J<VIn

Journal of Research in

@@@@ Veterinary Medicine

RESEARCH ARTICLES

J Res Vet Med. 2020: 39(2) 101-105
DOI:10.30782/jrvm.702196

Kollajenin Saanen Teke Spermasinin Dondurulabilirligi
Uzerine Etkisi

Burcu USTUNER™ © Ahmet AKTAR! ©® Mehmet Melih Yilmaz!
Emine MULKPINAR! oElif GOKCE2 Ezgi BOZ3 ® Selim ALCAY' Senay U(;AR4

! Bursa Uludag Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Gériikle, Bursa, Tiirkiye
?Tekirdag Namik Kemal Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Tekirdag
3Ahmet Erdem Anadolu Lisesi, Niltifer, Bursa

“BTSO Kamil Tolon Bilim ve Sanat Merkezi

Received 12-03-2020 Accepted 12-10-2020
Ozet

Bu ¢alismada, Sazan Balig1 (Cyprinus carpio) pullu derisinden elde edilen kollajen igerikli siv1 6ziitiin teke spermasinin dondurulabilirligi
tizerine etkisinin belirlenmesi amaglandi. Caligmada, toplam 36 ejakiilat alt1 bag tekeden giin agir1 elektro-ejakiilator ile alindi. En az +++
mass aktivite, %70 motilite ve 2x10° spermatozoon/mL ozellige sahip sperma 6rnekleri birlestirilerek her grup igin 4 esit kisma boliindi.
Sperma iki asamali sulandirma methodu ile final konsantrasyonu 1/5 (sperma/sulandirici) olacak sekilde; kollajen igermeyen kontrol grubu
(K) ve farkli konsantrasyonda kollajen igeren (%1, %5 ve %10; sirastyla K1, K5 ve K10) Tris-Na sitrat sulandiricist ile sulandirildi. Payetler
programlanabilir dondurma makinasinda donduruldu ve daha sonra sivi azot igine aktarildi. Her gruptan en az 3 payet 37°C/30snde eritile-
rek eritme sonrasi degerlendirmeler yapildi. Sperma taze ve dondurma sonras: asamalarda; motilite, plazma membran biitiinliigii Hypo-Os-
motic Swelling Test (HOST) ve akrozom hasar1 yoniinden FITC-Pisum sativum agglutinin (FITC-PSA) boyama ile degerlendirildi. Eritme
sonrasi deney gruplarinin motilite degerleri karsilastirildiginda, kollajen i¢eren gruplarin motilitelerinin kollajen igermeyen kontrol grubu-
na gore daha yiiksek oldugu gozlemlendi (P<0.05). Plazma membran biitiinligiiniin, kollajen ilave edilen gruplarda kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu tespit edildi (P<0.05). Akrozom hasarinin sayisal olarak en yiiksek kontrol grubunda oldugu gézlemlenmesine ragmen
gruplar arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmedi (P>0.05). Sonug olarak; teke spermasinin dondurulmasinda kullanilan sulandiricilara
%1, %5 ve %10 oraninda kollajenin katilmasinin motilite ve plazma membran biitiinliigii izerine olumlu etkisi gézlemlendi.

Anahtar kelimeler: Kollajen, teke, dondurma, Sazan balig

The Effect of Collagen on Cryopreservation of Saanen Buck Semen
Abstract

In this study, it was aimed to determine collagen-containing liquid extract obtained from scaly-skin of Carp (Cyprinus carpio) affect on
cryopreservation of Saanen goat semen. In the study, a total of 36 semen samples were collected from 6 goats with one-day interval among
each collections with an electroejaculator. Semen samples with at least +++ mass activity, 70% motility and 2x10° spermatozoa/mL were
pooled and divided into 4 equal specimens for each group. Semen were diluted in a two-step dilution method to a final concentration of
1/5 (semen/extender) in Tris-Na citrate extender containing no collagen (C; control group) and different collagen concentrations (1%, 5%,
and 10%; C1, C5 and C10 respectively). The straws were frozen by programmable-freezer and then transferred into liquid nitrogen. At least
3 straws from each group were thawed at 37°C / 30sec and post-thaw evaluations were done. Semen in the fresh stage and in the post-thaw
stage; motility, plasma membrane integrity were evaluated by Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST) and FITC-Pisum sativum agglutinin
(FITC-PSA) staining for acrosome damage. When the post-thaw motility values of experimental groups were compared, it was observed
that the motility of the collagen-containing groups was higher than the control group (P <0.05). Plasma membrane integrity was found
to be higher in collagen added groups compared to the control group (P <0.05). Although the numerically highest acrosome damage was
observed in the control group, no statistical difference was found among implementation groups (P> 0.05). The results of the current study
clearly demonstrated that enrichment with C1, C5 and C10 in freezing of goat semen extenders has positive effect on post-thaw motility and
plasma membrane integrity.
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GIRIS

Kecilerde suni tohumlama ydnteminden yararlanarak
tstiin Ozellikteki tekelerin dondurulmus spermalarinin
kullanimyi, yetistirme programlarinda hizli bir genetik iy-
ilesme elde edilmesi bakimindan biiyitk 6nem tagimak-
tadir. Ote yandan, teke spermasinin dondurulup suni
tohumlama yontemiyle tohumlamada kullanilmas: iize-
rindeki caligmalar 1950’li yillarda baslayarak giliniimiize
kadar siiregelmistir.!

Suni tohumlama uygulamalarinin yayginlastirilmasi ile
genetik ilerlemenin hizlandirilmasi, damizlik degeri yiik-
sek tekelerden daha fazla yararlanilmasi, yetistirmeye bagli
gereksiz ugras ve masraflarin azaltilmasy, giftlesme ile bu-
lagabilecek reprodiiktif hastaliklarin kontrolii ve dol ver-
iminin arttirilabilmesi saglanabilecektir. Kegilerde suni
tohumlamanin yayginlastirilmasi ancak teke spermasinin
basarili bir sekilde dondurulmasiyla miimkiin olacaktir.?
Teke spermasinin dondurulmasinda yaygin olarak yagsiz
stit tozu ve Tris temelli sulandiricilar kullanilmaktadir.”
Giiniimiizde teke spermasi ile yogun caligmalar yapilmasi-
na, gesitli sulandiricilar, sogutma hizlari, farkli gliserol
konsantrasyonlar1 ve kriyoprotektif maddeler denenme-
sine ragmen ¢oziim sonrast elde edilen basarilar sinirli
diizeyde kalmistir** Dondurma ve eritme islemi teke
spermasinin morfolojisini, biyokimyasini ve fonksiyonunu
olumsuz yonde etkiler. Bu olumsuz degisiklikler motilit-
enin diismesine, spermanin disi genital kanalda ilerleme
yeteneginin azalmasina ve servikal tohumlama sonrasi fer-
tilite oraninin diigmesine neden olur.’

Birincil 6neme sahip suni tohumlama basarisini etkileyen
donmus spermanin kalitesini artirmak igin; spermanin
dondurulmas: amaciyla kullanilan sulandiricilarin igine
bir¢ok katki maddesi eklenmistir. Bu anlamda birgok an-
tioksidan, kriyoprotektif madde ve seminal plazma katkisi
spermanin dondurulmasi amaciyla kullanilmis ve olumlu
sonuglar alinmistir.®?

Kollajen omurgalilarin birincil yapisal malzemesidir ve to-
plam viicut proteinlerinin yaklasik % 20-30'unu olusturan
en bol memeli proteinidir. Esas olarak mekanik fonksiyona
sahip dokularda bulunur. Toplam viicut kollajeninin yak-
lasik yaris1 deridedir ve derm ve tendonun dermisinde bu-
lunan su disindaki materyalin yaklasik % 70 kollajendir.
Kollajen, doku ve organlarin olusumunda ve hiicrelerin
cesitli fonksiyonel ifadelerinde 6nemli rol oynar."
Kollajenin biyouyumluluk gostermesinin baslica sebebi;
kendi kendini birlestirme ve ¢apraz baglama yoluyla eks-
tra gii¢ ve stabiliteye sahip lifler olusturabilmesidir."’ Teke
spermasinin dondurma-eritme sonrast sperm kalitesinin
diigmesinin sebebi sperm plazma membran hasarinin
artisidir.” Balik derisinden elde edilen 6ziitte yiiksek oran-

da kollajen varliginin tespit edilmesinden dolay; kollajenli
oziitiin, sulandirict igine katilmasiyla dondurma-eritme
sonrasi spermatozoa membran dayanikliginin artirilmasi
ve teke spermasinin daha basarili dondurulabilecegi hi-
potezi diistiniildi. Bu ¢aligmada, Sazan Balig1 (Cyprinus
carpio) pullu derisinden elde edilen kollajen igerikli sivi
oziitlin teke spermasinin dondurulabilirligi tizerine etkisi-
nin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Metot

Caligmada, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiilte-
si Aragtirma ve Uygulama Merkezinde ayn1 bakim ve
besleme kosullarinda barindirilan toplam 6 bas Saanen 1rki
teke kullanild: (Etik Kurul No:2019-10/08).

Bu ¢alismada kollajenin elde edilmesi amaciyla, Cuprin-
idae/familyasinin en yaygin iiyesi olan Sazan baliginin
(Cyprinus carpio) derisinden elde edilen 6ziit kullanildi.
Bu oziitiin yapilan proteomik analizinde; kollajen «
prekiirsorirniin (77903,39) diger proteinlere gore olduk¢a
yiiksek oldugu saptandi. 100 mL saf su igerisine 100 gr
Sazan Balig1 (Cyprinus carpio) pullu derisi konularak 5 dk
boyunca kaynatildi. Sik 6rgiilii stizgecten 5 kez gegcirilerek
atik pul ve partikiillerden arindirilarak saf haline en yakin
oziit elde edildi.

Her tekeden sperma giin asir1 elektro-ejakiilator yontemi-
yle toplam 6 kez alind1. En az +++ mass aktivite, %70 mo-
tilite ve 2x10° spermatozoon/mL 0zellige sahip sperma
ornekleri birlestirilerek 4 esit gruba boliindii. Aisen ve
ark." ‘nin aragtirmalarinda kullandiklar1 % 20 yumurta
saris1 iceren temel Tris-sitrat sulandiricis1 (Tris 27.1 g/L,
sitrik asit 14.0 g/L, fruktoz 10.0 g/L); kollajen iceremey-
en (kontrol; K) ve farkli oranlarda kollajen (%1, %5 ve
%10; K1, K5 ve K10 ) katilan toplam 4 sulandiric1 grubu
olarak hazirlandi. Sperma gruplari iki agamali sulandirma
methodu ile final yogunlugu 1/5 (sperma/sulandirici) ola-
cak sekilde; K, K1, K5 ve K10 sulandiricilari (sulandirict A)
ile yar1 hacimde sulandirildi.

Sulandirilmig sperma iginde 30°C su bulunan bir kaba yer-
lestirilerek 5°C’a ayarli soguk vitrine yerlestirildi. Kaptaki
suya buz kaliplar1 atarak suyun 1sis1 agamali olarak 1 saat
icinde 5°C’ye indirildi. Ardindan sogutulmus sperma fi-
nalde %6 gliserol ihtiva eden K, K1, K5 ve K10 igeren su-
landiric1 B (temel Tris-sitrat sulandiricisina 76 g/L trehaloz
ve 1.5 g/L EDTA ilave edilmis) ile tekrar 1:1 oraninda su-
landirildi. Eklenen sulandirici B miktar1 5 esit hacme bolii-
nerek her 10 dakikada bir hacim eklendi. Ikinci sulandir-
ma 50 dakikada tamamlandi. Ekilibrasyon sonrasi sperma
0.25 mLlik payetlere ¢ekilerek, Nicool Plus PC program-
lanabilir dondurma makinasinda (Air Liquide, Marne-la-
Vallée Cedex 3, Fransa) +5°Cden -8°C’ye 3°C/dak. hizda
ve -8°Cden -120°C’ye 25°C/dak hizda donduruldu ve siv1
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azot icine aktarildi. Her gruptan en az 3 payet 37°C/30snde
eritilerek eritme sonras1 degerlendirmeler yapildi. Sper-
ma taze agamada ve eritme sonrasi asamalarda; motilite,
plazma membran biitiinliigii Hypo-Osmotic Swelling Test
(HOST) ile ve akrozom hasar1 yoniinden FITC-Pisum sa-
tivum agglutinin (FITC-PSA) boyama ile degerlendirildi.
Motilite: 1stic1 tablali faz kontrast mikroskopta (Olympus
BX 51, Japonya) (400x) sperma degerlendirilerek motil
hiicre sayis1 % olarak belirlendi.”

MOTILITE-HOST-PSA

- Motilite =—e—Host =—o=Psa

Grafik 1. Eritme sonrasi motilite, plazma membran butiinligi

ve akrozom hasar oraninin sulandirici gruplarina gore degisimi

HOST: Sperma numunesinden 20 pl alind1 ve i¢cinde viicut
1s1sinda 1 mL 100 mOsm HOST medyumu bulunan tiiplere
aktarilarak 37°C’ye ayarl1 su banyosunda 1 saat bekletildik-
ten sonra HOST incelemeleri yapildi. Inkiibasyon sonrasi
lam tizerine bir damla 6rnek aktarilarak tizeri lamel ile
kapatildi. Hazirlanan preparat faz kontrast mikroskopta
(Olympus BX 51, Japonya) (x1000) biiylitmede incelen-
di. Incelemelerde kuyruk kismi sismis ve kivrik kuyruga
sahip olan hiicreler, plazma membran bitiinligiine sahip
olarak degerlendirildi. Her preparattan toplam 200 hiicre
sayilarak yiizde degerleri kaydedildi.”

(FITC-PSA): Akrozomal yapinin belirlenmesi Kawakami
ve ark.'” tarafindan bildirildigi gibi yapildi. Kisaca metod
aciklanacak olursa; spermadan frotiler hazirlanarak ha-
vada kurutuldu. Daha sonra kurutulan frotiler, 4°C 1sida
aseton ile 10 dakika tespit edildikten sonra karanlikta 30
dakika FITC-PSA (50 ug/mL fosfat buffer soliisyonu) ile
boyandi. Boyama isleminden sonra fosfat buffer soliisyonu
ile yikanip gliserol ile kaplanarak floresan mikroskop altin-
da incelendi. Akrozomunun tamamu yesil goriinen sper-
matozoitler saglam olarak kabul edildi. Her bir preparattan
200 spermatozoa incelenerek saglam akrozoma sahip sper-
matozoa orani (%) olarak belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Sonuglar SPSS (Windows i¢in SPSS 23.0; SPSS, Chicago,
IL, ABD) kullanilarak analiz edildi ve ortalama + standart
sapma olarak sunuldu. Normallik testi olarak Shapiro Wilk
testi kullanildi. Semen parametrelerinden motilite ve pla-
zma membran biitiinligi (HOST) tek yonlii ANOVA ve

ardindan Tukey kullanilarak, akrozomal bozukluk (PSA)
parametresi Kruskal Wallis kullanilarak analiz edildi. P
<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

Tablo 1. Farkli konsantrasyonda kollajen igeren (%1, %5 ve

%10) sulandiricilarin eritme sonrasi sperm parametreleri tizer-

ine etkisi (xX¥+SxX).
Motilite Plazma Membran Akrozom
Grup n
(%) Biitiinliigii (%) Hasan (%)
Kontrol 6 33,06+1,57 43,83+1,64° 42,50+3,64
K%1 6 43,06+1,00 57,67+2,51° 34,33+2,38
b
K%5 6 42,50+1,41 55,67+1,65° 32,00+2,05
b
K%10 6 41,67+1,07 59,33+2,44° 33,17+1,82

b

Ayni siitiinda farkl karakteriab tasiyan degerler arasinda istatistiksel fark bulunmaktadir (P<0.05)

Bulgular

Calismada elde edilen taze spermaya ait ortalama motili-
te, plazma membran biitiinliigli ve akrozomal hasar orani
sirasiyla; %72 %76 ve %17 olarak belirlendi. Taze sperma
degerleri eritme sonrasi degerler ile karsilastirildiginda
teke spermasinin dondurma isleminden olumsuz yonde
etkilendigi tespit edildi (P<0.05).

Farkli sulandiricilarla dondurulan teke spermasinin eritme
sonras1 motilite, plazma membran biitiinliigii ve akrozom-
al hasar oranlarini Tablo 1'de sunulmustur.

Eritme sonrasi sulandirici gruplarinin motilite degerleri
karsilastirildiginda, kollajen iceren gruplarin motiliteleri-
nin kollajen icermeyen kontrol grubuna gore daha yiiksek
oldugu gozlemlendi (P<0.05). K1, K5 ve K10 gruplari ken-
di i¢inde karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel
fark goriilmedi (P>0.05). Motilite ile paralellik gosteren
plazma membran biitiinliigiiniin, kollajen ilave edilen gru-
plarda kontrol grubuna goére daha yiiksek oldugu tespit
edildi (P<0.05).

Eritme sonrasi akrozom hasar oranlar1 degerlendi-
rildiginde; akrozom hasarinin sayisal olarak en yiiksek
kontrol grubunda oldugu gozlemlenmesine ragmen gru-
plar arasinda istatistiksel bir fark tespit edilmedi (P>0.05).

Sonug ve Tartisma

Teke spermasi diger evcil hayvanlarin spermasi gibi don-
durma prosediiriinden olumsuz yonde etkilenmektedir.'*!*
Spermatozoa yapist lizerine ¢alismalar gostermektedir
ki; dondurma islemi spermatozoanin plazma membran
biitiinliigline, akrozom, mitokondri ve kuyruk yapisina
geri donlisimii olmayan zarar vermektedir.”” Calismamiz-
da, taze spermaya gore eritme sonrasi sperma motilitesinin
ve plazma membran biitiinliigliniin azalmas: ve akrozom
hasarinin artig1 daha 6nce yapilan ¢alismalarla uyumluluk
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gostermektedir.>'®

Motilite spermatozoonun fonksiyonelligini belirlemede
kullanilan en 6nemli muayenedir. Motil olan spermato-
zoon, disi genital kanalda dogrusal olarak ileri giderek
oositi fertilize edebilir. Caligmamizda elde edilen K, K1,
K5 ve K10 gruplarina ait eritme sonrasi sperm motilitel-
eri sirastyla %33,06, %43,06, %42,50 ve %41,67 olarak be-
lirlendi. Kontrol grubunun motilitesi istatistiksel olarak
kollajen igeren gruplara gore olduke¢a diistik tespit edil-
di (P<0.05). Bezerra ve arknin' eritme sonrasi motilite
degeri, calismamizin kontrol grubunun motilitesi ile ben-
zerlik gosterirken, kollajen gruplarindan oldukga diisiik
oldugu gozlemlendi. Elde edilen sonuglar Kulaksiz ve
ark’nin3 %5 ve %7 gliserol igeren yagsiz siit ile dondurulan
Saanen 1rki teke spermasinin eritme sonrasi degerlerinden
diisiik oldugu belirlendi. Ayn1 zamanda Biiyiikleblebici ve
ark’nin4 Ankara kegilerinde %6 gliseol kullanarak dondu-
rduklar1 spermanin eritme sonrasi motilite degerlerinin
calismamizdaki degerlerden daha yiiksek oldugu fakat
ayni aragtirmacilarin etilen glikol ve dimethil sulfoksid
gruplarinda ise ayni basarinin elde edilemedigi kollajen
gruplarindaki motilite degerlerimizin daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Tiir, 1rk, bireysel farkliliklar, cografi konum,
kullanilan sperma sulandiricisi igerigi, sogutma hizi ve
dondurma teknigi gibi faktorler spermanin dondurulma
basarisini etkileyen ve bu konuda yapilan ¢aligmalarda elde
edilen sonuglar arasindaki varyasyonun ana sebepleridir.
Plazma membran biitlinligii spermatozoanin disi geni-
tal kanalda fonksiyonelligini stirdiirebilmesi i¢in gerek-
lidir. Dondurma islemi sperm plazma ve akrozom mem-
braninin yapisini degistirmektedir. Bu degisiklik membran
yapisini temelden etkileyerek hasarli ve apoptotik hiicre
sayisinin artmasina neden olarak spermatozoonun dondu-
rma sonrasi fertilizasyon yeteneginin azalmasina neden ol-
maktadir.'® Ayrica kog ve teke spermasi, diger evcil memeli
hayvanlarin spermasina gére membran yapilar: daha has-
sas olup donma prosediiriinden daha ¢ok etkilenmektedir.”
Balik derisinden elde edilen kollajen igerigi olan jelatinin
olduk¢a esnek film olusturma o6zelligi ¢alismanin hipo-
tezini olusturmaktaydi.”** Sunulan ¢aliymada da kollajen
gruplarinda elde edilen plazma membran biitiinliigi kon-
trol grubuna gore oldukea yiiksek tespit edildi (P<0.05).
Kollajenin dondurma amagli sperma sulandiricilarinda ilk
defa sunulan ¢alismada kullaniliyor olmasi; ¢aligmanin bu
kategoride mevcut arastirmalarla karsilastirilmasini sinir-
landirmaktadir. Calismamizda kollajen gruplarinda elde
edilen plazma membran biitiinliik oranlarinin (%) Sharma
ve Sood’un®' bulgularindan olduk¢a yiiksek oldugu, kon-
trol grubumuzun sadece benzerlik gosterdigi tespit edildi.
Ayni sekilde Biiyiikleblebici ve ark’nin? eritme sonuglari-
na gore sundugumuz ¢alismanin eritme sonrasi motilite

degerlerinin daha diisiik fakat plazma membran biitiinliik
oranimnin yiiksek olmasi, kollajenin sperm plazma mem-
bran yapisinin korunmasinda pozitif etkisi oldugu sonu-
cunu gostermektedir.

Spermatozoanin ayrintili yapisinin incelenmesi, dondu-
rma prosediiriiniin akrozom, mitokondri ve kuyruk gibi
gesitli sperm organellerine zarar verdigini gostermekte-
dir?> Calismanin akrozomal hasara ait veriler degerlendi-
rildiginde gruplar arasinda istatistiksel bir fark olmamasi-
na ragmen kontrol grubunun kollajen igeren gruplara gore
sayisal olarak daha yiiksek oldugu gozlemlendi. Sun ve
arkninl8 eritme sonrasi elde ettikleri akrozom hasarinin
(%46) kontrol grubumuzla (%42.5) benzer oldugu fakat K1
(%34.3), K5 (%32.0) ve K10 (%33.1) gruplarindan yiiksek
oldugu gozlemlendi. Benzer sekilde ¢alismamizin kollajen
iceren gruplarinin, Ustiiner ve ark’nin (2015) sonuglari ile
kiyaslandiginda akrozom hasar oranin ¢alismamizda daha
diisiik oldugu tespit edildi. Kollajenin esnek film yapisini
olusturarak membran hasarini diigiirmiis olabilme ihtimali
daha sonra yapilacak ¢alismalara temel teskil etmektedir.
Sonug olarak; teke spermasinin dondurulmasinda kul-
lanilan sulandiricilara %1, %5 ve %10 oraninda kollajen
iceren oziitiin ilave edilmesi motilite ve plazma membran
biitiinliigi tizerine olumlu etkisi gozlemlendi. Sperma don-
durmak amaciyla sulandiriciya %10 oranindan daha fazla
oziitiin ilave edilmesi durumunda spermatolojik para-
metrelerin ne yonde etkileyecegi ve hangi oranda katil-
masinin toksik etki yaratacag, ileride yapilacak ¢alisma-
larda ele alinacaktir. Bu ¢alismanin Diinyada ve Tiirkiyede
ilk defa yapiliyor olmasi ve kontrol grubuna gore kollajen
iceren gruplarda eritme sonrasi motilite ve plazma mem-
bran biitiinliigiiniin daha istiin olmas1 sonuglar1 daha da
anlamli kilmaktadur.
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