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Kog¢ spermasinin kisa siireli saklanmasinda katki

maddelerinin etkisi

Effect of additives on short-term storage of ram semen

OZET

Bu calismanin amaci, kisa siireli saklanan kog¢ spermasinin (24 saatlik araliklarla) 72
saate kadar spermatolojik parametreler iizerine etkilerini arastirmakti. Calismada %
motilite, canlilik ve akrozom biitiinliigii verileri degerlendirildi. Caligmada her kogtan
(4 bas Merinos kocu) alinan dort ejakiilat kullanildi. Ejakiilatlar pooling yapildiktan
sonra esit hacimli yedi parcaya bolindii. Calisma gruplari, tris bazli sulandiriciya
eklenen resveratrol (2 ve 4 mM), troloks (2 ve 4 mM), BSA (3 ve 6 mg/ml) ve kontrol
olmak iizere olusturuldu. Sulandirilan 6rnekler 72. saate kadar 4°C de muhafaza edildi.
Spermatozoa motilitesi, canlilik ve akrozom biitiinligii 0, 24, 48 ve 72. saatte
degerlendirildi. Motilite muayenesi faz kontrast atagmanli mikroskopta 400X lik
biiyiitmede, canlilik ve akrozom biitiinliigii ise floresan mikroskop ile degerlendirildi.
Caligmanin  72. saatinde, BSA (3 ve 6mM) gruplari motilite (53,75+2,50%;
55,00+4,08%) ve akrozom  Dbiitiinliigi (53,70+3,39%j; 57,10+4,68%)
degerlendirmelerinde kontrol grubu (43,75+2,50%; 46,53+3,58) ile istatistiksel farklilik
(p<0,05) gosterdi. Troloks (4mM) grubunda (67,22+3,71%), tiim gruplara kiyasla 72.
saatte en yiiksek canlilik sonucuna ulasilmig ayrica kontrol grubu (46,5343,53) ile
istatistiksel farklilik (p<0,05) belirlenmistir. Calismanin sonucunda ko¢ sperma
sulandiricisina eklenen BSA ve troloksun ko¢ spermasmin kisa siireli saklamasinda
faydali oldugu ve spermatolojik parametreler iizerine koruyucu etki gosterdigi
belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: BSA, kisa siireli saklama, trehaloz, troloks

ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effects of short-term stored ram semen (24-
hour intervals) on spermatological parameters up to 72 hours. In the study, % motility,
viability and acrosome integrity were evaluated. In this study four ejaculates from each
ram (four merino rams) were used. The ejaculates were divided into seven equal-sized
pieces after pooling. The study groups were formed as resveratrol (2 and 4 mM), trolox
(2 and 4 mM), BSA (3 and 6 mg/ml) and control added to tris-based diluent. Diluted
samples were stored at 4 °C until 72 hours. Spermatozoa motility, viability and
acrosome integrity were evaluated at 0, 24, 48 and 72 hours. Motility examination was
evaluated with phase contrast microscope at 400X magnification, vitality and acrosome
integrity were evaluated with fluorescent microscope. At the 72nd hour of the study,
the BSA (3 and 6mM) groups were assessed for motility (53,75 + 2,50%; 55,00 +
4,08%) and acrosome integrity (53,70 + 3,39%; 57,10 + 4,68%) in the control group
(43,75 + 2,50%; 46,53 + 3,58%) and statistical difference (p <0,05). In the Trolox
(4mM) group (67,22 + 3,71%), the highest viability was achieved at 72 hours compared
to all groups, and a statistical difference (p <0,05) was determined with the control
group (46,53 + 3,53). As a result of the study, it was determined that BSA and trolox
added to ram semen extender were beneficial in the short-term storage of ram semen
and had a protective effect on spermatological parameters.

Keywords: BSA,short term storage,trehalose, Trolox

How to cite this article

Oztiirk, C., Dursun S., Bulut, G., Karasahin T. (2021). Effect of additives on short-term
storage of ram semen. Journal of Advances in VetBio Science and Techniques, 6(1), 22-28.
https://doi.org/10.31797/vetbio.833211

J Adv VetBio Sci Tech, 2021, 6(1), 22-28

Research Article

Caner OZTURK!
Siikrii DURSUN?®
Gaye BULUT®

Tahir KARASAHIN%

!Department of Reproduction
and Artificial Insemination,
Faculty of Veterinary
Medicine Aksaray University,
Aksaray, Turkey

’Department of Obstetrics and
Gynecology, Faculty of
Veterinary Medicine, Aksaray
University, Aksaray, Turkey

SDepartment of Physiology,
Faculty of Veterinary
Medicine, Aksaray
University, Aksaray, Turkey

ORCID-
40000-0003-0566-0684
0000-0002-2453-3464
°0000-0003-4500-1958
40000-0003-2358-0389

Correspondence
Caner OZTURK

canerozturkvt@gmail.com

Article info

Submission: 13-12-2020
Accepted: 23-03-2021
Online First: 07-04-2021

e-1SSN: 2548-1150
doi prefix: 10.31797/vetbio

http://dergipark.org.tr/vetbio

This work is licensed under a
Creative Commons Attribution 4.0

International License

N


https://doi.org/10.31797/vetbio.833211
http://dergipark.org.tr/vetbio

Kog spermasinin saklanmasi
iRIS

Suni  tohumlama uygulamasi,
evcil hayvanlarda genetik 1slah
icin en yaygin ve etkili yetigtirme
teknigidir. Koglarda, spermanin
sogutularak kisa stireli saklanmast,
dondurulmus-¢6ziilmiis spermadan daha yaygin
olarak  kullanilmaktadir. Kog¢ spermasinin
dondurularak ~ saklanmasi,  sogutma ile
karsilastirildiginda sperma motilitesini,
canliligint ve fertilite yetenegini olumsuz
etkilemektedir (O’Hara vd., 2010; Mata-
Campuzano vd., 2014). Bununla birlikte,
tohumlama i¢in sogutularak saklanan spermanin
etkili kullanimi, depolama siiresinin artmasiyla
motilite, membran ve akrozom biitiinliigliniin
azalmasi nedeni ile birka¢ giin ile smirhdir

(Giirler vd., 2016; Ledesma vd., 2016).

Bu  hasarlar  antioksidan  sistemlerin
degismesi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
artmasinin sonucudur (Bilodeau vd., 2001; Said
vd.,, 2010). ROS genellikle oksidatif
fosforilasyondaki ~ enzimatik  reaksiyonlar
sirasinda  agiga ¢ikar ve bu enzimatik
reaksiyonlar  hiicrenin  enerji  ihtiyacinin
karsilanabilmesi i¢in gerekmektedir (Valko vd.,
2007; Tremellen, 2008). Spermatozoadaki
yliksek oksidatif stres, plazma membranindaki
coklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna yol agar ve bu da sperm
morfolojisinde degisiklerin sebebidir (da Silva
Maiavd., 2010).

Sperm ve seminal plazmadaki antioksidan
sistem ROS'u temizlemek i¢in yeterli degildir.
Kog¢ sperma sulandiricilarina uygun
antioksidanlarin eklenmesi, oksidatif stresi
sogutarak saklama sirasinda
ROS'tan korumaya katkida
Tekin, 2007,

azaltmaya ve
spermatozoayl1
bulunmaktadir (Bucak ve
Sari6zkan vd., 2009).

Resveratrol (3, 4’, 5-trihydroxy-trans-
stilbene) kirmizi iiziimlerin kabugundan elde
edilen antiproliferatif ve antioksidan ozellikte

inflamatuvar
oynar

bir fitoaleksindir. Resveratrol
olaylarda  diizenleyici rol ayrica
antioksidan  Ozelliginin yaninda lipit ve
lipoprotein metabolizmasinda diizenleyici etkisi
bulunmaktadir. (Jang vd., 1997, Uguralp vd.,
2005). Sulandiricilara resveratrol eklenmesi,
ROS iiretimini azaltmak ve ¢Oziim sonrasi
sperma  antioksidatif ~ savunma  sistemini
iyilestirmek i¢in aktiflestirilmis protein kinaz
fosforilasyonunu tesvik etmektedir. Bu lipid
peroksidasyonunu  azaltarak  spermatozoay1
ROS hasarina karst korumaktadir (Zhu vd.,
2019).

Troloks (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl
chroman-2-carboxylic acid) vitamin E nin suda
¢oziiniir analogudur (Giulivi ve Cadenas,1993).
Hiicre gecirgen ve suda ¢dziinen bir antioksidan
olan troloks oksidatif stres ve apoptozise karsi
koruyucu ozellik gostermektedir (Minaei vd.,

2012). Troloks’un insan spermasi {izerine
yapilan caligmalarda ¢6zim sonu bazi
spermatolojik  parametrelerde olumlu etki

gosterdigi bildirilmektedir (Taylor vd., 2009;
Minaei vd., 2012).

Sigir serum albiimini (BSA), yiiksek iiretim
maliyetleri ve karmasik {retim teknolojisi
gerektiren yaygin bir sperma koruyucu ajandir.
Calismalar, BSA'nin plazma membraninda
ROS'un neden oldugu lipid peroksidasyonunu
azaltabilecegini ve plazma zarin1 etkin bir
sekilde koruyabildigini bildirmistir (Zhang vd.,
2015; Diaz-Jimenez vd., 2018).

Sulandirilmis ve sogutulmus ko¢ spermasi,
eger tohumlama kisa bir siire icinde
yapilacaksa, dondurulmus spermaya alternatif
bir secenektir. Bunun nedeni sperma hiicresi
tizerine zarar verici etkiler bu yoOntemde
dondurulmus ¢oziilmiis spermaya gore daha
disik seviyede gozlenmektedir. Sunulan
calismanin amaci, 4 °© C'de 72 saat siire ile
saklanan sperma tiizerine sulandiriciya eklenen
katki maddelerinin kog¢ sperma parametreleri
tizerindeki etkisini arastirilmasidir.
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MATERYAL VE METOT

Hayvanlar ve spermanin alinmasi

Bu calismada 4 bas yetiskin Merinos kogtan (3
yasli) alinan sperm Ornekleri kullanilmistir.
Aksaray ilinde yetistiriciye ait koclar
kullanilmigtir. Hayvanlar saglikli ve tek tip
optimal sartlarda beslenmeye tabi tutulmakta
idi. Ejakiilatlar haftada iki kez suni vajen

yardimu ile toplanmustir.

Spermanin Sulandirilmasi

Sperma oOrnekleri 4 tekrarli olarak toplandi.
Ejakiilatlardan en az %70 motilite ve ml de
2x109 spermatozoa olanlar kullanildi. Sperma
sulandiricist1  olarak Tris bazli sulandirici
(297.58 mM tris, 82.66 mM fruktoz, 96.32 mM
sitrik asit, %15 yumurta sarisi, pH: 6.8)
kullanildi. Hayvanlardan alinan ejakiilatlar yedi
esit parcaya boliindii ve 37 ° C'de resveratrol
(2ve 4 mM), troloks (2 ve 4 mM), BSA (3 ve 6

mg/ml) ve  kontrol  (katki = maddesi
kullanilmayan)  iceren  sulandiricilar  ile
sulandirildi.

Motilite muayenesi

Sperma motilite muayenesi i¢in, az miktarda
sperma 37 °C'de tutulan bir su banyosunda
degerlendirme i¢in 10 dk dengelendi. Sperma
motilite muayenesi 37 oC’ deki 1sitma tablasi
bulunan faz kontrast atagmanli mikroskopta
400x lik biiytlitme ile subjektif olarak yapildi.
Lam-lamel arasina aliman bir damla sperma
numunesi en az 5 mikroskop sahasina bakilarak
yapildi.  Sahalardaki motilite degerlerinin
ortalamast (%) motilite oran1 olarak kaydedildi.

Sperm canlihg

Sperma canliligi Gungor vd. (2017) nin yontemi
ve SYBR-14 / PI Molekiiler Prob: L 7011
Invitrogen,Carlsbad, CA kullanilarak belirlendi.
Sperma Tris stok soliisyonu ile 1:3 oraninda
seyreltildi ardindan 30 pl seyreltilmis sperma 6
ul SYBR-14 ve 2.5 pl PI ile karigtirldi. Ornek
hafif¢ce karistirildi, karanlikta 37 © C'de 20
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dakika inkiibe edildi ve islemi sonlandirmak
icin 10 pl Hancock soliisyonu eklendi. Lam
tizerine 2.5 pl 'lik bir numune damlatilarak
lamel ile kapatildi. En az 200 sperma hiicresi
canliligi  degerlendirmek  i¢cin  floresan
mikroskop altinda 400 biiylitmede incelendi.
Kirmizi renk alan hiicreler 6lii, yesil renk ise
canli olarak kabul edildi.

Akrozom biitiinliigii

Sperm akrozom biitiinliigli, Arachis hypogaea
(L7381 FITC-PNA, Invitrogen) ile ve Gungor
vd. (2017) tarafindan belirlenen yontemle
degerlendirildi. Sperma 6rneklerinden 60 pl, 10
ul FITC-PNA ve 2.5 ul PI ile karistirildi.
Ornekler karanlikta 37 © C'de 20 dakika inkiibe
edildi ve islemi sonlandirmak icin 10 pl
Hancock soliisyonu eklendi. Sperm akrozom
biitiinliglinii belirlemek i¢in floresan mikroskop
(Carl Zeiss Axioscope 5) altinda 400 x
biiylitmede en az 200 hiicre incelendi. Parlak
yesil renk veren sperm hiicrelerinin hasarli
oldugu kabul edilirken, boyamamis kirmizi
renkli olanlar bozulmamus olarak kabul edildi.

Veri analizi

Elde edilen degerlerin onemlilik testlerinden
once, tim degiskenler parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro
Wilks test 1ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene’s testi ile incelendi. Elde
edilen veriler ortalama + standart hata
ortalamast (ortalama+SEM) olarak sunuldu.
Tiim sonuglar varyans analizine (ANOVA) gore
ve Duncan'in gruplar arasindaki farklara gore
analiz edildi. Sonuglardan p<0,05 degeri
anlamli kabul edildi. Analizler SPSS 21 paket

programu ile yapildi.

BULGULAR

Gruplar saatlere gore motilite (%)
degerleri incelendiginde 0. Saatte istatistiksel
bir farklilik goriilmez iken 24. saatte troloks
(2mM), 48 ve 72. saatlerde BSA (6mg/ml)

kontrol grubu ile istatistiksel farklilik (p<0,05)

arasi

N



Koc¢ spermasinin saklanmasi

gostererek en yiikksek koruyucu etkili grup
olmustur (Tablo 1). Tablo 2 de belirtildigi gibi
sperma canlilik degerleri incelendiginde en iyi
koruyucu etkiyi tiim saatlerde troloks (2mM)
grubu saglamigtir. Elde edilen sonuglar 24.
Saatten itibaren istatistiksel olarak kontrol
grubu ile farklihik (p<0,05) gostermektedir.

Akrozom  biitiinliigii ~ yoniinden  gruplar
karsilastirildiginda (Tablo 3) 0. saatte gruplar
arasinda istatistiksel farklilik goriilmez iken
diger saatlerde BSA 6 mg/ml grubu kontrol
grubu ile istatistiksel farklilik olusturacak
diizeyde en yiiksek koruyucu etki gdsteren grup
olmustur.

Tablo 1. Merinos kog¢ spermasinin 5 °C'de saklama siireleri i¢in motilite degerleri (%).

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Resveratrol 2 mM 82,50+5,00 75,004,082 55,00+4,08° 48,75+2,50b¢
Resveratrol 4 mM 80,00+4,08 72,5042,892 58,75+2,50¢ 45,00+4,08b°
Troloks 2 mM 83,75 £2,50 76,25+2,50? 62,50+2,89% 51,25+4,79%
Troloks 4 mM 81,25 +2,50 71,25+2 502 61,25+4,7920 52,50+6,452
BSA 3 mg/ml 85,00+4,08 72,50+2,8920 65,00+4,082 53,75+2,502
BSA 6 mg/ml 85,00+2,87 73,75+2 5020 66,25+2,502 55,00+4,082
Kontrol 77,50+2,89 70,00+4,08° 53,75+2,50°¢ 43,75+2,50°¢
p - * *

(*p<0,05).
Tablo 2.Merinos kog spermasinin 5 ° C'de saklama siireleri i¢in canlilik degerleri (%).

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat
Resveratrol2mM  82,83x2,02 7130+554°  63,83+4,32°  52,534,82°
Resveratrol 4 mM 83,40+1,32 76,23+4,71% 68,00+3,720 62,03+5,112
Troloks 2 mM 83,37+3,38 73,38+3,02% 63,75+2,02° 55,25+0,93°
Troloks 4 mM 84,63+0,84 79,13+1,872 73,20+1,682 67,2243,712
BSA 3 mg/ml 84,20+1,53 78,55+2,162 72,95+1,66° 65,08+1,622
BSA 6 mg/ml 84,30+2,94 78,15+2,382 73,12+ 3,302 66,73+3,562
Kontrol 82,07+1,56 70,98+4,51P 63,404,190 49,12+4,93P
p - * *

(*p<0,05).

Tablo 3. Merinos kog¢ spermasinin 5 °C'de saklama siireleri i¢in akrozom biitiinliigii degerleri (%).

GRUP 0 saat 24 saat 48 saat 72 saat |
Resveratrol 2 mM 77,30+4,64 64,75+5,40% 54,53+2,63%® 53,02+0,88
Resveratrol 4 mM 76,90+1,61 66,986,552 54,65+2,722 51,08+3,37b¢
Troloks 2 mM 79,73+2,18 67,58+6,25% 56,20+2,522 53,18+3,942
Troloks 4 mM 77,43+2,86 65,303,602 55,90+2,562 52,68+2,222
BSA 3 mg/ml 79,63+2,21 66,85+2,032 56,70+5,572 53,70+3,392
BSA 6 mg/ml 81,60+1,67 72,03+3,80% 60,50+6,58° 57,10+4,68?
Kontrol 77,10+4,43 62,03+5,21P 51,28+3,72b 46,53+3,53¢
D . * *

(*p<0,05).




TARTISMA

Reaktif oksijen tiirleri, sperm kapasitasyonu,
akrozom reaksiyonu, hiperaktivasyon ve sperm-
oosit flizyonuna aracilik eden hiicreler arasi
sinyal sistemleri fizyolojik rol oynar (Baumber
vd., 2003). Bununla birlikte, spermatozoa
tarafindan asir1 ROS iiretimi plazma zarina
zarar verir ve bdylece sperm hareketliligi,
metabolik aktivite ve canlilik azalir (Ball vd.,
2001).

Sunulan c¢alismada, sulandiriciya eklenen
BSA ve troloksun kisa stireli saklama sirasinda

motilite, canlilik ve akrozom biitiinligi
parametrelerini  koruyucu yonde etkiledigi
gorilmiistiir.

Sigir serum albiiminin (BSA) ko¢ spermast
donma-¢o6ziilme sonu sperma motilitesi, plazma
membran ve akrozomu biitiinliglinii iizerine
koruyucu etki gosterdigi belirtilmektedir (Uysal
ve Bucak, 2007). Calismamizda spermatolojik
parametreler tizerine BSA gruplarinin koruyucu
etki gosterdigi belirlenmistir (p <0,05). Benzer
sekilde arastirmacilar yaptiklar1 calismalarda,
ko¢ (Matsuoka vd., 2006) ve bufalo (El-Kon,
2011) spermasi tizerine BSA'nin spermatolojik
parametreleri korudugu belirlenmistir.
Calismamizdan farkli olarak Sariozkan vd.,
(2013) yaptiklar1 calismada tavsan spermasinda
BSA eklenen sulandiricinin ilk 48 saatte kontrol
ile karsilastirildiginda  motilite  degerinde
kontrol grubu ile farkliliga rastlanmamis
(p>0,05), 72 saatte ise benzer sekilde faydali
bulunmustur. Sunulan ¢alisma ile 6nceki
caligmalar benzer sonuclar gostermisir.

Troloks,
vitamini (o tocopherol) tiirevidir ve yiiksek
konsantrasyonlarda kullanilabilmektedir (Mata-
Campuzano vd., 2014). Onceki ¢aligmalarda
Troloks un, fizyolojik sicakliklarda nispeten
uzun inkiibasyonlarda bile radikal bir
temizleyici olarak yiiksek bir etkinlige sahip
oldugu (Dominguez-Rebolledo vd., 2009) ve
ko¢ spermasi kriyoprezervasyonu i¢in olumlu
sonuglar veren 6nemli bir katki maddesi oldugu

suda c¢Ozinirliige sahip bir E

VetBio, 2021, 6(1), 22-28

(da Silva Maia vd., 2010) belirlenmistir.
Troloks’un insan spermasi lizerine yapilan
calismalarda ¢6ziim sonu bazi spermatolojik
parametrelerde  olumlu  etki  gosterdigi
arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir
(Taylor vd., 2009; Minaei vd., 2012). Sperma
hiicresinde ROS iiretiminin biiylikk oranda
sulandirict igerisinde ve dondurma c¢ozdiirme
islemleri sirasinda gergeklestigini ve dondurma
islemi sirasinda kullanilan troloks un oksidatif
stres olusumunu kontrol edici 6zelligi oldugu
belirtilmektedir (da Silva Maia vd., 2010).
Troloksun  ko¢  spermasinda  kinematik
parametreleri, plazma ve mitokondriyal yapiy1
korudugu Silva vd. (2013), domuzlarda sperma
kalitesini arttirdig1 Brzezinska-Slebodzifiska vd.
(1995), ¢oziim sonu motilite ve mitokondriyal
membran potansiyelini iizerine pozitif etkisi
oldugu Pefia vd. (2003) tarafindan belirtilmistir.

Resveratrol, in vitro kosullarda reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) zayif yakalayicisi
olmasina ragmen in vivo olarak giiclii bir
antioksidan islevi gostermektedir.
Resveratrol’in in vivo antioksidan 6zelligi nitrik
oksit sentezini artirma yetenegi ile giic
kazanmaktadir. Burada in vivo antioksidan
olarak, nitrik oksit siiperoksidi yakalama
yetenegine sahiptir. Resveratrol biyolojik
sistemlerde bulunan antioksidanlarin hiicre ici
konsantrasyonlarinin surekliligini de
saglamaktadir (De La Lastra ve Villegas, 2007).
Resveratroliin insan spermasinda oksidatif stresi
azalttigi, motiliteyi arttirip membran
biitiinltiglinli korudugu Garcez vd. (2010), DNA
hasarini diistirdiigii Branco vd. (2010), saglikli
ratlara motilite ve anormal sperma orani {izerine
etkisi olmadigini Ourique vd. (2013), tarafindan
belirtilmistir. Sunulan ¢aligmamizda resveratrol
gruplar1 kontrol grubu ile farklilik olusturmamaisg
ve 72. saatte ko¢ spermasi iizerine koruyucu
etki gostermedigi goriilmistiir. Kisa siireli
olarak saklanan aygir spermasi incelemesinde
resveratrol grubunun motilite, SYBR-PI ve
FITCH-PI oranlarinda kontrol grubuna kiyasla
daha 1yi koruyuculuk gdstermistir Giaretta vd.

ML
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(2014). Sunulan c¢alisma ile farkli sonuglar
olusmasinin doz farkliligindan kaynaklandig:
diisiindiirmektedir.

SONUC

Sunulan ¢alismada, sperma sulandiricisina
eklenen resveratrol, troloks ve BSA nin kisa
siireli saklanan ko¢ spermasi iizerine motilite,
canlilik ve akrozom biitlinliigli parametrelerinde
koruyucu etki gosterdigi belirlendi. Calisma
sonunda 72. saatte motilite, canlilik ve akrozom
biitiinliigli icin en yiiksek koruyuculuga BSA (6
mg/ml) grubunda ulagilmistir.
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