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I. Projenin Tiirkce ve Ingilizce Adi ve Ozetleri

Ko¢ Spermasiin Antioksidan i¢ceren Farkh Sulandirircilarda Dondurulmasi Ve in
Vitro Degerlendirilmesi.

Calismada ko¢ spermalarinin dondurulmasi/¢ozdiiriilmesi sonrast kimi spermatolojik
degerler lizerine sperma sulandiricisina katilan farkli dozlarda antioksidan (taurin) ile degisik
hizlarda sogutmanin etkisinin arastiritlmast amaglanmistir.

Arastirmada toplam 3 koctan (Akkaraman, Sakiz, Ramli¢) sun’i vagina ile alinan
ejekilatlar kullanilmistir. Cift ejekiilat olarak alinan, baslica spermatolojik 6zellikleri belirlenen
ve normospermi gosteren ejekiilatlar birlestirilmistir. Spermalarin sulandirilmasinda Tris
sulandiricisina %4 oraninda gliserin ilaveli ana solusyon kullanilmistir. Aragtirma gruplarinda
spermalar split ejekiilat bi¢iminde degerlendirilmistir. Spermalarin sulandirilmasi ve dozlanmasi
farkli taurin (20, 50 ve 80 mM) dozlar iceren Tris sulandiricisi ile yapilmistir. Ayrica taurin
icermeyen kontrol grubu da olusturulmustur. Sulandirilan ve 0.25 ml lik payetlere ¢ekilen
spermalar programlanabilir makinada farkli sogutma hizlarinda (I- 15 °C/dak; II- 10 °C/dak; I1I-
5 °C /dak) dondurulmustur.

Dondurulan spermalar su banyosunda 40°C de 10 saniye tutularak ¢dzdiiriilmiislerdir.
Cozdiirme sonrasi yapilan degerlendirmelerde sulandiricida 20, 50 ve 80 mM taurin igeren ve
taurin igcermeyen (kontrol) gruplarinda spermatozoa motilitesi % 38.7, 31.1, 26.5 ve 34.4;
anormal spermatozoa orant %18.6, 18.4, 17.0 ve 18.9; 6lii spermatozoa oran1 %52.2, 60.3, 61.5
ve 54.7 olarak kaydedilmistir. Sogutma hizi gruplarinda (I, II, III) ise, ¢dzdiirme sonrasi
spermatozoa motilitesi %30.0, 33.1, 32.0; anormal spermatozoa oram1 17.7, 17.7, 23.0 ve oli
spermatozoa orani 62.0, 54.0, 57.0 olarak saptanmustir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore, ko¢ spermasinin dondurulmasinda farkli taurin
dozlarinin ve dondurma hizlarinin istatistik degerlendirmede O6nemli farkliliklar gostermedigi

belirlenmistir.

Cryopreservation With Different Extenders Containing Antioxidant of Ram
Semen and In Vitro Evaluation.
In this study, it was aimed that to investigate of effect of different doses antioxidant (taurine)
added to extender and various cooling rates on some spermatological parameters after

freezing/thawing of ram semen.

Ejaculates collected by artificial vagina from 3 rams (Akkaraman, Sakiz, Ramli¢) were used

in the study. Ejeculates collected double ejeculation, determined principle spermatological



properties and showed normospermie were pooled. It was used main solution that is Tris
extender containing 4% glycerol in semen dilution. Samples were evaluated as split ejeculate in
the experiment groups. Samples were extended with Tris extender containing different taurine
doses (20, 50 ve 80 mM). Also It was formed control group that is not contain taurine. Diluted
samples withdrawed to 0.25ml straws were frozen in programmable freezer at different cooling
rates (I- 15 °C/min; I1- 10 °C/min; III- 5 °C/min).

Later on, the straws were thawed in a water bath at 40 ©C for 10 seconds. After the
examinations were performed, in the semen which was diluted with tris diluent containig 20, 50,
80 mM taurine and control group, the spermatozoal motility values were 38.7, 31.1, 26.5 and
34.4 %; the percentages of abnormal spermatozoa were 18.6, 18.4, 17.0 and 18.9 %; the
percentage of dead spermatozoa were 52.2, 60.3, 61.5 and 54.7 % respectively. If groups of
cooling rate (I, II, III), post-thaw motility values were 30.0, 33.1, 32.0 %; the percentages of
abnormal spermatozoa were 17.7, 17.7, 23.0 % and the percentages of dead spermatozoa were
62.0, 54.0, 57.0 %.

According to the obtained results, it was determined that different taurine doses and
cooling rates were not showed significant differences as statistically in the cryopreservation of

ram S€men.

I1. Amag ve Kapsam
Kog spermasi kisa siireli (likid saklama) ya da uzun siireli (dondurularak) payet, pelet

ve ampul bigiminde saklanabilmektedir (8). Ancak kog¢ spermasi dondurma islemleri ve soguk
sokuna kars1 oldukga dayaniksiz oldugundan, ¢6zdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi belirli bir
Ol¢iide diismekle birlikte, 6zellikle akrozom biitiinliigiiniin bozulmasi nedeniyle spermalardan
elde edilen dolverimi de diismektedir (16). Kog spermasinin dodurulmasinda simdilerde {izerinde
en ¢ok calisilan konu dondurma hizi, sperma sulandiricilart ve igerisine katilan antioksidan
maddelerdir. Bugiine kadar kog spermasinin sulandirilmasinda TRIS ve benzeri geleneksel
solusyonlar yaninda son yillarda zwitterion bufferlar denilen TES, HEPES, PIPES veya MOPS
gibi buffer 6zelligine sahip solusyonlar tercih edilmektedir (14, 18). Memeli hayvanlarin viicut
stvilart ve reprodiiktif dokularinda da yiiksek konsantrasyonlarda bulunan antioksidan maddeler
eksojen olarak sperma sulandiricilarina katildiginda lipid peroksidasyonunun spermatozoa
akrozomunda neden oldugu hasar1 azaltmakta ve spermatozoa motilitesinin korunmasina
yardimci olmaktadir (3).

Bu bilgiler 1s181nda olusturulan ¢alismada daha degisik dondurma siirelerinde uygun buffer

Ozelligine sahip sulandirict1 ve antioksidan maddelerle spermatozoon membraninda lipid



peroksidasyonunu onleyerek dondurmanin olumsuz etkilerinden korunmas ile ko¢ spermasinin
daha basarili dondurulmasi ve dolayisiyla délveriminin yiikseltilmesi amaglanmistir.

Bu arastirmada, koglardan sperma sun’i vajen ile alinarak baslica spermatolojik 6zellikler
saptanmig ve split ejakiilat bigiminde spermalar farkli miktarlarda antioksidan (taurine) igeren
Tris sulandiricis1 kullanilarak farkli dondurma prosediirleri ile dondurulmustur. Dondurulan
spermalarda antioksidan olarak katilan farkli dozlarda taurine’in ve dondurma hizinin etkileri
¢Ozdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa, akrozom morfolojisi, Olii
spermatozoa degerleri ile ortaya konmustur. Boylece ko¢ spermasimnin dondurulma ve
¢Ozdiiriilmesinde en uygun taurin dozunun ve dondurma hizinin spermatozoonlar iizerine

etkisinin in vitro yontemlerle belirlenmesine ¢aligilmistir.

I11. Materyal ve Yontem

Arastirmada kullamlan spermalar Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim
Aragtirma ve Uygulama ciftliginde bulunan Akkaraman, Sakiz ve Ramli¢ irki ii¢ bas koctan
almmustir. Koglar Fakiilte ¢iftligi kosullarinda tutulmus, bakim ve beslenmeleri bulunduklari
stirli iginde yapilmistir.

Calismada kullanilan ejakiilatlar, saglikli ve normospermie 6zelligi gosteren koglardan
sun’i vajen yardimiyla alinmistir. Elde edilen ejakiilatlarda baslica spermatolojik ozellikler
(ejakiilat miktari, spermatozoa motilitesi, spermatozoa yogunlugu, anormal spermatozoa, olii
spermatozoa, spermanin pH degeri) belirlenmistir.

Spermalarin  dondurulmasinda Tris-sitrat-fruktoz = sulandiricist  (16)  kullanilmstir.
Kryoprotektan etki %4 gliserol ile antioksidan etki ise her sulandirict grubu i¢cin 20 mM, 50 mM,
80 mM Taurine ile saglanmistir. Boylece, biri kontrol {i¢ii antioksidan olmak tizere toplam dort
grup olusturulmustur. Dondurulacak ejakiilatlar birlestirilerek (miks ejakiilat), homojen
karisimdan kontrol ve her antioksidan grubu icgin spermalar split ejakiilat bigiminde
kullanilmustir.

Spermalarin sulandirma, dozlama (400x10°/ml) ve alisim islemleri (2.5 saat) 5-6°C lik
ortamda gergeklestirildikten sonra, dondurulacak spermalar 0.25 ml’lik payetlere c¢ekilmis ve
dondurma siiresi ve sicakligi ayarlanabilen sivi azotla ¢alisan otomatik programlanabilir aletle
dondurma islemi gergeklestirilmistir. Dondurma isleminde her antioksidan grubu igin tli¢ farkli
dondurma prosediiriic uygulanmustir: 1. Dondurma: 8 dakikada —120°C (15°C/dakika); 2.
Dondurma: 12 dakikada -120°C (10°C/dakika); 3. Dondurma: 24 dakikada —120°C (5°C/dakika)
olarak belirlenmistir. Dondurma islemi tamamlandiktan sonra payetler sivi azot i¢inde (-196°C)

depolanmastir.



Sivi azotta saklanan dondurulmus spermalar su banyosunda 40°C de ve 10 saniye i¢inde
¢cOzdiiriilmiistiir. Cozdiirme sonrasi1 spermalarda spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa,

ve 0li spermatozoa degerlendirmeleri yapilmustir.

Her antioksidan grubu ve dondurma prosediirleri icin elde edilen bulgular

karsilastirmali olarak degerlendirilerek, istatistiki 6nemleri ortaya konmustur.

IV. Analizve Bulgular

Bu arastirmanin istatistik ¢alismalarinda gruplara Kruskal Wallis testi ve ANOVA
uygulanmigtir.

Tablo 1°de ti¢ farkli irk kogtan alinmis nativ ejakiilatlarda degerlendirilen baslica
spermatolojik 6zelliklere iliskin degerler verilmektedir. Her li¢ kocun ejakiilat miktari,
spermatozoa motilitesi, spermatozoa yogunlugu, anormal spermatozoa orani, 6lii spermatozoa
orani ve spermanin pH degeri fizyolojik sinirlar iginde bulunmustur. Bununla beraber ejakiilat
miktari, spermatozoa yogunlugu ve anormal spermatozoa orani yoniiyle koclar arasinda istatistik

olarak onemli farkliliklar gézlenmistir.

Tablo 1 : Nativ kog ejakiilatlarinda bashca spermatolojik 6zelliklere iliskin degerler (n=10).

Anormal Olii -
Ko Ejekiilat Spermatozoa Spermatozoa spermatozoa spermatozoa p
¢ miktari(ml) | motilitesi(%) yogunlugu(x10?) orant (%) orant (%)
X+SX
X+8X X+8X X£SX X£8X X+sX
Akkaraman 1.04+0.2 70.5+13.8 2.7+0.20 16.5£7.9 17.6+6.2 6.5+0.2
a a a
Sakiz 1.5+0.4 75.0+£11.8 3.1+0.5 5.8+1.25 14.3+5.4 6.6+0.2
b b b
Ramlig 1.3+0.4 75.0+14.3 3.2+0.4 9.5+4.2 16.8+7.5 6.5+0.2
B c c
0D X _ XX XXX _ _

x: P<0.05 Grup ortalamalari fark dnemli
xx: P<0.01 Grup ortalamalar1 fark 6nemli

xxx: P<0.001 Grup ortalamalar1 fark 6nemli
-: P>0.05 Grup ortalamalar1 fark 6nemsiz
a,b,c: Ayni siitiinda farkli harfleri tasiyan grup ortalamalar: arasi fark 6nemli

Farkl1 antioksidan konsantrasyonlariyla dondurulmus kog¢ spermalarinda alisim ve
¢Ozdiirme sonras1 kimi spermatolojik degerler Tablo 2’de sunulmustur. Alisim sonrasi
spermatozoa motilitesi, ¢dzdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa orani ve
6lii spermatozoa orani yoniiyle farkli taurin konsantrasyonlar1 ve kontrol grubu arasinda istatistik
yonden farklilik saptanmamuistir. Ancak 20 mM taurinle dondurulmus kog¢ spermalarinda aligim
ve ¢ozdiirme sonrasi degerlendirilen spermatolojik 6zelliklerin diger gruplara gore daha yiiksek

degerler gosterdigi gozlenmistir.



Tablo 2. Farkh oranlarda antioksidan iceren ko¢ spermalarinda alisim ve ¢ozdiirme sonrasi Kimi
spermatolojik degerler (n=15).

L Aligim sonrasi Cozdiirme sonrasi
Antioksidan =
(Taurin) Spermatozoa Spermatozoa Anormal spermatozoa | Olil spermatozoa
mM motilitesi(%) motilitesi (%) orani(%) orani(%)
X+8X X+sx X+sx X+8X
20 64.3+£14.7 38.7£9.4 18.7+4.9 52.249.2
50 60.0£15.5 31.1+16.4 18.4+4.8 60.3+14.1
80 57.0+12.5 26.5+15.0 17.0+4.6 61.5+£16.9
Kontol 60.7+£16.8 34.4+10.1 19.0+6.9 54.7+£12.4
O.D. _ _ _ _

-: P>0.05 Grup ortalamalari arasi fark dnemsiz.

Tablo 3’de farkli sogutma hizlariyla dondurulmus kog¢ spermalarinda ¢6zdiirme sonrasi

kimi spermatolojik degerler goriilmektedir. Bu ¢calismada farkli sogutma hizlarinin ¢ézdiirme

sonras1 spermatolojik degerler tlizerine etkileri yoniiyle istatistik agidan bulunan farkliliklar

Oonemsiz olarak kaydedilmistir. Ancak II. dondurma protokoliiniin ¢6zdiirme sonrasi kimi

spermatolojik 6zellikler iizerine digerlerinden daha olumlu etki yaptig1 goriilmektedir.

Tablo 3: Farkh sogutma hizlar ile dondurulan ko¢ spermalarinin ¢ézdiirme sonrasi kimi spermatolojik

degerler (n=15).

Cozdiirme sonrasi

Sogutma hizi Spermatozoa motilitesi(%) Anormal sp e;‘m atozoa Olii spermatozoa orani(%)
orani(%)
XESX XESX
X£SX
I-157C/dk 30.0+11.0 17.7+4.3 62.0+14.1
1I - 100C/dk 33.1£13.5 17.7+4 .6 54.0+13.8
111 - 5°C/dk 32.0+18.0 23.0+17.0 56.8+20.2
O.D B ~ )

-: P>0.05 Grup ortalamalari arasi fark dnemsiz.

Akkaraman, Sakiz ve Ramli¢ olmak iizere farkli irktan dondurulmus kog¢ spermalarinin

alisim ve ¢ozdiirme sonrasi kimi spermatolojik degerleri de Tablo 4’de verilmistir. Bu

arastirmada, alisim sonrasi spermatozoa motilitesi, ¢ozdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi ve

anormal spermatozoa degerleri yoniiyle kog 1rklar arasinda istatistik olarak dnemli farkliliklar

bulunmustur.




Tablo 4: Farkh irktan ko¢ spermalarinin dondurulmasi/¢ézdiiriilmesi sonrasi kimi spermatolojik degerler

(n=20).
Aligim sonrasi Cozdiirme sonrast
Kog 1rki Spermatozoa Spermatozoa Anormal spermatozoa Olii spermatozoa
motilitesi(%) motilitesi(%) orani(%) orani(%)
XESX XESX X+SX X+SX
48.0+15.1 23.4+13.8 15.4+2.6 60.7+14.6
Akkaraman
a a a a
64.2+12.0 37.9+11.7 21.1£5.2 53.8+11.4
Sakiz
b b a ab
Ramli 69.2+7.1 32.8+13.1 18.3+6.0 51.7+13.5
¢ b b ab b
OD XXX XX XX -

xx: P<0.01 Grup ortalamalari aras1 fark 6nemli
xxx: P<0.001 Grup ortalamalari arasi fark 6nemli
-: P>0.05 Grup ortalamalari aras1 fark 6nemsiz
a,b: Ayni siitlinda farkli harfleri tasiyan grup ortalamalari arasi fark dnemli

V. Sonug ve Oneriler

Calismadan elde edilen bulgulara gore, kog¢ spermasinin dondurulmasinda farkli taurin

dozlarinin

dondurma

hizlarinin

degerlendirmelerde 6nemli bulunmamustir.
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KOC SPERMASININ DONDURULMASINDA ANTIOKSIDAN VE SOGUTMA
HIZININ ETKISI*

Necmettin Tekin**, Ongun Uysal**, Ergun Akc¢ay**, ilker Yavag**

** Ankara Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Ankara, 06110Tiirkiye

(Calismada kog spermalarinin dondurulmasi/¢ozdiiriilmesi sonrasi kimi spermatolojik
degerler lizerine sperma sulandiricisina katilan farkli dozlarda antioksidan (taurin) ile degisik
hizlarda sogutmanin etkisinin arastiritlmasi amaglanmistir.

Arastirmada toplam 3 koctan (Akkaraman, Sakiz, Ramli¢) sun’i vagina ile alinan
ejekiilatlar kullanilmistir. Cift ejekiilat olarak alinan, baslica spermatolojik 6zellikleri belirlenen
ve normospermi gosteren ejekiilatlar birlestirilmistir. Spermalarin sulandirilmasinda Tris
sulandiricisina %4 oraninda gliserin ilaveli ana solusyon kullanilmigtir. Aragtirma grublarinda
spermalar split ejekiilat bi¢iminde degerlendirilmistir. Spermalarin sulandirilmasi ve dozlanmasi
farkli taurin (20, 50 ve 80 mM) dozlar iceren Tris sulandiricisi ile yapilmistir. Ayrica taurin
icermeyen kontrol grubu da olusturulmustur. Sulandirilan ve 0.25 ml lik payetlere cekilen
spermalar programlanabilir makinada farkli sogutma hizlarinda (I- 15 °C/dak; II- 10 °C/dak; I1I-
5 °C /dak) dondurulmustur.

Dondurulan spermalar su banyosunda 40°C de 10 saniye tutularak ¢dzdiiriilmiislerdir.
Cozdiirme sonrasi yapilan degerlendirmelerde sulandiricida 20, 50 ve 80 mM taurin igeren ve
taurin icermeyen (kontrol) grublarda spermatozoa motilitesi % 38.7, 31.1, 26.5 ve 34.4; anormal
spermatozoa orani %18.6, 18.4, 17.0 ve 18.9; olii spermatozoa oran1 %52.2, 60.3, 61.5 ve 54.7
olarak kaydedilmistir. Sogutma hiz1 grublarinda (I, II, III) ise, ¢6zdiirme sonrasi spermatozoa
motilitesi %30.0, 33.1, 32.0; anormal spermatozoa oran1 17.7, 17.7, 23.0 ve 6lii spermatozoa
orani 62.0, 54.0, 57.0 olarak saptanmustir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore, kog spermasinin dondurulmasinda farkli taurin
dozlarinin ve dondurma hizlarmin istatistik degerlendirmede onemli farkhiliklar gostermedigi
belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Kog¢ spermasi, antioksidan, sogutma hizi, spermanin dondurulmasi
*Bu arastirma Ankara Universitesi Bilimsel Arastrma Projeleri Miidiirliigii tarafindan

desteklenmistir (2003.08.10.052).
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THE EFFECT OF ANTIOXIDANT AND COOLING RATE IN CRYOPRESERVATION OF
RAM SEMEN*

Necmettin Tekin**, Ongun Uysal**, Ergun Akc¢ay**, ilker Yavag**

**Department of Animal Reproduction and Artificial Insemination, Faculty of Veterinary Medicine, University of

Ankara, Turkey

In this study, It was aimed that to investigate of effect of different doses antioxydant
(taurine) added to extender and various cooling rates on some spermatological parameters
after freezing/thawing of ram semen.

Ejeculates collected by artificial vagina from 3 rams (Akkaraman, Sakiz, Ramli¢) were used
in the study. Ejeculates collected double ejeculation, determined principle spermatological
properties and showed normospermie were pooled. It was used main solution that is Tris
extender containing 4% glycerol in semen dilution. Samples were evaluated as split ejeculate in
the experiment groups. Samples were extended with Tris extender containing different taurine
doses (20, 50 ve 80 mM). Also It was formed control group that is not contain taurine. Diluted
samples withdrawed to 0.25ml straws were frozen in programmable freezer at different cooling
rates (I- 15 °C/min; I1- 10 °C/min; III- 5 °C/min).

Later on, the straws were thawed in a water bath at 40 ©C for 10 seconds. After the
examinations were performed, in the semen which was diluted with tris diluent containig 20, 50,
80 mM taurine and control group, the spermatozoal motility values were 38.7, 31.1, 26.5 and
34.4 %; the percentages of abnormal spermatozoa were 18.6, 18.4, 17.0 and 18.9 %; the
percentage of dead spermatozoa were 52.2, 60.3, 61.5 and 54.7 % respectively. If groups of
cooling rate (I, II, III), post-thaw motility values were 30.0, 33.1, 32.0 %; the percentages of
abnormal spermatozoa were 17.7, 17.7, 23.0 % and the percentages of dead spermatozoa were
62.0, 54.0, 57.0 %.

According to the obtained results, it was determined that different taurine doses and
cooling rates were not showed significant differences as statistically in the cryopreservation of
ram semen.

Key words: Ram semen, antioxidant, cooling rate, cryopreservation

*This research was funded by Ankara university, BAP (2003.08.10.052).

e) Yayinlar (hakemli bilimsel dergiler) ve tezler
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