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Effect of Different Glycerol Addition Techniques and Cooling Rates on
Spermatological Characteristics in Thawed Ram Semen

Summary: In the present study, effects of glycerol addition to semen at various temperatures and
cooling rates of semen on the post-thaw semen characteristics on ram semen was investigated. Semen of 10
Kivircik rams of 3-5 years old were collected, pooled and frozen in straws. Six groups were established
according to the extension of semen in a single step (30°C) or two steps (30°C and 5°C) and to the cooling
technique to 5°C [slow (<0.2°C/min) or two (from 30°C to 16°C <2°C/min and then from 16°C to 5°C
<0.2/min) stages]. Semen was extended with extender A without glycerol at 30°C and cooled to 5°C slowly
(group 1) or in two-stages (group 2), at this temperature extender B was added. Again semen was extended
with 2% glycerol bearing extender A at 30°C and cooled slowly (group 3) and in two-stages (group 4). The
other groups were extended at 30°C with extender A and B (4% glycerol) and cooled slowly (group 5) or in
two-stages (group 6). Samples were frozen in 0.25 ml straws after the equilibration. Spermatological
examinations (motility, acrosomal and total morphological defect rates) were done after extension (level 1),
after cooling to 5°C (level 2), after equilibration (level 3) and after thawing (level 4).

In the present study, it was concluded that (1) cooling from 30°C to 5°C in the presence of glycerol at
1:1/2 dilution rate, deteriorated the post-thaw motility, (2) this deterioration was compensated by two-staged
cooling technique.
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Ozet: Sunulan ¢alismada spermaya gliseroliin farkh isilarda eklenmesi ve spermamn farkli hizlarda
sogutulmasinin, koglarda donma sonras spermatolojik 6zelliklere nasil etkiledigi arastirildi. Ug-bes yaslarinda
10 bas Kivircik ki kogun spermalart alinarak pooling yapildi ve sulandirilarak payetlerde donduruldu.
Spermanin tek asamada (30°C) veya iki asamada (30°C’de ve 5°C’de) sulandirilmasi ve 5°C’ye yavas
(<0.2°C/dakika) ve iki-kademeli (30°C’den 16°C’ye <2°C/dakika ve 16°C’den 5°C’ye <0.2/dakika) sogutma
tekniklerine gére 6 grup olusturuldu: Sperma 30°C’de gliserol icermeyen sulandirici A ile sulandirildi ve
5°C’ye yavas (1. grup) ve iki-kademeli (2. grup) sogutuldu ve B sulandiricisi ilave edildi. Yine sperma
30°C’de %?2 gliserol iceren sulandirici A ile sulandirild: ve 5°C’ye yavas (3. grup) ve iki-kademeli (4. grup)
sogutuldu. Diger gruplarda, sulandirma islemi sulandirict A ve B ile 30°C’de tamamlandi ve 5°C’ye yavas (5.
grup) ve iki-kademeli (6. grup) sogutuldu. Ornekler, ekilibrasyon sonrasi payetlerde donduruldu.
Spermatolojik incelemeler (motilite, akrozomal ve toplam morfolojik bozukluklar), sulandirma sonras1 (1.
asama), 5°C’ ye sogutma sonrasi (2. agama), ekilibrasyon sonrasi (3. asama) ve eritme sonrasi (4. agama)
gerceklestirildi.

Sunulan ¢alismada (1) 1:1/2 sulandirma oraninda 30°C’den 5°C’ye soguma asamasinda ortamda
gliserol varliginin, eritme sonrasi motiliteye zarar verdigi, (2) bu zararin iki-kademeli sogutma teknigi ile
azaldig1 sonuglarina varilmstir.

Anahtar kelimeler: Ko¢ Spermasi, Sogutma Hizi, Sulandirma Teknigi, Gliserol

Giris

Ko¢ spermasmin dondurulmasinda karsilasilan sorunlarin ¢oziimiine iliskin
kismi basarilar elde edilmistir (11, 19, 20). Ancak, bu caligmalarda kullanilan
sulandirma oranlar1 intraservikal tohumlama i¢in olduk¢a yiiksektir ve tohumlama
dozunda sorunlar yasanmaktadir (9, 10, 18). Eritme sonrasi intraservikal suni
tohumlamada basartya ulasmak i¢in; yeterli sayida ve 6zellikte spermatozoonun servikal
bariyeri gecmesini saglayacak sulandiricilara ve sulandirma yontemlerine ihtiyag¢ vardir
(3, 8, 26). Diisiik sulandirma oranlarinda soguk soklarmin olumsuz etkileri,
sulandiricidaki ~ kriyoprotektif maddelere, oranlarina, sulandirma ve sogutma
tekniklerine gore degismektedir. Gliseroliin kriyoprotektif madde olarak etkili olmasinin
sebebi; spermatozoon plazma membranmin sivi  6zelli§ine, sogutma sirasinda
gecirgenliginin artirmasima ve sogumaya bagli bazi faz degisimlerini engellemesine
baglanmaktadir (25). Gliserol, donma anmnda genig intraseliiler kristal olusumunu
onleyerek ve hiicrelerde dehidrasyonu gerceklestirerek intraseliiler yogunlugu artirir ve
spermatozoonu donmanin zararl etkilerine karsi korur (31). Bununla birlikte, gliseroliin
30°C ve 5°C’de motiliteyi diistirdiigii (22), intraservikal tohumlamalarda kuzulama
oranint olumsuz yonde etkiledigi (1), akrozom bozukluklarina neden oldugu (21),
akrozom serbest yag asitlerine baglanarak kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu
hizlandirdig bildirilmistir (32). Watson (33) da, baz1 gliserol molekiillerinin plazma
membrandaki ¢ift tabaka arasinda kalarak membrandaki proteinler ve glikoproteinleri
etkiledigini ve sonugta membranin yapisini degistirerek kapasitasyonu hizlandirdigimni
agiklamustir.
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Gliseroliin  toksik etkisi; sogutma ve donma hizina, sulandiricinin
kompozisyonuna ve gliserolizasyon yontemlerine baghdir (13, 29). Fiser ve Fairfull,
(14), %4-6 gliserol konsantrasyonlarmin optimal oldugunu, fakat ihtiya¢ duyulan bu
oranlarin sulandiricinin - ozmolaritesini  etkileyebilecegini vurgulamiglardir. Kog
spermasina 30°C’de gliserollii sulandiricinin eklenmesi pratik ve yaygin bir yontemdir
(12, 30). Ancak Critser ve ark. (6), 30°C gibi yiiksek 1sida gliserol ilavesinin zararli
oldugunu, ¢linkii gliseroliin uzun siire sperma ile maruz kaldigini, iistelik bu 1sida
gliseroliin hiicre membranina tamamen girdigini, boylece gliseroliin toksik etkisinin
arttigini bildirmislerdir. Arastirmacilara gore, gliserol 5°C’de eklendiginde membranlari
geeme yetenegi ve toksik etkisi daha azdir. Benzer sekilde, Colas (4), ko¢ spermasini
30°C’de ve 4°C’de %S5 gliserol ve 1:4 sulandirma orani kullanilmis ve 30°C’de gliserol
ilavesinin spermatozoon motilitesini onemli derecede diigiirdiiglinii belirtmistir.

Kog¢ spermatozoonunun, membranlarinda bulunan fosfolipidlerdeki farkli
doymamig/doymus yag asidi oranlar1 nedeniyle, diger tiirlere gore ani 1s1 degisimlerine
karsi daha hassas oldugu rapor edilmistir (35). Bu nedenle kog¢ spermasimnin
dondurulmasinda, optimal sogutma hizinin saglanmasi uygulamanin basarisi agisindan
onemlidir. Salamon ve Maxwell (29) ko¢ spermasinin 5°C’ye sogutulma siiresinin
genellikle 1-3 saat arasinda degisiklik gosterdigini bildirmiglerdir. Ozellikle gliserolsiiz
sulandiricilarda spermanin 2 saatten daha kisa siirede sogutulmasinin zararli oldugu ve
1sinin kademeli olarak diisiiriilmesi gerektigi belirtilmistir (12, 29). Spermanin 18°C’den
5°C’ye sogutulmasinda ise hizli sogutmadan kagmilmasi gerektigi, ¢iinkii bu 1s1
araliginda spermatozoonlarin ozellikle soguk sokuna karsi hassas olduklar ifade
edilmistir (16, 24, 29).

Sunulan ¢aligmada spermaya gliseroliin farkli 1silarda eklenmesi ve spermanin
farkli hizlarda sogutulmasinin, koglarda donma sonrasi spermatolojik 6zelliklere nasil
etki yaptigini belirlemek amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Calismada Istanbul Universitesi Veteriner Fakiiltesi Doélerme ve Sun'i
Tohumlama Anabilim Dalinda ayni1 bakim ve beslenme kosullarinda barindirilan 3-5
yaslarinda 10 bas Kivircik irki kog kullanildi. Koglardan elektroejakulasyon yontemiyle
sperma alindi (2, 7). Alinan spermalar birlestirildikten (pooling) sonra sulandirildi ve
spermatolojik incelemeler gerceklestirildi.

Spermanin Sulandirilmasi

Calismada Fiser ve arkadaslarindan modifiye edilen sulandiricilar kullanildi (5).
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Sulandirici A'nin hazirlanmasi:

THAM (Tris (Hydroxymethyl) aminometane ) 3256 g.
B-fruktoz 935 g.
Sitrik asit 17.02 g.
Penicillin G 500.000 1.U.
Dihidro streptomycine 625 mg.
Bidistile su g.s.p. 1000 ml.
Sulandiric1 B'nin Hazirlanmast:

Sodyum Sitrat (dihydrate) 6.88 g.
TES (N-Tris (hydroxymethyl-2-aminometane sulphonic acit) 58¢g
Laktoz 101.88 g.
Fruktoz 5.06 g.
Dihidro streptomycine 625 mg.
Bidistile su g.s.p. 1000 ml.

A ve B sulandiricilarinin ozmotik basinglari, gliserol ilavesi gergeklestirilmeden
once ozmometre (Knauer, D-14163, Berlin) yardimiyla 375 mOsm’a ayarlandi.

Sulandirici A i¢in sulandirma orani 1:1/2 (Sperma:Sulandirict A), final
sulandirma orani ise 1:1 [Sperma (1):Sulandirict A (1/2):Sulandirici B(1/2)] olarak
kullanildi. Final gliserol oran1 %4, final yumurta saris1 orani ise %10 oldu. Sulandirici
B, beser dakika araliklarla 10 esit hacimde sulandirilmig spermaya ilave edildi.

Spermanin Sogutulmasi

5°C’ye sogutma islemleri su banyosuna kiiciik buz pargalart atilarak
gergeklestirildi ve suyun 1sis1 dijital termometre (£200°C, Minitiib, Germany) ile
Olciildii. Yavas sogutma tekniginde sperma 30°C’den 5°C’ye <0.2°C/dakika sogutma
hizinda sogutuldu. iki-kademeli sogutma tekniginde ise sulandirilmig sperma 30°C’den
16°C’ye <2°C/dakika ve 16°C’den 5°C’ye <0.2/dakika sogutma hizinda sogutuldu.

Spermanin Dondurulmasi

Donma 6ncesi drnekler 5°C’de iki saat ekilibrasyona birakildi. 0.25 ml payetlere
doldurulan sulandirilmis spermalar (125x10° spermatozoon/payet), sivi azot buharinda
(-110°C ile -130°C) 7 dakikada donduruldu ve siv1 azot icinde depolandi. Inceleme
giiniinde payetler 37°C'de su banyosunda 30 saniye siirede eritildi.
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Gruplarin Olusturulmasi

Spermanin tek asamada (30°C) veya iki asamada (30°C’de ve 5°C’de)
sulandirilmasi ve 5°C’ye sogutma tekniklerine (yavas ve iki-kademeli) gore 6 grup
olusturuldu (Tablo 1).

1. Grup: Sperma 30°C’de gliserol icermeyen sulandirici A ile sulandirildi ve
5°C’ye yavas sogutuldu.

2. Grup: 30°C’de gliserol igermeyen sulandirici A ile sulandirildi ve 5°C’ye iki-
kademeli sogutuldu.

3. Grup: Sperma 30°C’de %?2 gliserol igeren sulandirict A ile sulandirild: ve
5°C’ye yavas sogutuldu.

4. Grup: Sperma 30°C’de %?2 gliserol igeren sulandirict A ile sulandirildt ve
5°C’ye iki-kademeli sogutuldu.

5. Grup: Sperma Sulandirict A ve Sulandirict B ile 30°C’de sulandirildi. 5°C’ye
yavas sogutuldu.

6. Grup: Sperma Sulandirict A ve Sulandirict B ile 30°C’de sulandirildi. 5°C’ye
iki-kademeli sogutuldu.

Tablo 1 : Farkli Sulandirma ve Sogutma Teknikleri
Table 1 : Different Dilution and Cooling Techniques

Gruplar
Ozellikler 1 2 3 4 5 6
Sulandirma iki iki iki Iki Tek Tek
Teknigi Asamali  Asamali  Asamali  Asamali Asamali Asamali
30°C'de Katilan
Gliserol Oram 0 0 2 2 4 4
(%)
< Iki Iki Iki
Sogutma Hizi Yavas kademeli Yavas kademeli Yavas kademeli

Spermatolojik incelemeler

Motilite, akrozom ve toplam morfolojik bozukluklardan (TMB) olusan
spermatolojik incelemeler 30°C’de sulandirma sonrasi (1.Asama), 5°C’ye sogutma
sonrast (2.Asama), ekilibrasyon sonrast (3.Asama) ve eritme sonrasi (4.Asama)
gergeklestirildi. Morfolojik incelemeler i¢in her preparatta 200 hiicre sayilarak yiizde
degerleri alindi. Belirtilen islemler 5 kez tekrarlandi (n=5). Sadece eritme sonrasi
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motilite i¢in {i¢ payet eritilerek % degerleri saptandi (n=15). Motilite incelemeleri 1sitma
tablali faz kontrast mikroskopta 400 biiyiitmede, morfolojik incelemeler Hancock
soliisyonunda ayn1 mikroskopta 1000 biiyiitmede degerlendirildi.

istatistiksel Analizler

Gruplar arasindaki istatistiksel karsilastirmalarda, the one-way analysis of
variance (ANOVA) kullanildi. Bulunan farkliliklarin 6nem kontrolleri Duncan’ s test ile
yapildi. Veriler arasi korelasyonlar, the Pearson Correlation Test ile analiz edildi.
Sonuglar, ortalama ve standart hata olarak verildi (ortalama+standart hata). Tim
istatistiksel analizler SPSS programn (v. 10.0, MS Windows igin) kullanilarak
gerceklestirildi.

Bulgular

Sulandirma, +5°C’ye sogutma, ekilibrasyon ve eritme sonrast saptanan
spermatolojik 6zellikler Tablo 2’ de verilmistir.
Tablo 2:  Farkl Gliserol Katma Teknikleri ve Sogutma Hizlarinin Spermatolojik Ozelliklere Etkisi

Table2:  Effects of Different Glycerol Addition Techniques and Cooling Rates on Spermatological
Characteristics

:\Q g % Gruplar
= Z 1 2 3 4 5 6
1% | 78.6£556  78.6%5.56 79.3+4.45 79.3+4.45 75.7+6.07 75.746.07
2 | 2+ | 800:408  79.3%535 75.0+4.08 76.4+5.56 75.0£4.08 75.746.07
% 3% | 73.6£6.90  74.3%5.35 74.3+6.07 75.0+6.46 73.6+4.76 73.6+8.02
4+ | 31.049.83* 31.7£10.17*  162+7.23°  24.1%846"  31.0£8.31*  35.5+6.87°
1* 6.742.81 6.7+2.97 8.1+3.34 7.744.64 6.0£1.91 7.6+3.87
% 2% | 8443.05°  11.6+2.30%  9.6£2.44™  9.7£125"  9.0+2.87" 8.7+1.80"
g 3= 9.1£2.04 11.4+6.85 9.3+2.29 9.7+2.81 8.6+3.15 11.0+3.11
4% | 36.7£6.04  40.4£7.02 40.6+5.1 38.0+5.13 35.6+8.38 35.3+8.06
1% | 38.0£7.07 383692 36.4+5.47 37.0+6.38 39.9+5.81 41.4£5.00
_g 2% | 36.7£3.77  40.7£3.20 36.4+4.47 37.4+6.21 35.7+4.53 35.7+3.73
g 3% | 36.4+8.68  43.6£9.42 37.7+4.53 37.3+4.23 36.7+6.96 40.2+7.71
4% | 54.7+754  54.7£1127  58.0+7.53 56.6+6.24 4814738 56.4+10.64

2b; Ayni satirda ortak harf tasgimayan 6zellikler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).

=15

Asama 1: 30°C’de sulandirma sonrasi
Asama 2: 5°C’ye sogutma sonrasi
Asama 3: Ekilibrasyon sonrasi
Asama 4: Eritme sonrast
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30°C’ deki sulandirma sonras1 higbir 6zellik yoniinden gruplar arasinda bir farka
rastlanmanmustir. Ornekler +5°C’ye sogutulduktan sonra 2. grupta (iki asamali, %0
gliserol, iki-kademeli sogutma) saptanan akrozom bozukluklari, 1. gruptakinden (iki
asamali, %0 gliserol, yavas sogutma) ve 6 gruptakinden (tek asamali, %4 gliserol, iki-
kademeli sogutma) onemli derecede yiiksek bulunmustur (p<0.05). Ekilibrasyon
sonrasinda ise gruplar arasinda higbir 6nemli fark saptanmstir.

Eritme sonrasinda tek fark motilite bulgularinda elde edilmistir. Motilitede diger
gruplar arasinda farka rastlanmazken, 3. (iki asamali, %2 gliserol, yavas sogutma) ve 4.
(iki asamali, %2 gliserol, iki-kademeli sogutma) gruplardaki degerler diger gruplardan
diistik bulunmustur (p<0.05). Ayni zamanda 3. gruptaki motilite, 4. gruptakinden de
onemli oranda diisiik bulunmustur.

Tartisma

Gliserol giiniimiizde spermatozoanin dondurulmasinda en yaygin olarak
kullanilan kriyoprotektandir (30). Bununla birlikte gliseroliin, 30°C ve 5°C’de motiliteyi
distirdiigi (22), intraservikal tohumlamalarda kuzulama oranini olumsuz ydnde
etkiledigi (1), akrozom bozukluklarina neden oldugu (21), akrozom serbest yag
asitlerine baglanarak kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu hizlandirdig: bildirilmistir
(32). Mann ve White (23) ise, gliserolin protein ve enzim denaturasyonunu
engelleyerek spermatozoonlari donmanin zararli etkilerinden korudugunu, fakat
koruyucu etkinin ko¢ spermasinda daha az oldugunu bildirmislerdir.

Gliseroliin sogutma prosediiriiniin hangi asamasinda ilave edilecegi konusunda
fikir birligi yoktur. Salamon ve Maxwell (28), gliseroliin hem iki-asamali, hem de tek-
asamali ilave edilebilecegini bildirmislerdir. Bazi arastiricilar, ko¢ spermasina 30°C’de
gliserollii sulandiricinin eklenmesinin pratik ve yaygin bir yontem oldugunu rapor
etmiglerdir (12, 30). Calismamizda 5. ve 6. gruplarda saptanan bulgular, bu bilgileri
destekler niteliktedir. Ancak bu gruplarda sogutma asamasindaki sulandirma orani
1:1°dir. Daha diigiikk sulandirma orani (1:1/2) kullanilan 3. ve 4. gruplarda ise en
basarisiz motilite bulgular1 saptanmistir. Bu motilitedeki bu diisiikliik, sulandirma
oranmnin az olmasma ve ortamdaki gliserol varligina baglanabilir. Ozetle, diisiik
sulandirma oranlarinda sogutma asamasindaki ortamda gliserol varligi, eritme sonrasi
spermatozoon motilitesine zarar vermistir. Bu bulgularimizin aksine Gil ve ark. (20),
diisiik oranli sulandirmanin yarattig1 zararh etkilerin gliserol gibi kriyoprotektanlarin
5°C’ye sogutma Oncesinde ilavesi ile 6nlenebilecegini vurgulamiglardir. Critser ve ark.
(6) ise, 30°C gibi yiiksek 1sida gliserol ilavesinin zararli oldugunu, ¢linkii gliseroliin
uzun siire sperma ile maruz kaldigini, istelik bu 1sida gliseroliin hiicre membranina
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tamamen girdigini, boylece gliseroliin toksik etkisinin arttigin1 bildirmislerdir.
Aragtirmacilara gore, gliserol 5°C’de eklendiginde membranlart gegme yetenegi ve
toksik etkisi daha azdir. Goriildiigii gibi arastiricilar arasinda farkli goriisler mevcuttur.
Elde edilen farkli sonuglar, ¢aligmalarda uygulanan farkli sogutma ve donma hizlarina,
sulandiricilarinin kompozisyonuna ve gliserolizasyon ydntemlerine baglanabilir (13,
29). Calismamizda 30°C’ de gliserol ilavesinin sperm motilitesi tizerindeki zararlh etkisi,
sadece sulandirma orani diisiik oldugunda goézlenmistir (3. ve 4. gruplar). Sogutma
asamasinda gliserol varligi ile ve sulandirma orani arasindaki iliski otaya koyan bir
¢aligmaya ulasilamamuistir.

Ko¢  spermatozoonunun,  membranlarinda  bulunan  fosfolipidlerdeki
doymamig/doymus yag asidi oranindaki farkliliklar nedeniyle, diger tiirlere gore ani 1s1
degisimlerine kars1 daha hassas oldugu rapor edilmistir (35). Salamon ve Maxwell (29)
kog¢ spermasinin 5°C’ye sogutulma siiresinin genellikle 1-3 saat arasinda degisiklik
gosterdigini  bildirmiglerdir. Spermanin 18°C’den 5°C’ye sogutulmasinda ise hizl
sogutmadan kaginilmasi gerektigi, ¢iinkii bu 1s1 araliginda spermatozoonlarin 6zellikle
soguk sokuna kars1 hassas olduklari ifade edilmistir (16, 24, 29). Fiser ve Fairfull (15),
30°C’den 15°C’ye hizli sogutulmasinin spermatozoon canliligi tizerinde olumsuz etki
yapmaya bilecegini, fakat 15°C” den daha diisiik 1silara sogutulurken yavas sogutulmasi
gerektigini rapor etmislerdir. Calismamizda da yavas sogutma tekniginde sperma
30°C’den 5°C’ye <0.2°C/dakika hizinda, iki-kademeli sogutma tekniginde ise 30°C’den
16°C’ye <2°C/dakika ve 16°C’den 5°C’ye <0.2/dakika hizinda sogutulmustur. Sogutma
hizlar1 ele alindiginda, en dikkati ¢eken bulgular 3. ve 4. gruplarda saptanmistir. Bu
gruplarda sperma, 30°C’ de gliserol iceren sulandirict ile 1:1/2 oraninda sulandirilmas,
yavas (3. grup) veya iki-kademeli (4. grup) sogutma hizinda 5°C’ ye sogutulmustur. iki-
kademeli sogutulan 4. gruptaki eritme sonrast motilite, 3. gruptakinden 6énemli oranda
yiiksek bulunmustur (%24.1 ve 16.2, p<0.05). Diisiik sulandirma oranlarinda ortamda
gliserol varsa iki-kademeli hizli sogutma teknigi, motiliteyi korumustur. Baska bir
degisle, gliseroliin zararli etkisi bu teknik ile azalmistir. Sogutma asamasinda gliserol
icermeyen 1. ve 2. gruplarda benzer bulgularin elde edilmesi ve istatistiksel olarak
onemsiz de olsa 5. gruba gore 6. grupta daha yiiksek motilite saptanmasi (%31.0 ve
%35.5, p>0.05), gliserol igeren medyumlarda sulandirma sonrasi iki-kademeli teknigin
yararli ve Onerilebilir 6zellikte oldugunu gostermektedir. Bu teknikte spermanin
gliserole maruz kalma siiresi daha azdir. 30°C gibi yiiksek 1silarda gliserol ilavesinin
zararli oldugu, gliseroliin uzun siire sperma ile maruz kaldigi ve bu 1sida hiicre
membranina tamamen girdigi, bdylece gliseroliin toksik etkisinin arttig1 bildirmistir (6).

Sunulan ¢alismada (1) 1:1/2 sulandirma oraninda 30°C’den 5°C’ye soguma
asamasinda ortamda gliserol varliginin, eritme sonrasi motiliteye zarar verdigi, (2) bu
zararin iki-kademeli sogutma teknigi ile azaldig1 sonuglarina varilmistr.
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