksiyonundan sonra vulva
spekulim ile agilarak serviksin vajinaya bakan kismi bas
lambasi ile aydinlatildi ve kateterle serviksin orifisyum
uteri eksternasina 1 cm kadar girilerek sperma serviksin
igerisine birakildi.

Gebelik ve Bazi Reprodiiktif Parametrelerin
Kontrolii: Gebeliklerin kontrolii tohumlama sonrasi 45-
50. glinler arasinda real-time ultrasonografi ve 7.5 MHz
lineer prob (Sonosite M-Turbo renkli doppler ultrason,
Fujiflm, Bothell, Washington, ABD) yardimiyla
transrektal olarak yapildi. Her bir gruptaki hayvanlara ait
gebelik sureleri, kuzulama oranlari, c¢oklu kuzulama
oranlari, disi ve erkek kuzu oranlari ile kuzu dogum
agirliklari gibi reproduktif veriler kayit altina alindi.

istatistiki Analizz Tim veriler SPSS 220
programinda analiz edildi. Sirekli degiskenler (gebelik
suresi, kuzu dogum agirhgr) éncelikle Shapiro-Wilk testi
ile normal dadihm agisindan degerlendirildi. Normal
dagilim gosteren degiskenler icin gruplar arasi farklar tek
yonli varyans analizi (One-way ANOVA) ve post-hoc
Tukey HSD testi ile kargilastinldi. Kategorik degiskenler
(gebelik orani, kuzulama orani, ¢oklu kuzulama, disi
kuzu ve erkek kuzu oranlar) igin ise, digsik hicre
frekansina sahip degiskenlerde (coklu kuzulama, disi ve
erkek kuzu oranlari) Fisher's Exact Test uygulandi.
Hicre frekanslari yeterli olan degiskenlerde (gebelik
orani) Pearson Ki-kare testi uygulandi. Kuzulama orani
tim gruplarda %100 oldugu icin istatistiksel analiz
uygulanmadi. Tum testler iki yonlt olarak degerlendirildi
ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Reprodiiktif Parametrelere lligkin  Veriler:
Kontrol, ikinci asamada intraepididimal PRP uygulanmis
hayvanlarin dondurulmus-¢dzdiiriilmiis spermalari (in
vivo PRP grubu) ve Ug¢lnci asamada %5 PRP katilan
dondurulmus-¢dzdiirilmiis spermalar (in vitro PRP
grubu) kullanilarak intraservikal tohumlanan koyunlardan
elde edilen reprodiktif parametrelere iligkin veriler Tablo
1'de sunulmustur.
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Tablo 1. Kontrol ve farkli PRP uygulamalariyla hazirlanan dondurulmus-¢ézdirilmis spermalarla tohumlanan

koyunlardaki bazi reproduktif parametrelere iligkin veriler

Degiskenler Kontrol - PRP - Test Istatistigi p-degeri
Invivo Invitro

Gebelik Orani (%) 20.00 (5/25) 20.00 (5/25) 28.00 (7/25) x>=0.61 0.738
Gebelik Suresi (gln) 152.80+0.86 149.00+1.18 151.14+1.14 F=2.60 0.109
Kuzulama Orani (%) 100.00 (5/5) 100.00 (5/5) 100.00 (7/7) - -
Coklu Kuzulama Orani (%) 0.00 (0/5) 0.00 (0/5) 14.29 (1/7) Fisher's Exact 0.468
Disi Kuzu Orani (%) 60.00 (3/5) 40.00 (2/5) 37.50 (3/8) Fisher's Exact 0.784
Erkek Kuzu Orani (%) 40.00 (2/5) 60.00 (3/5) 62.50 (5/8) Fisher's Exact 0.784
Kuzu Dogum Agirhdr (kg) 4.104£0.13 4.17+0.17 4.04+0.23 F=0.11 0.892

Kuzulama orani tum gruplarda %100 oldugundan istatistiksel analiz uygulanmamistir.

¥? = Pearson Ki-kare degeri, F = ANOVA test istatistigidir.

Gebelik Orani ve Siiresi: /n vitro PRP grubundaki
gebelik orani kontrol ve in vivo PRP grubuna gére daha
yuksek bulunsa da istatistiki acidan 6nemli degildi.
Benzer sekilde gebelik sureleri yéninden tim gruplar
arasinda gozlenen farkliliklar anlamsizdi (Tablo 1).

Kuzulama Orani: Tim gruplarda gebe kalan
koyunlarin hepsi dogum yaptiklarindan dolay! kuzulama
orani %100 olarak tespit edildi. Kontrol ve in vivo PRP
grubundaki tiim koyunlar tekli dogum yaparken, in vitro
PRP grubundaki bir koyun ikiz dogum yapti. Gruplar
arasinda ¢oklu dogum oranlari arasinda anlamh bir
farkhhk tespit edilemedi (Tablo 1).

Cinsiyet Orani ve Kuzu Dogum Agirhgi: Disi ve
erkek kuzu oranlari ile kuzu dogum agirliklari yéninden
gruplar arasinda go6zlenen farkliliklar istatistiki olarak
anlamli degildi (Tablo 1).

Tartisma

Suni tohumlama, ciftik hayvanlarinin genetik
kapasitesini iyilestirmek igin uygulanan ilk ve 6nemli
biyoteknolojik yontemdir. Yiksek Uretkenlik
potansiyeline sahip erkeklerin arzu edilen 6zelliklerinin
hizl bir sekilde yayilmasini saglar (6). Koyunlarda taze
ve sogutulmus sperma ile intraservikal suni tohumlama
kabul edilebilir gebe kalma oranlari saglarken, her iki
spermanin da kisa raf émri ve birim zamanda elde
edilebilecek sperma dozu sayisindaki dogdal sinirlama,
erkek damizliklarin yaygin kullanimini kisitlamaktadir
(7). Bu nedenle, suni tohumlama yoluyla genetik
faydalari en Ust dizeye cikarmak igin dondurulmus-
¢6zdurtlmis sperma kullanimi bir 6n kosuldur. Bununla
birlikte dondurulmus-cézdirilmis sperma ile iyi bir
fertilizasyon orani, invaziv ve saha sartlarinda kullanimi
zor olan laparoskopik yontem kullaniimasini gerektirir.
Bunun yerine saha sartlarinda kullanimi daha kolay
olan intraservikal yontemle dondurulmus-¢ézdiriimis
spermalardan elde edilen fertilizasyon oranlar taze ve
sogutulmus spermaya goére dusik kalmaktadir (8).
Dondurulmus-¢ézdurilmus sperma ile intraservikal
tohumlamadan elde edilen dusiuk gebelik oranlari,
dondurma-¢ézdirme islemi sirasinda spermatozoanin
hasar gbérmesine ve bunun sonucunda sperm
transportunun, canliiginin ve doélleme kapasitesinin
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bozulmasina ve embriyonik mortalitenin artmasina
baglanmaktadir (8, 9). Dondurulmus-¢ézdiriimus
sperma ile intraservikal tohumlanan koyunlardaki
gebelik oranlarinin  lreme sezonu disinda %18
dizeylerinde kaldigi (10), Ureme sezonunda ise %42-58
arasinda degistigi (11-13) bildirilmistir. Bu g¢alismada
Ureme sezonu diginda tohumlanan Kkontrol grubu
hayvanlardan elde edilen %20 oranindaki gebelik orani,
Yamaki ve ark. (10)'nin bulgularina benzer bulunmustur.
Mevcut calismada dondurulmus-¢ézdirilmis sperma
kullanimina bagl sekillenen disik gebelik oranlarinin
iyilestirilmesi baglaminda dondurma-¢dzdirme
hasarlarinin azaltiimasi amaciyla intraepididimal PRP
uygulanmis koglardan alinan ve ayrica in vitro PRP
ilave edilmis dondurulmus-¢ézdirilmis spermalarla
suni tohumlama yapilmistir. Intraepididimal PRP
uygulanan hayvanlardan alinan spermalarin dondurulup
¢ozdiurilmesinden sonra kontroline goére dusik
oksidatif stres diizeyi ile yiksek kolesterol, CatSper ve
Trp iyon kanal ekspresyonu, HSD3p3, StAR ve PDGF
dizeyleri, plazma ve akrozom membran buttinlugu, total
ve progressif motilite, VCL, VSL ve VAP degerlerine
sahip oldugu bu calismada kanitlanmistir. Ote yandan
%5 PRP’li dondurulmus-¢6zdirilmis spermanin da
intraepididimal uygulamada oldugu gibi morfo-
fonksiyonel ve molekller o&zellikler bakimindan
kontrolliine gore daha iyi sonuglara sahip oldugu mevcut
calismada acik bir sekilde ortaya koyulmustur.

Bu calismada Greme mevsimi disinda progestagen
emdirilmis  vajinal slingerlerle senkronize edilen
koyunlarin intraservikal yontem ve intraepididimal PRP’li
(in vivo PRP grubu) ve %5 PRP ilaveli (in vitro PRP
grubu) dondurulmus-¢6zdirilmuis spermalar
kullanilarak tohumlanmalarindan elde edilen gebelik
oranlari ve dider reproduktif parametrelerin (gebelik
suresi, kuzulama orani, ¢oklu kuzulama orani, digi kuzu
orani, erkek kuzu orani ve kuzu dogum agirligi) Kontrol
grubuna gére farkli olmadigi gézlendi. Her ne kadar in
vitro PRP grubundan elde edilen gebelik orani (%28) ve
¢oklu dogum orani (%14.29) kontrol ve in vivo PRP
grubundan daha yiksek olmasina ragmen istatistiki
olarak anlamsizdi. Koyunlarda 6strus senkronizasyonu
sonrasi sabit zamanl tohumlamada basgari, yalnizca
sperm kalitesiyle degil, ayni zamanda endometriumun
reseptivitesi ve embriyo-maternal etkilesimlerle de
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iliskilidir (14). Bu nedenle PRP’nin sperma kalitesine
sagladigi katki, dreme sezonu disinda uterusun
biyolojik ortami tarafindan kismen sinirlandiriimis
olabilir. Bu galismadaki gibi intraepididimal ve in vitro
PRP uygulanmis dondurulmus-¢ézdirilmis sperma
kullanimi ile intraservikal tohumlamalarin yapildidi
koyunlara ait c¢alismaya rastlanmamistir. Ancak
koyunlarda vyapilan suni tohumlama c¢alismalarinda
dondurulmus spermalarla yapilan tohumlamalarin taze
spermaya goére gebelik agisindan oldukga dusik kaldigi
goOrulmektedir (15). Bu durumun temel nedenlerinden
biri akrozomal butunligun bozulmasiyla birlikte zona
pellucida’ya baglanma ve penetrasyon kapasitesinin
azalmasidir. Dolayisiyla laboratuvar ortaminda elde
edilen sonuglarin, dogrudan dél verimi parametreleriyle
iliskili oldugu anlasiimaktadir. Bununla birlikte tUreme
sezonunda vajinal siingerle senkronize edilen kegcilerde
yapilan bir calismada, %5 ve %10
konsantrasyonlarinda in vitro PRP igeren dondurulmus-
¢o6zdiurdlmus spermalar ile intraservikal
tohumlamalardan %60-80 arasinda gebelik ve dogum
orani elde edildigi, bu oranlarin kontrol grubunda elde
edilen gebelik ve dogum oranlarina goére istatistiki
olarak yiiksek oldugu bildirilmigtir (16). Tim bunlara ek
olarak dondurulmus spermalar ile yapilan
tohumlamalarda spermatozoonlarin uterus ortaminda
gecirdigi degisikliklerde dikkate alinmalidir. Gebelik
oranlarini etkileyen yalnizca sperm hicresinin yapisal
bitinligld degil, ayni zamanda uterin immin yanit,
seminal plazma proteinlerinin roli ve sperm-epitelyal
hicre etkilesimleridir. Ozellikle koyunlarda
spermatozoonlarin uterin lumende gecirdigi transit
suresince, plazma membrani stabilitesini koruyabilmesi
fertilizasyon basarisi agisindan kritik goériilmektedir (17).

Boga spermlerinin fertilizasyon kapasitesinin
artinlmasina  yoénelik bir g¢alismada %5 PRP
dondurulmus-¢ézdirilmis  sperma  kullanimi ile

gerceklestirilen in vitro fertilizasyonda, déllenmis oosit
(PRP; %79.8, kontrol; %68.2), bolinmus (PRP; %65.1,
kontrol; %48.8) ve blastosist evresi (PRP; %53.7,
kontrol; %36.6) embriyo oranlarinin kontrole gore
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