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ÖNSÖZ 

 

Türkiye’de et, süt, deri ve yapağı gibi ürünleri ile halkın beslenmesinde ve yaşamında 

ayrı bir yere sahip olan koyun yetiştiriciliğinde, elde edilen ürünlere yılın her 

mevsiminde talep vardır. Diğer hayvancılık kollarında olduğu gibi koyun 

yetiştiriciliğinde de üzerinde durulması gereken en önemli özellik dölverimidir. Çünkü 

ekonomik değer taşıyan hayvansal ürünler ancak düzenli dölverimi sonucu elde edilen 

yeni kuşaklarla sürdürülebilmektedir. Günümüzde gen kaynaklarını taşıyan eşey 

hücrelerinin yeni kuşaklara aktarılması, kaynakların korunması ve saklanması ile 

mümkündür.   

 

 

Dondurulmuş sperma ile yapılan tohumlamalardan elde edilen fertilite oranı 

ineklere nazaran koyunlarda daha düşüktür. Bunun nedeni dondurma-çözdürme 

esnasında spermatozoon membranında oluşan değişimler, ozmotik stres, ortamda 

meydana gelen serbest oksijen radikalleri nedeniyle hücrede oluşan deformasyonlar ve 

hücre DNA’larında meydana gelen hasarlardır. Bu olumsuzluklara neden olabilecek 

etkenleri ortadan kaldırmak amacıyla sperma sulandırıcılarına bazı antioksidanlar ilave 

edilmektedir. 

 

 

Yapılan bu tez çalışmasında Afyonkarahisar koşullarında yetiştirilen Pırlak ırkı 

koçların spermalarının uzun süreli saklanmasında sulandırıcılara katılacak olan farklı 

antioksidanların spermatolojik parametrelere, oksidatif stres ve DNA hasarı üzerine 

etkilerinin ortaya konulması, meydana gelen hasarların en aza indirilmesinde çözdürme 

sonrası antioksidanların etkinliğinin araştırılması ve nihayetinde mevcut metodun 

geliştirilerek bölge ve ülke ekonomisine katkı sağlaması hedeflenmektedir. 
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1. GİRİŞ 

 

 

Küçük ruminantların beslenmesindeki doğal kaynakların varlığı ve uygunluğu, 

halkın sosyo-ekonomik yapısı ve tüketim alışkanlıkları gibi nedenlerden dolayı 

Türkiye hayvancılığı içerisinde koyun yetiştiriciliğinin önemli bir yeri vardır. 

Modern koyun yetiştiriciliğinde en önemli hedefler verimliliğin sürdürülebilirliği ve 

reprodüktif performansın yükseltilmesidir. Ekonomik değer taşıyan hayvansal 

ürünler ancak düzenli üreme ile elde edilen yeni kuşaklar ile sürdürülebilir. Bundan 

dolayıdır ki dölverimi çiftlik hayvanlarının en önemli verimlerinden olup dölverimi 

düşük olan bir hayvandan yüksek verimli yavru alınamayacağı gibi dölverimleri 

değişik faktörler tarafından olumsuz yönde etkilenmiş hayvanlardan da istenen bir 

dölverimi elde edilemez. Dölveriminin arttırılması, yetiştiriciye başlıca iki yönde 

yarar sağlar. Bunlardan birincisi, dölverimi yüksek populasyonlarda daha sıkı 

seleksiyon yapma imkanın olması, ikincisi ise elde edilen yavrulardan damızlık dışı 

kalanların sayısal artışıyla sağlanacak kazancın yükselmesidir. 

 

 

Sürü hayvanı olan koyunlarda bireysel infertilite veya sterilite olguları dişide 

fazla önem taşımazken erkek hayvanlarda sürünün dölverimi açısından büyük önem 

taşımaktadır. Çünkü, koyunlar mevsimsel poliöstrik hayvanlar olduklarından aşım 

sezonu esnasında tohumlandıkları halde gebe kalmayan dişiler genellikle et olarak 

değerlendirildiklerinden dolayı dölveriminin dolayısıyla yavru veriminin düşmesine 

neden olmaktadır. Bu nedenle damızlık olarak seçilecek erkek hayvanların androlojik 

parametrelerinin bilinmesinin yüksek verimli ırkların oluşturulmasında ve geliştirilen 

genotiplerin devamlılığının sağlanmasında önemli bir yeri vardır. Günümüzde 

genetik materyalin önemli bir parçasını oluşturan erkek gamet hücrelerinin 

dondurulması nesli ile tükenmekte olan, değerli ve eşsiz hayvanların genetik 

korunması için son derece önemli bir araç haline gelmiştir. 
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Günümüzde boğa spermasının dondurularak suni tohumlama çalışmalarında 

kullanılması sonucunda elde edilen başarı tatmin edici olmakla birlikte koç ve teke 

spermalarının dondurulup suni tohumlama uygulamalarında kullanılması sonucu elde 

edilen dölverimlerindeki başarı oranları yeterli düzeylere ulaşamamıştır. Bunun da en 

önemli nedenlerinden başlıcası koç ve teke spermatozoonlarının plazma 

membranlarının yapısının donmaya karşı boğa spermatozoonlarına göre daha hassas 

olması ve böylelikle çözüm sonu elde edilen spermatozoonların kalitesinin istenen 

seviyede olmamasıdır. Gerek büyük ruminantlarda elde edilen başarının daha da 

ilerletilmesi gerekse küçük ruminantlar da bu problemlerin ortadan kaldırılması 

amacıyla spermanın dondurulmasında farklı kimyasal maddeler kullanılarak 

spermanın uzun süre saklanma çalışmaları devam etmektedir. 

 

1.1. Koçlarda Spermanın Saklanması 

 

Spermatozoonların dondurulmak suretiyle canlılığının uzun yıllar muhafaza edilmesi 

olarak bilinen kriyopreservasyon işleminde amaç, çok düşük ısıda canlı bir hücrenin 

veya dokunun minumum hasarla fonksiyon kaybı olmaksızın uzun süreli 

saklanmasıdır (Bailey ve Bilodeau, 2000; Trounson, 1990). Bu işlem spermanın 

sulandırılması, soğutulması, dondurulması ve çözdürülmesi aşamalarını 

kapsamaktadır. Bu prosedürler esnasında spermatozoon hücresinde soğuk şoku, 

ozmotik şok, kapasitasyon benzeri değişimler ve akrozom bozukluğu 

şekillenebilmektedir (Holt, 2000a). 

 

Suni tohumlama uygulanmalarının yaygın hale gelmesinden sonra değerli 

damızlık hayvanların spermalarının farklı alanlara taşınarak, daha fazla sayıda 

hayvanın tohumlanması amacıyla spermanın uzun süre saklanma gerekliliği ortaya 

çıkmıştır. Spermatozoon metabolizmasının yavaşlatılması veya durdurulması yoluyla 

fertilitenin devamı sağlanabilmektedir. Bazı araştırmacılar (Maxwell ve Saloman, 

1993; Saloman ve Maxwell, 2000) spermanın sıcaklığının düşürülerek spermatozoon 

metabolizmasının yavaşlatılması veya durdurulması suretiyle spermanın sıvı olarak 

ya da 0 
o
C’nin altında dondurularak saklanabileceğini bildirmişlerdir. Spermanın 
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dondurulması konusunda bilinen ilk çalışmalar 1780 yılında İtalyan fizyolog Lazzaro 

Spallanzani’ye aittir (Demirci, 2002; Yoshida, 2000). Bernstein ve Petropavlovsky 

(1937) spermanın dondurulması çalışmalarına memeli ve kanatlı spermasını -21 

o
C’de gliserol yardımıyla dondurarak devam etmişlerdir. Bundan sonra 1949 yılında 

Polge ve ark. (1949)’nın spermanın dondurulması üzerine yaptıkları çalışmalar 

neticesinde gliserolün soğuğa karşı koruyucu etkisinin olduğu ön planda yer almıştır. 

Bu tekniğin dayandığı temel ilke, uygun tekniklerle sperma sıcaklığının -79 
o
C ile -

120 
o
C’ye kadar düşürülerek sıvı azot içerisinde (-196 

o
C) muhafaza edilmesidir. Bu 

önemli buluşu Emmens ve Blackshaw (1955)’ın boğa, koç ve tavşan spermalarını 

gliserol içeren koruyucu maddeler içerisinde ve düşük sıcaklıklarda dondurup 

saklamaları izlemiştir. Bu çalışmalarda dondurulmuş boğa spermalarından tatmin 

edici sonuçlar alınırken başta koç olmak üzere diğer evcil hayvan türlerinden istenen 

sonuçlar sağlanamamıştır. 

 

 

Organik sulandırıcıların kullanımı üzerine 1970’li yıllarda yoğun çalışmalar 

yapılmış ve Visser ve Salamon (1973) spermanın saklanması amacıyla Tris (Tris 

(hydroxymethyl)-aminomethane) içeren sulandırıcılar kullanmışlardır. Prensipte bu 

sulandırıcılar pH değişimlerine karşı diğer sulandırıcılara göre daha esnektir. 

Günümüzde de Tris sulandırıcısı tüm evcil hayvanların spermalarının kısa ve uzun 

süre saklanması amacıyla yaygın olarak kullanılmaktadır (Bucak ve ark., 2009; 

Gündoğan ve ark., 2011; Maia ve ark., 2010). Spermanın dondurulması ve 

saklanmasında, soğutucu ve dondurucu olarak bilinen sıvı nitrojen 1957’de rutin 

olarak kullanılmaya başlanmıştır. Konteyner olarak adlandırılan paslanmaz çelikten 

yapılmış vakumlu geniş kapların geliştirilmesi, spermanın çiftliklerde saklanması ve 

uzun mesafelere taşınması amacıyla günümüzde de halen pratik olarak 

kullanılmaktadır (Demirci, 2002). 

 

 

1.2. Spermanın Saklanmasında Kullanılan Sulandırıcılar 

 

 

Sperma değişik hayvan tür ve ırklarına göre değişen teknik ve yöntemlerle 

dondurulabilmektedir. Ancak dondurma işleminin prensipleri ortakdır. Bu 
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prensiplerin başında spermanın uygun medyumlarla sulandırılması gelmektedir. 

Spermayı sulandırmak için kullanılacak sulandırıcıların sahip olması gereken temel 

özellikler aşağıdaki şekilde sıralanmaktadır; (Demirci, 2002; Hafez, 1987; 

Yurdaydın, 1990) 

 

a- İzotonik bir osmotik basınç ve elektrolit dengesi sağlamalıdır. 

b- Spermatozoon canlılığını ve aktivelerini uzun süre sağlaması için gerekli olan 

kimyasal maddeler arasında bir denge olmalıdır. 

c- Gerek aerob ve gerekse anaerob koşullarda spermatozoonların beslenmesini 

sağlayacak besin maddelerini içermelidir. 

d- Soğuk şokuna ve hızlı soğutmanın zararlı etkilerine karşı spermatozoonları 

korumalıdır.  

e- Spermatozoonların metabolizma artıklarından meydana gelen toksik etkileri 

ortadan kaldıracak kimyasal maddeler içermelidir. 

f- Spermatozoonlara ve dişi genital kanala zarar vererek fertilizasyonun 

şekillenmesine engel olabilecek enfeksiyon etkenlerini taşımamalıdır. 

g- pH’nın zararlı etkileri sonucu oluşan laktik asitten korunmak için bir tampon 

görevi yapmalıdır.  

 

 

Bunun yanı sıra spermatozoonlar ani sıcaklık değişimlerinden çabuk 

etkilendiğinden sperma ile sulandırıcının aynı sıcaklık derecesinde olması 

gerekmektedir. Ayrıca kademeli bir şekilde sulandırıcı spermaya katılmalıdır. Diğer 

yandan sulandırıcının miktarı, ejakülat miktarı, spermatozoon motilitesi ve 

yoğunluğu ile hayvan türlerinde bir tohumlama dozunda bulunması gereken motil 

spermatozoonların oranına göre belirlenmektedir (Yurdaydın, 1990).  

 

Standart dondurma metodu sıcaklığın azaltılması, hücresel dehidrasyon, 

dondurma ve çözdürme işlemlerini kapsamaktadır. Kriyopreservasyon işlemleri 

spermatozoonların erken kapasite olmalarını artırmaktadır. Bu değişimler belki 

spermatozoon motilitesini etkilememekte ancak spermatozoonların yaşam ve fertil 

yaşam sürelerini, dişi reprodüktif sistemle etkileşimini ve spermatozoonların 

fertilizasyon yeteneklerini azaltmaktadır (Medeir ve ark., 2002). 
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Günümüze kadar evcil ya da vahşi hayvanların spermalarının kısa veya uzun 

süreli saklanmasında birçok sulandırıcı ve bu sulandırıcılara katılan maddeler 

kullanılmıştır. Yumurta sarısı hemen hemen tüm evcil hayvanların spermalarının kısa 

süreli saklanma ve dondurulma aşamasında sulandırıcılara farklı oranlarda 

katılmaktadır. Yumurta sarısının sulandırıcılara katılmasındaki amaç 

spermatozoonları 37 
o
C’den 5 

o
C’ye kadar soğutulması esnasında meydana gelen 

soğuk şokundan korumaktır (Hafez, 1987). Yumurta sarısının soğuğa karşı koruyucu 

etkisi, fosfolipit, kolesterol ve düşük yoğunluktaki lipoproteinleri (Low density 

lipoprotein, LDL) içermesinden kaynaklanmaktadır (Clulow ve ark., 2007; Medeir 

ve ark., 2002). Yumurta sarısında bulunan LDL’nin % 75’ini lipitler, % 25’ini ise 

rezidüal lipoproteinler oluşturmaktadır (Evans ve ark., 1973). Ancak bu koruma 

mekanizması hala tam olarak anlaşılamamış olup çeşitli teoriler öne sürülmektedir. 

Bergeron ve Manjunath (2006)’ın ileri sürdüğü ilk teoriye göre LDL’nin 

spermatozoon membranı ile etkileşime girip membranı stabilize hale getirerek etki 

yaptığı bildirilmektedir. İkinci teori LDL içerisinde bulunan fosfolipitlerin koruyucu 

ince bir film tabakası gibi spermatozoonun yüzeyini kaplayarak ya da 

kriyopreservasyon süresince hasarlanan fosfolipitlerin yerine geçerek koruyucu etki 

yaptıkları bildirilmektedir. Öne sürülen son teoride ise LDL’nin seminal plazmadaki 

katyonik peptidler ile yarış halinde olduğu ve spermatozoon membranına bağlanarak 

koruyucu etki yaptığını bildirmektedirler. 

 

 

Phillip (1939) ilk defa boğa sperması sulandırıcısına 10 
o
C’de yumurta sarısı 

ilave ederek boğa spermatozoonlarının yaşam sürelerini uzatılabildiğini bildirmiştir. 

Daha sonra yumurta sarısının boğa ve koç spermasının saklanmasında yararlı olduğu 

görülmüş ve yumurta sarısı sperma sulandırıcısının en yaygın bileşeni haline 

gelmiştir. Yumurta sarısının bu koruyucu etkisi sadece soğutma esnasında değil aynı 

zamanda dondurma esnasında da devam etmektedir (Watson, 1981). Yumurta sarısı 

spermatozoon membranındaki lipit faz geçişini etkileyerek soğuk şokunu 

engellemekte ve bu koruma etkisini -20 ºC’ye kadar sürdürmektedir (Drobnis ve ark., 

1993). Abdelhakeam ve ark. (1991)’ları sulandırıcıya yumurta sarısı ilavesinin, 
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özellikle spermanın 5 
o
C’ye kadar hızlı bir şekilde soğutulmasından sonra elde edilen 

motilite oranı üzerine pozitif etki yaptığını bildirmişler. 

 

 

Spermatozoon hücre bileşenlerinden fosfolipitler ve kolesterol soğuk şokuna 

karşı korumada önemlidir. Spermatozoonların soğuk şokuna duyarlılığı hücre 

membranında bulunan fosfolipitlerdeki doymamış yağ asitlerinin yüksek 

konsantrasyonda olmasından ve düşük kolesterol içeriğinden kaynaklanmaktadır. 

Yüksek oranda doymamış yağ asitleri spermatozoonların motilite, metabolizma, 

ayrıntılı yapısı ve fertilizasyon yeteneği üzerine negatif etki yapan peroksidasyona 

karşı duyarlı hale getirmektedir. Lipit peroksidasyon türevlerinden 4- hidroxynonenal 

koç spermasında spermatozoonların motilitesini azaltarak veya tamamen ortadan 

kaldırarak mutajenik etki göstermektedir.  

 

 

Yumurta sarısının spermatozoonlardaki lipit peroksidasyon oranını belli 

oranda azaltmaktadır (White, 1993). Yumurta sarısında bulunan düşük dansitiye 

sahip fosfolipitler spermatozoonun yüzeyine bağlanır ve hücresel adenilat siklazı 

aktive ederek kriyoprotektif etki göstermektedir (Holt, 2000a; Luvoni ve ark., 2003). 

 

 

Yumurta sarısı yerine benzer etkiye sahip maddeler bulunsa da yumurta 

sarısının spermatozoonların plazma membranı üzerindeki koruyucu etkisi özellikle 

koç spermasını dondurma amacıyla kullanılan sulandırıcılardaki önemini halen 

korumaktadır. Koç ve teke spermasında kullanılan Tris sulandırıcısına dondurma 

yöntemine ve sulandırıcıdaki diğer kimyasalların oranlarına bağlı değişmekle beraber 

% 15 oranında yumurta sarısı katılmasının uygun olduğu bildirilmektedir (Saloman 

ve Maxwell, 2000). Boğa spermasının dondurulmasında kullanılan sulandırıcılara ise 

% 20 oranında katılmaktadır (Su ve ark., 2008). Yumurta sarısının spermatozoonların 

membran bütünlüğüne koruyucu etkisi evcil hayvanlarda kabul edilmiştir. Ancak 

yumurta sarısı oranının artırılmasıyla membran destablizasyonu ve akrozomal 

bozukluk meydana geldiği rapor edilmiştir (Watson, 2000). Yumurta sarısı genel 

olarak, yumurta sarısı - fosfat sulandırıcısı, yumurta sarısı - sodyum sitrat, yumurta 

sarısı - tris ve yumurta sarısı - süt tozu kombinasyonları şeklinde ve bunlara da 
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hayvan türlerine göre uygun olarak glikoz, sukroz, fruktoz ve rafinoz şekerlerinin 

ilave edilmesi ile kullanılmaktadır (Demirci, 2002; Hafez, 1987).  

 

Yağlı, yağsız ve işlenmiş süt yıllardır gerek koç gerekse diğer hayvan 

türlerinin spermatozoonlarının kısa ya da uzun süreli saklanmasında 

kullanılmaktadır. Bu sulandırıcıların başarısı içinde bulundurduğu protein 

fraksiyonlarına dayandırılmaktadır. Bu protein fraksiyonları pH değişimlerine karşı 

ve ağır metallerle etkileşime girip şelat oluşturarak etkinliklerini göstermektedir. Süt, 

çözdürme sonrası koç spermasında yüksek yaşama yeteneği, akrozom bütünlüğü ve 

motilite sağlamada temel sulandırıcılardandır (D’allessandro ve ark., 2001; 

D’alessandro ve Martemucci, 2005). İnek sütü diğer türlerlere göre daha fazla tercih 

edilmektedir. Kullanılmadan önce 92-95 
o
C de 8-10 dk ısıtılıp protein 

fraksiyonlarından lesitinin inaktive edilmesi gerekmektedir. Çünkü lesitin 

spermatozoonlar için toksik etkili bir maddedir. Kısa süreli saklamalarda yağsız 

sütün tam yağlı süte göre daha iyi bir koruma sağladığı bildirilmektedir (Saloman ve 

Maxwell, 2000). Sütün içerisinde en iyi koruyucu bileşik kazein miselleridir. Sütteki 

kazein misellerinin izole edilip direkt olarak sulandırıcıya eklenmesi sonucunda kısa 

süreli saklamada koç, boğa, aygır ve teke spermatozoonlarını koruyabilmektedir. 

Kazein miselleri boğa spermatozoonlarının dondurulmasında gliserol ve laktoz ile 

beraber kullanıldığında iyi bir koruma sağlamaktadır (Bergeron ve Manjunath, 

2006).  

 

Ollero ve ark. (1998) laktoalbüminin spermatozoonların yaşama yeteneğini ve 

motilitesini arttırdığını, kazeinin antioksidan etkiye sahip olduğunu, süt 

lipoproteinlerinin ise yumurta sarısındakilere benzer etki oluşturduğunu 

bildirmişlerdir.  

 

 

Gerek yumurta sarsısı gerekse süt bazlı sulandırıcılar hayvansal orjinli 

bileşikler olduğundan sulandırıcı medyumunu ve spermayı kontamine etme olasılığı 

oldukça yüksektir. Bu yüzden sulandırıcılara katılacak olan bu bileşiklerin 

mikrobiyal açıdan temiz olmasına dikkat edilmelidir. Bu bileşiklerin yerine 
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kullanılacak yeni bileşikler henüz tam olarak ortaya konamamıştır. Yumurta sarısı ve 

sütün depolanmaya, soğutmaya ve dondurma hasarına karşı gösterdiği olumlu 

etkisine eşdeğer bileşikler halen tam anlamıyla bulunamamıştır (Bergeron ve 

Manjunath, 2006). Günümüzde başta koçlar olmak üzere diğer hayvan türlerinin 

spermalarının saklanmasında ve dondurulmasında yoğun olarak kullanılan 

sulandırıcı; glikoz - yumurta sarısı - sitrat’dan oluşan bileşimdir. 

 

Sitrat sulandırıcısının bileşimi; 

2.37 g sodyum sitrat 

0.50 g glikoz 

15 ml yumurta sarısı 

100000 IU penisilin 

100 mg streptomisin  

ve 100 ml’ye kadar distile sudan oluşmaktadır (Saloman ve Maxwell, 2000).  

 

 

Boğa spermalarının saklanması sırasında kullanılan sulandırıcılara tampon 

madde olarak ilk önce fosfat kullanılmış daha sonra sitratın keşfedilmesi ile rutin 

olarak sitrat kullanılmaya başlanmıştır. Sitratın şelat oluşturma özelliği, yumurta 

sarısında bulunan protein fraksiyonlarının eriyebilirliğini artırarak etki yapmaktadır 

(Vishwanath ve Shannon, 2000). 

 

Organik sulandırıcılar üzerine 1970’li yılların başında ve ortalarında yoğun 

çalışmalar yapılmıştır. Buradaki ana ilke fosfat ve sitratın tamponlama 

kapasitesinden daha iyi ve canlı hücreler üzerine toksik olmayan, spermatozoon 

hücrelerine penetre olabilen ve pH değişimlerine karşı hücre içi tamponu gibi 

reaksiyon verebilen maddeleri bulmak olmuştur. Araştırmalar neticesinde bu organik 

sulandırıcılardan Tris günümüzde koç, boğa ve domuz spermalarının saklanmasında 

en çok tavsiye edilen sulandırıcı haline gelmiştir.  
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Tris sulandırıcısının bileşimi; 

3.63 g Tris 

0.50 g fruktoz 

1.99 g sitrik asit 

14 ml yumurta sarısı 

100000 IU penisilin 

100 mg streptomisin  

ve 100 ml’ye kadar distile sudan oluşmaktadır (Vishwanath ve Shannon, 2000). 

 

Paulenz ve ark.’ları (2002) koç spermasının dondurulmasında süt ya da 

sodyum sitrat bazlı sulandırıcılar yerine organik Tris bazlı sulandırıcıların 

kullanılmasının, gerek sulandırma sonrası gerekse de çözdürme sonrası 

spermatozoonların yaşayabilirlikleri ve motiliteleri üzerine daha etkili olduğunu 

bildirmektedirler. 

 

 

Gündoğan (2009) koçlarda yumurta sarısı içermeyen AndroMed
®

 

sulandırıcısının, yumurta sarısı içeren Tris, sodyum sitrat, süt tozu ve glikoz fosfat ile 

sulandırdığı koç spermasındaki motilite, HOS test, ölü ve anormal spermatozoon 

oranını üzerine en olumlu etkiyi Tris ve sodium sitrat sulandırıcılarının sağladığını 

bildirmektedir.  

 

 

Bunun yanında çeşitli hayvanların spermalarının saklanmasında ve 

dondurulmasında farklı isimlerle anılan kullanıma hazır sulandırıcılarda 

bulunmaktadır (Vishwanath ve Shannon, 2000). 

 

 

1.3. Kriyoprotektantlar 

 

 

Donmaya karşı koruyucu maddeler olarak bilinen kriyoprotektantlar, hücrenin 

soğutulması, dondurulması ve çözdürülmesi esnasında gelişen fiziksel, kimyasal ve 

oksidatif stres sonucu meydana gelen soğuk şoku, ozmotik değişim, intraselüler 
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kristal oluşumu ve serbest oksijen radikallerinin oluşturduğu hasarları azaltmak 

amacıyla kullanılmaktadır. Kriyoproktektantlar direkt olarak çözüm sonu 

spermatolojik parametreleri ve fertiliteyi etkilemektedir. Kullanılan 

kriyoprotektantların en önemli özellikleri düşük moleküler ağırlığa sahip olmaları ve 

toksik etkilerini ise ancak belirli oranlarda katıldığında görülmesidir (Oehninger ve 

ark., 2000). Kriyoprotektantlar oda sıcaklığı yerine sıklılıkla 0-4 
o
C’de sulandırıcıya 

eklenir. Bu sayede sıcaklığın kimyasal toksisite etkisinden korunmaktadır. 

Kriyoprotektant maddelerin sulandırıcıda kullanılacak oranları ve koruyucu etkileri 

hayvan türüne, hücredeki geçirgenlik farklılıklarına, spermanın dondurma 

metotlarına, sulandırıcının bileşenlerine bağlı olarak değişmektedir (Saloman ve 

Maxwell, 2000).  

 

 

Kriyoprotektantlar etki mekanizmasına göre permabl olmayan (Şeker, EDTA)  

ve permabl (Gliserol, Etilen Glikol, Amid Türevleri, Dimetil sülfoksit) olmak üzere 

iki guruba ayrılmaktadırlar (Hammerstedt ve ark., 1990; Purdy, 2006; Sieme ve ark., 

2008). 

 

 

 

1.3.1. Gliserol 

 

 

Gliserol günümüzde spermanın dondurulmasında kullanılan en yaygın 

kriyoprotektantdır (Curry, 2000; Holt, 2000a; Medeir ve ark., 2002). Gliserol, yüksek 

oranda hidrofilik yapı gösteren bir poliol bileşiğidir. Kimyasal yapısındaki C/OH 

oranının eşit olması onun spermatozoon üzerine olan etkisini artırmaktadır. 

Gliserolün toksisitesi metabolik dönüşümünde oluşan methylglycosal tarafından 

oluşturulmaktadır. Hücrelerdeki gliserolün toksik etkisi soğutma ve donma hızına, 

sulandırıcının kompozisyonuna, gliserolizasyon yöntemlerine, membran yapısında 

meydana getirdiği değişikliğe ve ozmotik strese neden olmasıyla şekillenmektedir 

(Fahy, 1986; Holt, 2000a; Woods ve ark., 2000). Saloman ve Maxwell (2000) 

gliserolün koruyucu etkisinin su bağlama özelliğine dayandığını bildirmektedirler. 

Gliserolün kriyoprotektant olarak koruyucu etkisi kısmen donma esnasında 

spermatozoon plazma membranının su geçirgenliğini ve akışkanlığını artırmak 
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yoluyla membranlarda bazı faz geçişlerini engellemesine bağlanmaktadır. Gliserol, 

donma anında geniş hücre içi kristal oluşumunu önler, hücrelerde dehidrasyonu 

gerçekleştirir, hücre içi yoğunluğu artırır ve spermatozoonu donmanın zararlı 

etkilerine karşı korur. Gliserol temelde hücre içi ve dışı kristalizasyon olayını 

etkilemekte ve hücrede kısmi dehidrasyon sonrasında jelimsi bir yapı 

oluşturmaktadır. Yumurta sarısı ile bu yönde birbirini tamamlayıcı etkisinin varlığı 

da bildirilmektedir (Medeir ve ark., 2002).  

 

 

Gliserol katılmadan yapılan dondurma işlemleri sonucunda 

spermatozoonların canlı kalma oranları önemli ölçüde azalmaktadır. Bu nedenle buz 

kristallerinin şekillenmesinin tamamen önlenmesi için % 30’dan daha fazla gliserol 

gereklidir (Hammerstedt ve ark., 1990; Leeuw ve ark. 1993). Ancak spermaya 

gliserol ilave edilmesinin dondurulup çözdürülmüş spermada olduğu gibi 

dondurulmamış spermanın da kalitesini bozduğuna, akrozomal bozukluklara neden 

olduğuna, akrozom reaksiyonun başlamasını hızlandırması sebebiyle 

spermatozoonların fertilizasyon kapasitesini azalattığına ilişkin görüşler 

bulunmaktadır (Jeyendran ve ark. 1984; Slavik, 1987). 

 

 

Mann ve White (1957) gliserolün protein ve enzim denatürasyonunu 

engelleyerek spermatozoonları donmanın zararlı etkilerinden koruduğunu, fakat bu 

etkinin koç spermasında daha az olduğunu bildirmişlerdir. 

 

 

Slavik (1987) gliserolün, sulandırıcının ozmotik basıncını artırarak akrozom 

reaksiyonunun indüklenebileceğini vurgulamıştır. Jones ve ark.’ları (1992) gliserolün 

çözdürme sonrası koç, boğa, teke spermatozoonları tarafından metabolize edildiğini, 

artan enerji gereksinimi sonrasında ATP sentezi ve tüketiminin arttığını, neticede 

spermatozoonlarda hasarlar meydana geldiğini ifade etmişlerdir. 

 

 

Molina ve ark. (1994) koç spermasının dondurulmasında farklı 

konsantrasyonlarda (% 0, 1,5, 3, 6, 12)  kriyoprotektant madde olarak DMSO, etilen 

glikol, propilenglikol ve gliserol kullandıkları çalışmalarında gliserolün özellikle % 3 
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ve % 6’lık konsantrasyonun çözüm sonrası motilite ve akrozom bütünlüğü üzerine 

diğer gruplara göre olumlu etki yaptığını bildirmektedirler. 

 

 

Fiser ve Fairfull (1984) koçlarda % 4-6 gliserol konsantrasyonlarının optimal 

olduğunu, fakat ihtiyaç duyulan bu oranların sulandırıcının ozmolaritesini 

etkileyebileceğini vurgulamışlardır.  

 

 

Büyük ruminantların spermalarının dondurulmasında sulandırıcıya katılacak 

olan gliserol oranı % 4-8, koçta bu oran % 4-6, aygırlarda % 4-5, mandalarda % 6-7 

olarak bildirilmektedir (Holt, 2000b; Leboeuf ve ark., 2000; Morrel ve Hodge, 1998; 

Purdy, 2006; Saloman ve Maxwell, 2000; Sansone ve ark., 2000).  

 

 

 

1.3.2. Etilen Glikol 

 

 

Birçok türün spermasının dondurulması ve çözdürülmesi esnasında meydana gelen 

soğuk şokuna karşı etilen glikol, gliserol ile benzer etki yapmaktadır. Etilen glikol ile 

gliserolde bulunan karbon atomları ve hidroksil gurupları (C/OH) aynı olduğundan 

dolayı benzer kimyasal yapıya sahiptirler. Etilen glikolün molekül ağırlığı (62.07 

g/mol) gliserolün molekül ağırlığından (92.10 g/mol) daha düşük olduğu için daha az 

toksik ve hücre permabilitesi daha yüksek olabilir. Bu sebepten dolayı etilen glikol 

birçok türün spermasının dondurulmasında kullanılabilmektedir (Martins-Bessa ve 

ark. 2006; Massip, 2001). 

  

 

Etilen glikolün sığır, insan ve domuz spermalarındaki kriyoprotektif etkinliği 

gliserole göre çok daha iyidir çünkü gliserolden daha hızlı bir şekilde spermatozoon 

membranını geçmektedir. Gliserolden daha düşük konsantarasyonda kullanıldığında 

etilen glikol aygır spermatozoonlarının motilite ve yaşayabilirlikleri üzerine daha az 

zarar verici etki yapmaktadır. Ancak küçük ruminantların spermatozoonlarının 

dondurulmasında gliserol kadar iyi bir kriyoprotektant değildir (Santiani ve ark., 

2005). 
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Silva ve ark. (2012) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına ilave edilen % 3 

oranında etilen glikolün çözüm sonrası spermatozoonları dondurmanın zararlı 

etkilerine karşı koruduğunu bildirmişlerdir.  

 

 

Ortloff ve ark. (2006) etilen glikolün insan spermasının dondurulması 

sırasında akrozomu sıcaklık değişimlerinden gliserol ve dimetilsülfoksite göre daha 

iyi koruduğunu bildirmişlerdir. 

 

 

1.3.3. Amid Türevleri 

 

 

Amid türevi kriyoprotektantlar olarak formamid, dimetilasetamid (DMA), asetamid 

ve dimetilformamid sayılabilir. Amid türevi kriyoprotektantlar düşük moleküler 

ağırlığa sahip, suda mükemmel çözünebilen ve minumum toksik etkinliğe sahiptirler. 

Molekül ağırlıkları gliserole oranla çok daha düşük olduğu için daha az osmotik 

hasar meydana getirirler. Bunlar özellikle aygır spermalarının dondurulmasında 

gliserole nazaran daha iyi koruma göstermektedir. Aygır spermasının 

dondurulmasında kullanılan sulandırıcya % 3-5 oranında katılması donma zararına 

karşı etkili olurken, çözüm sonu elde edilecek motilite, canlılık gibi özelliklerede 

pozitif etki yapmaktadır (Gomes ve ark., 2002).  

 

 

Amid türevi kriyoprotektantlar gliserole karşı duyarlı türler olan kanatlı 

(Donoghue ve Wishart, 2000), balık (Psenicka ve ark., 2008) ve tavşan (Moce ve 

Vicente, 2009) spermalarının dondurulmasında alternatif kriyoprotektantlar olarak 

kullanılabilmektedir. 

 

 

Bittencourt ve ark. (2009) tris bazlı trehaloz ilaveli sperma sulandırıcısına % 

3 DMA ve % 6 gliserol katarak dondurdukları koç spermalarında çözüm sonrası % 

3’lük DMA’nın spermatozoonlar üzerine kötü bir kriyoprotektif etki gösterdiğini 

bidirmişlerdir.  
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1.3.4. Dimetilsülfoksit 

 

 

Dimetilsülfoksit (DMSO) kimyasal özelliğinden dolayı hem sıvı hem de organik 

medyumlarda çözünebilmektedir. Kanatlı sperması için en toksik kriyoprotektant 

DMSO iken, en az toksik etkiyi dimetilasetamid ile gliserolün verdiği 

bildirilmektedir (Donoghue ve Wishart, 2000). Tavşan spermasında çözdürme 

sonrası en yüksek motilite oranını, sulandırıcıya % 10-15 oranında DMSO’nun 

katılımı sonucunda elde edildiği bildirilmektedir (Moce ve Vicente, 2009). 

 

 

1.4. Antioksidanlar ve Reaktif Oksijen Türleri 

 

 

Hayati öneme sahip olan oksijen tüm canlılar için gerekli bir moleküldür ve enerji 

üretimi için kullanılmaktadır. Reaktif oksijen türleri (ROS) enerji üretiminde önemli 

ürünler olup fazla üretildikleri takdirde zararlı etkilere sahip maddelerdir. ROS’ların 

lipitlere, proteinlere ve hücre DNA’sına hasar verici etkileri vardır. ROS’ların negatif 

etkilerine karşı koymak amacıyla savunma mekanizması olarak hücreler 

antioksidanları oluşturmaktadırlar ve bu iki olay arasında bir denge bulunmaktadır. 

ROS’lar ve antioksidanlar arasındaki dengenin bozularak ROS miktarının artması ile 

hücrede yapısal ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelir ki bu oksidatif stres ya da 

hasar olarak adlandırılmaktadır (Aitken ve ark., 1989).  

 

 

ROS’lar süperoksit, hidroksil, lipit peroksid gibi farklı yapılara sahiptirler. 

Oksijen süperoksid grubuna (O2
-.
) demir - kükürt içeren yükseltgenme ve indirgenme 

enzimleri vasıtasıyla indirgenir. Hücre hasarına yol açan süperoksid bakırlı bir enzim 

olan süperoksid dismutaz kanalıyla hidrojen peroksit (H2O2) ve oksijene çevrilir 

(Agarwal ve ark., 2006).   

 

 

Spermatozoon plazma membranında doymamış yağ asiti formunda bulunan 

yağlar oksidatif strese en duyarlı makromoleküllerdir ve bunların içerisinde ikiden 

fazla çift karbon bağları bulunmaktadır. ROS’lar hücre membranında bulunan 

doymamış yağ asitlerine zincirleme reaksiyon ile saldırmalarına lipit peroksidasyon 
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(LPO) denilmektedir. LPO sonucu oluşan malondialdehit (MDA) çeşitli 

biyokimyasal analizler ile ortaya konarak spermatozoondaki hasarın boyutunu 

gösterebilmektedir (Aitken ve ark., 1989; Aitken ve ark., 1994).   

 

 

Yağ asitleri, spermatozoonların fonksiyonlarını devam ettirebilmeleri için 

gerekli ve spermatozoonların membran bileşenlerinin yeniden sentezi için önemlidir 

(Henkel, 2005). Doymamış yağ asitlerinin moleküler yapısındaki karbon-karbon çift 

bağları, komşu hidrojen atomundaki karbon-hidrojen bağını zayıflatarak kırılmaya 

yatkın hale getirir. Bunun sonucunda, süperoksid radikali, hidrojen peroksit ve 

hidroksil radikali gibi serbest radikaller hücre membranları ile reaksiyona girerek 

oksidatif hasara neden olmaktadırlar (Geva ve ark., 1998; Sharma ve Agarwal, 

1996). Membran yapısında meydana gelen bu hasar sonucunda fazla miktarda ROS’a 

maruz kalan kalan spermatozoonlar membran birleşmesi olayına bağlı 

fonksiyonlarını gerçekleştiremezler (Cummins ve ark., 1994). Membran 

bütünlüğünün bozulması aynı zamanda hücrenin elektrolitlere karşı geçirgen 

olmasına yol açmaktadır. Kalsiyum ve kısmen sodyum iyonlarının hücre içine 

alınması, hücrenin enerji üretme mekanizmasını bozar ve ATP’nin azalamasına 

neden olur. Hücre içi kalsiyum artışı, proteazları ve lipazları aktive ederek 

proteinlerin ve yağların zarar görmelerine neden olur. Ayrıca ROS’lar DNA’da da 

hasara neden olur bu da hücrenin ölümüyle sonuçlanır (Erenpress ve ark., 2002; 

Hallıwell, 1994; Lopes ve ark., 1998). 

 

 

ROS’lar radikal ve radikal olmayanlar olmak üzere iki grupta toplanırlar 

(Şekil 1.1). Eşleşmemiş elektron içeren atom grubu veya moleküllere serbest 

radikaller, eşleşmiş elektron içeren atom grubu ya da moleküllere radikal olmayan 

serbest oksijen türleri olarak adlandırılmaktadır (Onat ve ark, 2002).  

 

 

LPO spermatozoonlarda motilite kaybının en önemli nedenlerindendir. 

Antioksidan özelliği bilinen maddelerin sperma sulandırıcısına katılması sonucu elde 

edilen motilite ve MDA sonuçları da bunu desteklemektedir (Suleiman ve ark., 

1996). 
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Radikaller           Radikal Olmayanlar 

Süperoksid anyonu            (O2
-.
)           Hidrojen peroksit                (H2O2) 

Hidroksil                          (HO
.
)           Lipit hidroperoksit             (LOOH) 

Peroksil                            (ROO
.
)           Hipohalöz asid                    (HOX) 

Alkoksil                            (RO
.
)           N-Halojenli aminler            (R-NH-X) 

Semikinon                        (HQ
.
)           Singlet oksijen                    (

1
O2)2 

Organik radikaller             (R
.
)           Ozon                                   (O3) 

Organik peroksit              (RCOO
.
)           Azot dioksit                        (NO2) 

Nitrik oksid                      (NO
.
)           Hipokloröz asid                   (HOCI) 

Hemoproteine bağlı radikaller           Peroksinitrit                         (ONOO
-
) 

 

Şekil 1.1. Reaktif oksijen türleri  

 

 

ROS’un en önemli iki kaynağını kusurlu spermatogenesis sonucu oluşan 

lökositler ile spermatozoonlar, özellikle de olgunlaşmamış ve ölü spermatozoonlar 

oluşturmaktadır (Garrido ve ark., 2004). Spermatozoonlar ve lökositler tarafından 

üretilen ejakulattaki reaktif oksijen türleri spermaya olumsuz etki yaparak memeli 

spermatozoonlarında hasarlar meydana getirmektedir (Griveau ve Le Lannou, 1997; 

Neild ve ark., 2003). ROS direkt olarak LPO’ya neden olup spermatozoon 

motilitesinin geri dönüşümsüz durdurulmasına ve nükleik asit ile protein hasarına yol 

açarak hücrenin apoptosisine ve ölümüne de sebep olabilmektedir (Agarwal ve ark., 

2006; Moustafa ve ark., 2004). ROS dolaylı olarak spermatozoonların enzimatik 

savunmasını azaltarak oksidatif stres üretebilirler. Diğer taraftan oksidatif 

mekanizmalar memeli spermatozoonlarının fonksiyonun kontrolünde anahtar rol 

oynamaktadırlar (Bennetts ve Aitken, 2005). Spermatozoonların fertilizasyon 

yetenekleri için düşük oranda ROS gereklidir (Saleh ve Agarwal, 2002). ROS 

özellikle spermatozoonların kinetik fonksiyonları olan hiperaktivasyon ve 

kapasitasyon için gerekli olup bu işlemi de hücre içi cAMP üretimini ve tyrosin 

fosforilasyonu stimüle ederek gerçekleştirmektedir (Agarwal ve ark. 2006; Aitken ve 

ark., 2004; Ford, 2004). Bununla ilgili olarak, Perez ve ark. (1996) dondurulmuş koç 
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spermatozoonlarının taze spermadaki spermatozoonlara nazaran daha hızlı bir 

şekilde kapasitasyona uğradıklarını bildirmektedirler.  

 

 

ROS spermatozoonların fertilizasyon kabiliyetlerinde fizyolojik olarak rol 

oynamakta olup özellikle spermatozoonların zona pellusidaya bağlanmasını, 

akrozom reaksiyonu geçirmesini ve zona pellusida içerisinden geçerek oositin 

membranı ile birleşmesini sağlamaktadır. ROS ne zaman düşük konsantrasyonda 

bulunursa normal spermatozoon fonksiyonları için arabulucu gibi davranırken ne 

zamanki üretimi gerekenden daha fazla olursa o zaman hücreler için toksik hale 

gelmektedir (Griveau ve Le Lannou, 1997). 

 

 

Dondurma süresince meydana gelen ozmotik stres ve soğuk şoku ile LPO 

nedeniyle zamanından önce oluşan kapasitasyon dondurma-çözdürme sonrası 

spermatozoonların motilitesi ile membran bütünlüğünü azaltabilmektedir (Salamon 

ve Maxwell, 2000; Watson, 2000). Bu fonksiyonel yetersizlik koç 

spermatozoonlarının membranında yüksek konsantrasyonda uzun zincirli doymamış 

yağ asitlerinin bulunması ile ilişkilidir ve bu yapıda oksidatif hasara karşı hassasiyeti 

artırmaktadır (Watson, 1995).  

 

 

LPO direkt hasarını membran yapısında değişikliklere neden olarak, indirekt 

hasarını ise reaktif aldehidler aracılığıyla göstermektedir. İndirekt hasarı meydana 

getiren reaktif aldehidler; membran bileşenlerinde çapraz bağlanmalar ve 

polimerizasyona neden olarak membran yapısının bozulmasına katkıda bulunurlar. 

ROS hasarı sonucu oluşan LPO’nun indirekt bir indikatörü olan MDA oksidatif stres 

göstergesi olarak kullanılmaktadır (McKinney ve ark., 1996; Verma ve Kanwar, 

1999). Oksidatif stres, ROS etkisi sonucu LPO ile spermatozoonun motilite kaybına, 

hücre içi enzim kaybına ve membran fonksiyonunun kaybolmasına neden 

olabilmektedir. Bu durumda genetik yapı, metabolizma ve morfolojik bozukluklar 

oluşmakta ve spermatozoonlarda fruktolitik ve respiratorik aktivitenin geri 

dönüşümsüz olarak ortadan kalkmaktadır. Sonuç olarak bozulmuş spermatozoon 
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fonksiyonu ve yapısı infertiliteye yol açabilmektedir
 
(Aitken ve ark., 1993; Cummins 

ve ark., 1999; Jones ve Mann, 1977; Lenzi ve ark. 1998; Twigg ve ark., 1998).  

 

 

Dondurma-çözdürme işlemi spermatozoonlarda ROS’ların artmasına, 

(Chatterjee ve Gagnon, 2001) bunun sonucu olarakta DNA hasarının artmasına 

(Lopes ve ark., 1998) yol açmaktadır.   

 

Spermada ROS hasarına karşı üç koruyucu enzimatik sistem vardır. Bunlar 

süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz/redüktaz’dan 

oluşmaktadır (Alvarez ve ark., 1987; Griveau, ve ark., 1995). Türler arasında her 

enzim sisteminin katkısının farklı olduğu ve bunların sinerjik olarak hareket ettikleri 

tahmin edilmektedir (Hatamoto ve ark., 2006). 

 

 

Serbest radikallerin neden olduğu oksidasyonları önleyen, serbest radikalleri 

yakalama ve stabilize etme yeteneğine sahip maddelere Antioksidan adı verilir 

(Elliot, 1999). Antioksidanlar başlıca dört yolla oksidanları etkisiz hale getirirler 

(Gökpınar ve ark., 2006); 

 

 

1. Süpürme etkisi (Scavenging): Oksidanları daha zayıf yeni bir moleküle 

dönüştürerek etkisizleştirir. Antioksidan enzimler ve mikromoleküller bu 

yolla etki eder.  

2. Söndürme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive 

etmesini ifade etmektedir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol 

bu şekide etki eder. 

3. Zincir reaksiyonlarını kırma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, 

seruloplazmin ve ağır mineraller oksidanları kendilerine bağlayarak inaktive 

ederler. 

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar görmüş biyomolekülü onararak 

etkilerini gösterirler.  
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Antioksidanlar yapı ve işleyiş mekanizmalarına bakılarak, enzimatik veya 

enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta sınıflandırılmaktadır (Şekil 1.2) 

(Halliwell, 1994). Ayrıca görev aldıkları yapılara göre de intrasellüler (SOD, CAT, 

GSH-Px, Sitokrom oksidaz), ekstrasellüler (Albümin, askorbik asit, ürat vb. gibi) ve 

membran (Vit. E, koenzim Q, β-Karoten vb. gibi) antioksidanları olarak da 

sınıflandırılmaktadırlar (Gutteridge, 1995).  

 

 

Enzimatik    Enzimatik Antioksidanlar   EnEik   Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 

Süperoksid dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin 

Katalaz (CAT) α-Tokoferol (Vit E) Seruloplazmin 

Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (Vit C) Transferin 

Fosfolipit hidroperoksit glutatyon β-Karoten (Vit A) Ferritin 

Peroksidaz (PLGPx) Flonoidler Laktoferrin 

Glutatyon-S-transferaz (GST)  Ürat Albumin 

Glutatyon redüktaz (GSSG-R) Biluribin 

Taurin 

Sistein 

Lipoik asit 

Trehaloz 

 

 

Şekil 1.2. Biyolojik sistemlerdeki antioksidanların sınıflandırılması 

 

 

Somatik hücrelerin stoplazmaları, SOD, CAT ve GSSG-R gibi çeşitli antioksidan 

enzim sistemlerini içermektedir. Ancak spermatozoon hücrelerinin stoplazmaları bu 

enzim sisteminden mahrum oldukları için ROS’a karşı korunmaları düşük 

seviyededir. Oksidatif stres, spermatozoon membranın lipit peroksidasyonu ve gen 

bütünlüğünü etkileyebilmektedir (Foote ve ark., 2002). Antioksidan ilavesi 

spermatozoonların saklanması işlemi süresince oksidatif stresi azaltarak 

etkileyebilmekte ve böylelikle soğutulmuş ve dondurulmuş spermanın kalitesini 

artırmaktadır (Bilodeau ve ark., 2001; Pena ve ark., 2003). 
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Antioksidanlar, lökositler tarafından üretilen ROS’ların süpürücüsü olarak 

spermotozoonları korumaktadır. E vitamini spermatozoon membranında önemli 

zincir kırıcı etki yapan bir antioksidandır ve etkinliğini doza bağımlı bir şekilde 

göstermektedir (Hull ve ark., 2000). Süperoksid, hidrojen peroksid ve hidroksil 

radikallerini süpürücü olarak etkilemektedir (Agarwal ve ark., 2004).  

 

 

Spermanın dondurulması-çözdürülmesi esnasında oluşan membran lipit faz 

değişimi, ozmotik-mekanik strese ve ortamdaki serbest oksijene bağlı olarak gelişen 

lipit peroksidasyonu ve bunun sonucu olarak oluşan serbest oksijen radikalleri 

(süperoksid anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit), hücre dışı kristal 

oluşumu, membran proteinlerindeki denaturasyon, hücre organellerinde yapısal 

deformasyon, DNA’da kırılmalar ve hücresel lizis antioksidanların ilavesiyle 

azaltılabilmekte ve çözüm sonu spermatozoon fonksiyonlarını iyileştirmektedir 

(Gordon, 2005; Maxvell ve Watson, 1996; Peris ve ark., 2007). Spermanın 

dondurulması-çözdürülmesi, oluşan ROS ürünlerinin yarattığı oksidatif stresle ve 

spermatozoon membranındaki sülfidril gruplarının yeniden düzenlenmesiyle yakın 

ilişkilidir. Bununla beraber, sülfidril gruplarında açılmalar, miktar ve dağılımında 

değişimler, spermatozoonda erken kapasitasyon, spermadaki bazı antioksidan 

seviyelerinde düşme ve taze spermaya göre lipit peroksidasyona daha duyarlı hale 

gelmektedir (Bilodeau ve ark., 2001; Chatterjee ve ark., 2001; Mazur ve ark., 2000).  

 

 

Spermatozoon kriyopreservasyonu üç fazdan oluşmaktadır, birinci faz olan 

dondurma öncesi fazda hücreler soğuk şokuna maruz kalmakta, ikinci kritik 

dondurma fazında hücre membranı ozmotik ve termal strese maruz kalmakta ve 

üçüncü çözdürme fazında ozmotik ve termal stersin yeniden ortaya çıktığı dönemleri 

içeren bir süreçtir. Sperma sulandırıcısına katılan katkı maddeleri ve antioksidanlar 

bu aşamalardan bir ya da birkaçını etkileyerek dondurma-çözdürme sonrası 

spermatozoon motilitesini artırmaktadır (Chen ve ark., 1993). Sperma sulandırıcısına 

katılan katkı maddeleri spermatozoon hücresinin mitokondrisi ve akrozomun 

fonksiyonel bütünlüğü üzerine kriyoprotektif etkiyi ATP’yi hücre içerisinde 
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depolayıp enerji üreterek gösterebilmekte ve bunun sonucu olarak spermatozoonlar 

üzerine olumlu etki yapmaktadır (Shiva ve ark., 2010).   

 

 

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine ve dolayısıyla lipit 

peroksidasyona karşı koymak için spermatozoonlar ve seminal plazma bir takım 

antioksidanları içermektedir (Alvarez ve Storey, 1983). Bu antioksidanların bir kısmı 

ortamda oluşan ROS ürünleri temizleyicisi olarak non-enzimatik (albumin, taurin, 

hipotaurin, vitamin E), bir kısmı enzimatik (CAT, SOD, GSH-Px) ve bir kısmı ise 

zincir reaksiyonlarını kırıcısı (ürat, askorbik asit, vit E, thiol bileşikleri) olarak 

etkimektedir (Sikka, 1996). Fakat bu antioksidan sistemi, ROS ürünlerinin olası 

toksik etkilerine ve oksidatif hasara karşı koymada yeterli gelmemektedir (Taylor, 

2001). Bu amaçla sperma sulandırıcılara katılan bazı antioksidanların kısa ve uzun 

süreli saklamada ortamda oluşan lipit peroksidasyonun yarattığı oksidatif hasarı 

minimize ettiği, canlılığı koruduğu, spermatozoonların kalitesini ve fonksiyonlarını 

geliştirdiği bildirilmektedir (Peris ve ark., 2007).  

 

 

Memeli hayvanların vücut sıvıları ve reprodüktif dokularında da yüksek 

konsantrasyonlarda bulunan antioksidan maddeler, eksojen olarak sperma 

sulandırıcılarına katıldığında, spermadaki reaktif oksijen türlerinin (superoksitin, 

hidroksil radikalinin ve hidrojen peroksitin) neden olduğu, hücre membranındaki 

doymamış yağ asitleri ve fosfolipitlerin peroksidasyonunu minimuma indirmektedir. 

Böylece lipit peroksidasyonunun spermatozoonların akrozomunda neden olduğu 

hasar azaltılabilmekte ve dolayısıyle elde edilen dölverimi önemli ölçüde 

yükseltilebilmektedir (Dziuk ve ark., 1972).  

 

 

Koçlarda süperoksid dismutaz, katalaz (Maxwell ve Stojanov, 1996) 

ergotiyonin (Yıldız, 2004) ve trehalozun (Lopez-Saaz ve ark., 2000), aygırlarda 

glutatyon, katalaz, askorbik asit (Aurich ve ark., 1997) ve taurinin (Ijaz ve 

Ducharme, 1995), kedi (Luvoni ve ark., 2003) ve tavşanlarda (Alvarez ve Storey, 

1983) taurinin sperma sulandırıcılarına ilavesinin spermanın kısa ve uzun süreli 
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saklanmasında serbest oksijen radikallerinin zararlı etkilerine karşı spermatozoonun 

yaşama süresini, motilitesini ve membran bütünlügünü koruduğu bildirilmektedir. 

 

Maxwell ve Watson (1996) taze koç spermasına antioksidan ilavesinin 

herhangi bir etki yapmadığını, ancak uzun süreli saklanacak spermada ise olumlu 

etkiler yaptığını, ayrıca antioksidan ilave edilen ve edilmeyen dondurulmuş 

çözdürülmüş koç sperması ile yapılan laparoskopik tohumlama oranlarını sırasıyla % 

82 ve % 67 olarak bildirmektedirler. 

 

 

1.4.1. Non-Enzimatik Antioksidanlar 

 

Yaygın olarak sperma sulandırıcılarına katılan vitamin E (α-tokoferol), taurin, 

trehaloz, askorbik asit, lipoik asit, sistein, seruloplazmin, transferin, albumin ve 

glutatyonda enzimatik olmayan moleküler antioksidanlardır. 

 

 

 

1.4.1.1. Taurin 

 

 

Tiyol içeren aminoasitlerden olan taurin ilk kez sığır safrasından izole edilmiştir. 

Organizmada sisteinden sentez edilen taurin, renksiz, suda çözünebilen, protein 

yapısına katılmayan, molekül ağırlığı 125 g/mol olan ve serbest olarak bulunabilen 

bir aminoasittir (Jacobsen ve Smith, 1968; Kendler, 1989). Taurinin, 

detoksifikasyon, ozmoregülasyon, Ca
+2 

akışını düzenleme, membran stabilizasyonu 

gibi önemli olaylarda rol aldığı ileri sürülmektedir (Kendler, 1989). Vücutta oksidan 

antioksidan dengeyi ve hücre bütünlüğünü koruması ve vücut direncini artırması gibi 

özellikleri ile bir antioksidan olarak koruyucu ve destekleyici etkileri önemlidir 

(Parcell, 2002).  

 

 

Dişi genital kanal sıvısı ve seminal plazma yüksek konsantrasyonda taurin, 

glutamin, glutamat ve glisin gibi belli aminoasitleri içermekte ve bunlar 
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penetrasyonda, akrozom reaksiyonunda, kapasitasyonda ve embriyo gelişimi ile 

preimplantasyonda da rol oynayabilmektedirler (Barna, 1998). Taurin insan sperması 

ile spermatozoon akrozomunda, tavşan ve fare yumurtalarında da bulunmaktadır. 

Hamsterlerde ve insanlarda spermatozoon motilitesinin devam ettirilmesinde ve 

hamster oositlerinin optimal fertilizasyonları için gereklidir (Devreker ve ark., 1999). 

 

 

 Epididymal ve oviduktal sıvıda da bulunan sülfonik aminoasit yapısındaki 

taurin özellikle dondurma-çözdürme sırasında şekillenen ROS’a karşı 

spermatozoonları korumada önemli rol oynar. Taurin ve hipotaurin 

spermatozoonlarda motilite kaybını ve lipit peroksidasyonu azaltarak etkisini 

göstermektedir (Saleh ve Agarwal, 2002).  

 

Chen ve ark. (1993) boğa sperması sulandırıcılarına düşük miktarlarda katılan 

taurin ve hipotaurinin dondurma-çözdürme sonrası motil spermatozoon oranını 

pozitif yönde geliştirdiğini bildirmektedirler. Ayrıca taurin ve hipotaurin sperma 

sulandırıcısına kriyoprotektant olarak katılan gliserolün koruyucu etkisini 

desteklemektedirler (Kundu ve ark., 2001).   

 

 

Taurin ve potasyumun fertilizasyon ve spermatozoon kapasitasyonu 

aşamalarında etkileşim içinde oldukları bilinmektedir. Ancak tam rolleri bilimemekle 

beraber, her ikisininde Na
+
-K

+
-ATPase enzim aktivitelerini etkileyerek etki 

gösterdikleri ileri sürülmektedir. Na
+
-K

+
-ATPase plasma membran enzimi olup 

hücre içi K
+ 

miktarını kontrol eder. Yüksek miktarda K
+
 spermatozoon motilitesine 

zararlı etki yapmaktadır (Dumoulin ve ark., 1992).  

  

 

Atmaca (2003) tiyol gurubu içeren bazı bileşiklerin antioksidan etkilerini 

karşılaştırdığı çalışmasında daha çok redükte olan bileşiklerin daha güçlü antioksidan 

etkiye sahip olduğunu, taurininde bu nedenle güçlü bir antioksidan olduğunu 

bildirmektedir.  
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Sülfonik bir aminoasit olan taurin spermatozoonları dondurma-çözdürme 

işlemi ve aerobik koşullara maruz kaldığı durumlarda, reaktif oksijen türlerine karşı 

non-enzimatik süpürücü gibi davranarak korumada önemli bir rol oynadığı 

bildirilmektedir (Alvarez ve Storey, 1983; Chen ve ark., 1993).  

 

 

Tavşan sperması üzerine yapılan bir çalışmada taurinin hipoklorit molekülü 

ve hidroksil radikali için güçlü, süperoksid radikalleri ve hidrojen peroksit molekülü 

için de orta derece bir etkiye sahip olduğu bildirilmektedir (Aruoma ve ark., 1998).  

 

  

Taurin, erkek reprodüktif sistemde testisin bazı intersitisyel hücrelerinde, 

leydig hücrelerinde, peritubuler myoid hücrelerinde, spermatozoonlar ve seminal 

plasma ile ratların duktus efferenteslerinin epitelial hücrelerinde saptanmıştır. En 

önemli serbest aminoasitlerden biri olan taurin spermatozoonların motilitesine, 

kapasitasyonuna, ozmoregülasyonuna ve antioksidan mekanizmaya karışarak etki 

etmektedir (Hua ve ark., 2006).  

 

 

Biyolojik sistemlerde antioksidan olarak çalışan taurinin doymamış membran 

lipitlerinin peroksidasyonunu azaltmak, reaktif oksijen türevlerini temizlemek ve 

biomembranları stabilize etmek gibi yararlı etkileri bildirilmiştir (Kılıç ve Yıldırım, 

2008).  

 

 

Taurin ve hipotaurin erkek reprodüktif sistemde oksidatif hasara karşı 

koruyucu olarak görev yapmakta ve milimolar düzeyde bulunmaktadır (Fontana ve 

ark., 2004). Taurin ve hipotaurin hem oviduktal sekresyonda hem de seminal 

plazmada yüksek konsantrasyonda bulunmaktadır. Bunların penetrasyon, akrozom 

reaksiyonu ve kapasitasyon için gerekli olduğu bildirilmektedir (Barna, 1998).  

 

 

Sanchez-Partida (1997) tris-bazlı koç sperma sulandırıcısına 25 ve 50 mM 

taurin ilavesinin çözdürme sonrası motil spermatozoon yüzdesini artırdığını ancak 

laparaskopik ve servikal tohumlama sonucunda fertlizasyonu etkilemediği, hatta 

taurin konsantrasyonunu 100 mM üzerinde ilave edildiğinde motil spermatozoon 
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oranını düşürdüğünü bildirmektedir. Uysal ve ark. (2000) taurinin koç 

spermatozoonlarının motilite kaybını önlediğini ve plasma membranını lipit 

peroksidasyona karşı koruduğunu bildirmektedirler. Bucak ve ark. (2007) tris-bazlı 

koç sperma sulandırıcısına ilave ettikleri taurinin çözdürme sonrası spermatozoon 

membran bütünlüğü ve canlılığı üzerine olumlu etki yaptığını bildirmektedirler.  

 

 

 

1.4.1.2. Trehaloz 

 

Trehaloz (α α-trehalose) iki d-glikoz moleküllerinin α1, α1 şeklinde bağlanması ile 

oluşan bir disakkarittir. İndirgeyici olmayan bir şeker olarak asit tarafından kolayca 

hidrolize edilemez ve glikozidik bağ α-glikosidaz tarafından koparılamamaktadır 

(Patist ve Zoerb, 2005). Moleküler ağırlığı 342.31 g/mol ve formulasyonu ise 

C12H22O11’dir. Moleküler yapısı ve fiziko-kimyasal özelliklerinin kombinasyonu 

trehalozun kararlı bir disakkarit olmasını sağlamaktadır. Trehalozun α, β 

(neotrehaloz) ve β, β (isotrehaloz) izomerlerinin sentezlenmesine rağmen doğada 

nadiren bulunmaktadır. Trehaloz suda çözünebilen ve osmotik profili maltoza 

benzeyen bir şekerdir (Richards ve ark., 2002).  

 

Trehaloz osmotik şok, aşırı sıcaklık ve dehidratasyon gibi stres durumlarına 

cevap olarak çeşitli organizmalar tarafından üretilmektedir. Bununla beraber trehaloz 

proteinler, membranlar, hücreler ve dokuları da içeren çeşitli biomolekülleri stabilize 

edebilmektedir (Hounsa ve ark., 1998). Trehaloz biomoleküler yapıyı hem hidrojen 

bağlarındaki su ile yerdeğiştirerek hemde hidrasyon için gerekli su moleküllerini 

yakalayarak korumaktadır (Chen ve ark., 2000; Patist ve Zoerb, 2005). Trehaloz 

membran etrafındaki su moleküllerini düzenleyerek ya da su ortamdan uzaklaşırken 

polar biomoleküller ile direkt etkileşime girmek suretiyle lipit çift katmanını 

dengeleyebilmektedir (Kawai ve ark., 1992). Trehalozun tam olarak etki 

mekanizması bilinmemekle birlikte, spermatozoon plazma membranına penetre 

olduğu, donma ve çözüm esnasında membran fosfolipitlerinin polar baş gruplarıyla 

hidrojen bağları oluşturarak yüzey genişliği sağladığı, reaktif oksijen türlerinin 

salınımını ve bu salınımla beraber spermatozoon ve sperma plazmasındaki redükte 
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glutatyon (GSH) tüketimini azalttığı ileri sürülmektedir. Ayrıca hücreyle ortam 

arasında ozmotik tamponlayıcı bir görev yaparak soğuk şokuna karşı koruma 

sağlamaktadır (Aisen ve ark., 2002; Aisen ve ark., 2005; Gao ve Crister, 2000).  

 

 

Trehalozun kriyoprotektif etkisi ve enerji substrat fonksiyonunun (Strauss ve 

ark., 1986) yanı sıra hücre içi buz kristali oluşumunu ve dondurma süresince 

spermatozoonların membranındaki su akışını engelleyerek hücre dehidratasyonuna 

katkı sağlamaktadır (Aisen ve ark., 2002;. Aisen ve ark., 2005; Yıldız, ark., 2000). 

Dondurma öncesi yüksek membran akışkanlığına sahip spetmatozoonlarda 

dondurma-çözdürme sonrası motil ve canlı spermatozoon oranı daha yüksektir 

(Gıraund ve ark., 2000). Trehaloz dondurma öncesi membran akışkanlığının 

artmasında önemli bir rol oynamakta ve dondurma-çözdürme hasarına karşı 

spermatozoonlarda daha iyi bir dayanıklılık sağlamaktadır (Eiman ve ark., 2003).  

 

Tonieto ve ark. (2010) tris bazlı koç sperma sulanırıcısına 100 mM trehaloz 

ilave ettikleri çalışmalarında, dondurma-çözdürme sonrası motilite, membran ve 

akrozom bütünlüğünü üzerine olumlu etki yaptığını bildirmektedirler. Uysal ve ark. 

(2009) koç sperma sulandırıcılarına farklı konsantrasyonlarda trehaloz ilave ettikleri 

çalışmalarında 100 mM ilave edilmiş ve yavaş soğutulmuş grupta dondurma-

çözdürme sonrası elde edilen spermatolojik parametrelerin diğer gruplara göre daha 

üstün oluğunu tespit etmişlerdir. Aisen ve ark. (2005) tris bazlı koç sperma 

sulandırıcılarına trehaloz ilavesinin sadece spermatozoonların akrozomal 

membranlarını donmaya karşı korumakla birlikte antioksidan etki de sağladığını 

bildirmektedirler. 

 

Jafaroghli ve ark. (2011) tris bazlı sperma sulandırıcısna 50, 70 ve 100 mM 

konsantrasyonunda sukroz, trehaloz ve rafinoz ilave ederek dondurdukları koç 

spermasında çözüm sonrası motilite, canlılık, anormal spermatozoon oranı ve 

membran bütünlüğü yönünden kontrol ve diğer gruplara göre 100 mM trehaloz ilave 

edilen grupta daha olumlu etki meydana getirdiğini bildirmektedirler.  
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Matsuoko ve ark. (2006) koç sperma sulandırıcısına trehaloz ilave ettikleri 

çalışmalarında dondurma-çözdüme sonrası spermatozoonların motilitesi ve membran 

bütünlüğünün diğer gruplara göre arttığını tespit etmişlerdir. Chen ve ark. (1993) süt 

ve tris bazlı yumurta sarılı sperma sulandırıcılarına farklı konsantrasyonlarda ilave 

ettikleri sükroz, trehaloz, hipotaurin, taurin ve sığır kan serumunun dondurma-

çözdürme sonrası spermatozoonların yaşam sürelerini artırdığını bildirmektedirler.   

 

 

Aisen ve ark. (2000) koç sperma sulandırıcısına EDTA ve trehalozun 

kombine şekilde ilavesinin spermatozoonların motilitesini, akrozom bütünlüğünü ve 

canlılığını artırdığını bildirmektedirler. Yine Aisen ve ark. (2002) koç sperma 

sulandırıcısına 100 mM trehahaloz ilavesinin dondurma-çözdürme sonrası motilite, 

membran ve akrozomal bütünlük ile fertilite oranını artırdığını ancak 200-400 mM 

trehaloz ilavesinin dondurma-çözdürme sonrası spermatozoonlar ve fertiliteye 

olumsuz etki yaptığını bildirmektedirler. 

 

 

1.4.1.3. Vitamin E  

 

 

Yağda çözünen ve hücre membranındaki en önemli zincir kırıcı antioksidan olan α-

tokoferol, trolox olan vitamin E spermatozoon motilitesini ve canlılığını artırarak, 

lipit peroksidasyonu azaltmaktadır. E vitamini; oksidatif strese karşı koruyucu 

özelliğe sahip olup hücre ölümünü geciktirmektedir. E vitamini indirgeyici bir ajan 

olarak hücre içinde ROS'un fonksiyonlarını inhibe edici etkisi bulunmaktadır 

(Akiyama, 1999). Ancak, aşırı dozda veya ROS seviyesinin artmadığı durumlarda 

gereksiz yere kullanılması, kapasitasyon ve fertilizasyon ile ilgili pozitif etkilerini 

bloke ederek zararlı olabileceği bildirilmektedir (Donnelly ve ark., 1999). En aktif 

formu α-tokoferoldür. Çok güçlü bir antioksidan olan α-tokoferolün en önemli görevi 

serbest oksijen türlerinin ataklarına karşı membran lipitlerindeki doymamış yağ 

asitlerini korumaktır (Rice ve Kennedy, 1988). α-tokoferolün antioksidan etkisi 

yüksek oksijen konsantrasyonlarında etkilidir. Bundan dolayı yüksek oksijen kısmi 

basınçlarına maruz kalan lipit yapılarında etkileri belirgin olup yağda çözünen diğer 

vitaminler arasında en az toksik olandır (Deichsel ve ark., 2008).  



28 
 

 Genel olarak vitamin E alkoksil radikalini ve lipit peroksili nötralize ederek 

lipit peroksidasyonu engellemektedir. Bu radikaller lipit peroksidasyonun çoğalma 

bölümünü oluşturarak hem spermatozoon motilitesinin hem de membran 

akışkanlığının kaybına neden olurlar (Agarwal ve ark., 2003).  

 

 

E vitamini en önemli lipofilik antioksidan olup hücre membranında 

bulunmasından dolayı membran stabilitesinin korunmasında yardımcı role sahiptir. E 

vitamini, doymamış yağ asitlerinden ziyade antioksidan moleküllerinden hidrojen 

atomunu ayırarak serbest radikallerin oluşmasını sağlar. Böylece, serbest radikal 

reaksiyon zincirinde kırılmalar meydana getirerek unreaktif olarak bilinen 

antioksidan radikallerini ortaya çıkarırlar (Özden ve ark., 2009).  

 

 

Maia ve ark. (2010) tris bazlı sperma sulandırıcısına 50 µg/ml katalaz ve 50 

µM trolox ilave ederek dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası her iki 

antioksidanında spermatozoonları lipit peroksidasyona karşı koruduğunu 

bildirmektedirler. Yine paralel bir çalışmada (Sicherle ve ark., 2011) süt bazlı sperma 

sulandırıcısına 100 µg/ml katalaz ve 100 µM trolox ilave ederek dondurdukları koç 

spermasında trolox grubunun meydana gelen ROS üretimini azaltıcı etki yaptığını 

bildirmektedirler.  

 

 

Silva ve ark. (2010) Santa Inês ırkı koçlarda sperma sulandırcılarına ilave 

ettikleri 50 µM trolox/10
8’

un
 

dondurma çözdürme sonrası lipit peroksidasyon 

düzeyleri üzerine kontrol ve diğer gruplara göre olumlu etki yaptığını ve oksidatif 

stresin kontrolü amacıyla sperma sulandırıcısına trolox’un ilave edilmesinin uygun 

olduğunu bildirmektedirler. Bunun yanında Marques ve ark. (2010) sığır oositlerinin 

in vitro fertilizasyonunda swim-up boyunca spermatozoon-TALP medyumuna 50 

mM α-tokoferol ilavesinin seçilecek olan spermatozoonun canlılığı üzerine olumlu 

etki yaptığını bildirmektedirler. 
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1.4.1.4. Alfa Lipoik Asit  

 

 

Alfa lipoik asit (ALA) açil grup transferinde ve krebs döngüsünde bir koenzim gibi 

yardımcı molekül olarak Reed ve ark. (1951) tarafından keşfedilmiştir. 1980’li 

yıllarda güçlü bir antioksidan olduğu ortaya konmuş olup birçok farklı özelliği 

ALA’yı diğer antioksidanlardan ayırmaktadır. ALA hayvanlar ve insanlar tarafından 

sentezlenebilmektedir (Carreau, 1979). ALA vit. C (suda çözünen) ve vit. E (yağda 

çözünen)’nin aksine hücrelerin hem sulu hem de yağlı bölgelerinde serbest 

radikalleri nötralize edilebilmesinin yanısıra okside ve redükte formlarının da 

antioksidan etkileri mevcuttur (Packer ve ark., 1995). Ayrıca ALA hücre içi 

glutatyon (Busse ve ark., 1992) ve koenzim Q10 (Kağan ve ark., 1990) miktarını 

artırmaktadır. Thioktik asit olarakta bilinen ALA vitamin benzeri bir antioksidan 

olup hücre içini ve dışını çeşitli serbest oksijen türlerine karşı korumaktadır (Suzuki 

ve ark., 1991).  

 

 

ALA disülfid bir bileşiktir, pürivat dehidrojenaz ve α-ketoglutarat 

dehidrojenaz için bir koenzim olarak mitokondrilerde bulunmaktadır. Bu maddenin 

eksojen olarak ilave edilmesi serbest ALA seviyesini artırmaktadır ki bu da hem in 

vivo hem de in vitro oksidatif stresin azaltılmasını ve kuvvetli bir antoksidan olarak 

görev yapmasını sağlar. ALA hem suda hem de yağda çözünen, hücre mebranında 

lipit peroksidasyon dahil serbest radikalleri azaltan ve mitokondri kaynaklı serbest 

radikal süpürücüleri kadar etkinliği yüksek olan bir antioksidandır (Selvakumar, 

2005). Mitokondride doğal olarak bulunan bir ditiol (disulfid) bileşiği olan ALA, 

enerji metabolizmasında temel bir rol oynar (Estrada ve ark., 1996; Hagen ve ark., 

1999; Navari-Izzo ve ark., 2002).  

 

 

Lipoik asit, hidroksil radikali ve hipokloroz asidi temizlemekte ancak 

süperoksid ve peroksil radikali üzerine etkili değildir. Dihidrolipoik asit (DHLA) ise 

GSH’den daha güçlü bir redüktan olup hipokloroz asit, peroksil ve hidroksil 

radikallerini temizleyerek lipit peroksidasyonunu önlemektedir (Coleman ve ark., 

2001; Roy ve Packer, 1998). 
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Ibrahim ve ark. (2008) kızıl geyiklerde yaptıkları bir çalışmada ALA 

spermanın dondurma-çözdürme sonrası motilite ve yaşama gücünü artırdığı bununla 

beraber DNA hasarını ise azalttığını bildirmektedirler. α-lipoik asit ile ilgili olarak 

yapılan diğer bir çalışmada Yeni ve ark. (2012) tinere maruz bırakılmış ratlarda, alfa 

lipoik asitin spermatolojik parametreler üzerine olumlu yönde etki yaptığını 

bidirmektedirler. 

 

 

1.4.2. Enzimatik Antioksidanlar 

 

 

Spermatozoonlarda bulunan glutatyon redüktaz (GSSG-R), glutatyon peroksidaz 

(GSH-Px), katalaz (CAT) ve süperoksid dismutaz (SOD) lipit peroksidasyona karşı 

bir savunma aracı olarak çalışan enzimatik antioksidanlardır.   

 

 

 

1.4.2.1. Glutatyon Redüktaz  

 

Glutatyon redüktaz (GSSG-R) canlı hücre içinde yaygın halde bulunan bir 

tripeptitdir (Irvine, 1996). Glutatyon redüktaz, lipit peroksidasyonu sonucu oluşan 

ROS ürünlerine karşı koruyucu etkisi non-enzimatik özelliğinde olan memeli sperma 

ve genital kanalında da bulunan ve protein yapısında olmayan bir thiol bileşiğidir. Bu 

thiol bileşiği, hücre içi redoks işleminin sürdürülmesi yanında hücredeki ekzojen ve 

endojen bileşimlerin antioksidasyonunda ve detoksifikasyonunda önemli rol oynar. 

Antioksidan sistemdeki rolü, suda çözünen antioksidanları rejenere etme yeteneğine 

sahip olmasındandır. Bu nedenle antioksidanlarla birlikte kullanılmaktadır (Baumber 

ve ark., 2000; Irvine, 1996).  

 

Glutatyon redüktaz’ın sulandırıcılara katılması, ortamda bulunan ROS 

ürünleriyle reaksiyona girerek ve donma esnasında membran proteinlerindeki sülfür 

gruplarında gelişen bozulma ve dağılmayı kısmen engelleyerek oksidatif hasara karşı 

koruyucu etkinlik oluşturur (Chatterjee ve ark., 2001). Lasso ve ark. (1994) 

dondurma-çözdürme işleminin spermatozoon hücresinin antioksidan savunma 
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kapasitesini azalttığı, süperoksid dismutaz aktivitesinin kaybedildiği ve taze 

spermaya göre glutatyon seviyesinin % 78 azalttığını bildirmektedirler.  

 

 

1.4.2.2. Glutatyon Peroksidaz  

 

 

Enzimatik bir antioksidan olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px) normal olarak insan, 

boğa ve aygır spermatozoonlarında bulunmaktadır. GSH-Px spermatozoonları hem 

reaktif oksijen türlerinin en toksik son ürünü H2O2’e karşı hem de lipit 

peroksidasyona karşı korumaktadır. GSH-Px,  spermatozoonlarda ve DNA’da hasar 

oluşturan önemli bir etken olan H2O2’e karşı savunma mekanizmasında anahtar rol 

oynamaktadır (Drevet, 2006).  

 

 

1.4.2.3. Katalaz 

 

 

Katalaz (CAT) enzimi tetramer yapıda bir hemoproteindir. Görevi H2O2’i oksijen ve 

suya parçalamaktır. En yüksek aktivite gösterdiği organeller peroksizomlardır. 

Katalazın en yaygın rolü H2O2’in katalitik olarak parçalanmasının yanında H2O2’nin 

düşük konsantrasyonlarında etanol veya fenoller gibi elektron vericilerini oksitlediği 

de bilinmektedir. H2O2 üretimi farklı dokularda farklı düzeyde gerçekleştiğinden, 

katalazın gerçek fonksiyonu da dokudan dokuya ve subsellüler kompartmanlara göre 

farklılıklar gösterebilmektedir (Percy, 1984). CAT yumurta sarılı sulandırıcıda boğa 

spermatozoonlarının canlılıklarını artırırken, süt bazlı sulandırıcıda bu etkiyi 

sağlamamaktadır (Foote, 1962). 

 

 

 

 

 

1.4.2.4. Süperoksid Dismutaz 



32 
 

 

 

Süperoksid dismutaz (SOD)’lar, süperoksid radikallerinin H2O2’e dismutasyonunu 

katalizleyen bir metalloenzim grubudur. Hücrelerin sitosolünde, mitokondrilerinde 

ve plazmalarında bulunurlar. Bakır-çinko, mangan ve demir ihtiva eden baslıca üç tip 

izomeri mevcuttur. SOD’un antioksidan mekanizmaya etkisi, deneysel koşullara 

bağlı olarak değişmektedir. SOD, kimi olaylarda lipit peroksidasyonunu arttırırken, 

kimilerinde de peroksidasyona bağlı membran hasarını azaltmaktadır. Bu zıt etkilerin 

serbest demir konsantrasyonlarıyla ilişkili olduğu bildirilmektedir (Ramilo ve ark., 

1999).  

 

 

 

1.5. Sperma Dondurma Yöntemleri 

 

 

Sperma kuru buz (katı CO2)  üzerinde pellet formunda veya sıvı azot buharında 

payetler içerisinde dondurulmaktadır (Awad ve Graham, 2004). Bu dondurma teknik 

ve yöntemlerinin temel prensipleri aynı olmakla birlikte hayvan türleri arasında bazı 

farklılıklar mevcuttur. Sulandırılmış sperma yaklaşık olarak 1.5-4 saatte 4-6 
o
C’ye 

soğutulduktan sonra kuru buz üzerindeki yuvacıklarda pellet formunda ya da sıvı 

azot buharında payetlerde dondurulmaktadır (Purdy, 2006). Pellet formunda 

dondurma işlemi, 0.1-0.3 ml’lik sperma hacimleri halinde -79 
o
C’taki kuru buz 

kalıpları üzerinde 2-4 dk.’da gerçekleşmektedir. Dondurmanın hızı pelletlerin 

hacmine bağlı olarak değişebilir ve donan pelletler sıvı azotta (-196 
o
C) 

saklanmaktadır. Spermanın payet veya pelletteki hacmi dondurma hızı üzerine 

önemli etkiye sahiptir. Fakat dondurma çözdürme sonrası canlılık oranı üzerine etkisi 

görülmemiştir. Spermanın pellet şeklinde dondurulması maliyeti düşürmekte, 

tohumlamada kullanılmasını daha kolay hale getirmekte ve spermanın soğutulmasına 

katkı sağlayarak çözüm sonrası spermatozoon motilitesi ve fertilitesinde payet 

şeklinde dondurmaya göre daha iyi sonuç vermektedir. Ancak dondurulan pelletlerin 

saklanması esnasında kontaminasyon riski, spermanın dozlanmasında ve 

depolanması sırasındaki etiketleme işlemlerinde güçlükler gözlenmektedir (Purdy, 

2006; Leboeuf ve ark., 2000). Spermanın payette dondurulma işleminde 0.25-0.5 

ml’lik payetler yatay olarak sıvı azotun 4-5 cm üzerinde sıvı azot buharında tutulur 
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ve daha sonra sıvı azot içerisine daldırılır. Donma hızı payetlerin sıvı azot 

seviyesinden uzaklığına ve payetlerin hacimlerine göre değişebilir. Payetlerin 

önceden soğutulmuş ağ veya delikler açılmış metal yüzey üzerinde dondurulmasının 

sadece iki noktadan temas sağlayan yönteme göre daha iyi sonuç verdiği 

belirtilmektedir. Bu durumun, çok noktadan teması sağlayan rafın ani donmayı 

engelleyerek veya en aza indirerek sıcaklık dalgalanmasının önüne geçmesinden 

kaynaklandığı belirtilmektedir (Holt, 2000a; Ritar ve ark., 1992). Programlanabilir 

dondurma cihazı, çok sayıda payetlerdeki spermaların dondurulması ve 

soğutma/dondurma hızının kontrollü yapılmasında kullanılmaktadır. Kontrollü 

dondurma işleminde genellikle 4-5 
o
C’den -80 

o
C’ye 7-15 dk.’da soğutma ve sıvı 

azota nakil; 4 
o
C’den -5 

o
C’ye 4 

o
C/dk. hızda, -110 

o
C’ye 25 

o
C/dk hızda ve -140 

o
C’ye 35 

o
C/dk hızda soğutma ve sıvı azota nakil protokolleri kullanılmaktadır. 

Payette dondurma işlemi, pellet şeklinde dondurma işlemine göre daha pahalı ve 

daha fazla iş gücü doğuran bir yöntemdir (Leboeuf ve ark., 2000; Purdy, 2006). 

Awad ve Graham (2004) koç spermalarının kriyopreservasyonunda en iyi yöntemin 

pellet ancak boğa spermalarının kriyopreservasyonunda en iyi yöntemin ise payet 

olduğunu bildirmektedirler. Çözüm sonrası spermatozoon motilitesi, canlılığı ve 

fertilitesindeki farklılıklar soğutma hızına bağlı olmakla beraber dondurma tekniği, 

spermanın dondurulmasına kadar olan işlemler, tohumlama teknikleri gibi faktörlerin 

de teke ve koç spermasının fertilitesinde önem taşıdığı bildirilmektedir (Purdy, 

2006). 

 

 

Spermatozoonların kriyopreservasyonu sürecinde sıcaklığın 25 
o
C’den 5 

o
C’ye hızlı soğutulmasında soğuk şoku meydana gelmekte (Watson, 1981; White, 

1993), bunun sonucu olarakta spermatozoon metabolizmasında ve motilitesinde 

kayıplar, mitokondri ve akrozom mebranında değişimler, (Jones ve Martin, 1973; 

Watson, 1995) plasma membran bütünlüğü ile permabilitesinde hasarlar, (Ortman ve 

Rodriguez, 1994) hücre içi enzimler, lipitler ve iyonlarda değişimler ortaya 

çıkabilmektedir (Darin ve ark., 1973; Harrison ve White, 1972).  

 

 

Salamon ve Maxwell (2000) koç spermasının 5 ºC’ye soğutulma süresi 

genellikle 1-3 saat arasında değişmekle birlikte özellikle gliserolsüz sulandırıcılarda 
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spermanın 2 saatten daha kısa sürede soğutulmasının zararlı olduğu ve sıcaklığın 

kademeli olarak düşürülmesi gerektiğini bildirmektedir. 

 

 

1.6. Donmuş Spermanın Değerlendirilmesi 

 

 

Dondurulmuş spermanın değerlendirilmesi amacıyla gerekli olan spermanın 

çözdürülmesi, pellet ya da payet formunda dondurulmasına göre değişmektedir. 

Pellet formunun çözdürülmesi 37 
o
C’lik çözdürme sıvılarında yapılmaktadır. Payet 

formunun çözdürülmesinde ise birçok çözdürme sıcaklığı ve süreleri 

kullanılmaktadır. Bu sıcaklık ve sürelerinin bazıları; 37 
o
C’de 15-30 sn, 40 

o
C’de 20 

sn, 70 
o
C’de 7 sn’dir. İlk iki çözdürme protokolü başarıyla kullanılmaktadır. 70 

o
C’de 

7 sn’de çözdürme işlemi sonrası olumlu sonuçlar toplansa da saha şartlarındaki 

uygulanabilirliği sınırlıdır (Purdy, 2006). 

 

 

Araştırmamızda çözüm sonrası sperma kalitesinin belirlenmesinde temel 

olarak kullanılan motilite ve anormal spermatozoon oranı gibi parametrelerin 

belirlenmesinin yanı sıra CASA, HE-test, COMET analiz ve oksidatif stres 

parametreleri gibi daha objektif sonuçlar verdiğine inanılan sperma kalite testleri de 

spermanın değerlendirilmesi kullanılmaktadır. 

 

 

1.6.1. Motilite ve CASA 
 

 

Sperma kalitesinin belirlenmesinde önemli kriterlerden biri olan motilite, bir yönde 

düzgün doğrusal hareket eden spermatozoonların aynı alandaki tüm 

spermatozoonlara oranı olarak tanımlanmaktadır (Hafez, 1987; Tekin, 1994). Motil 

spermatozoonların sayısı fertilite için önemli bir parametredir (Gündoğan ve ark., 

2003). Spermatozoonlarda motilitenin düzgün bir şekilde meydana gelmesini 

sağlayan bir başka faktörde cAMP’dir. cAMP yoğunluğunun artması protein kinaz 

aktivasyonunu artırmakta bunun sonucu aksonem proteinin fosforilize olarak 

spermatozoon motilitesinde artışa ve hiperaktivasyona neden olmaktadır (Agarwal ve 
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ark. 2006; Aitken ve ark., 2004). Motilite subjektif olarak tahmin edilebildiği gibi 

daha objektif olduğuna inanılan yardımcı teknolojik cihazlarla da tayin 

edilebilmektedir. Bu amaçla objektif, doğru, güvenilir ve tekrar edilebilen 

spermatozoon analizi ihtiyacından doğmuş olan Computer Assisted Semen Analysis 

(CASA) yaygın olarak kullanılmaktadır. CASA optik, ışık kaynağı ve bilgisayardan 

oluşan bir hardware (bilgisayarın makine kısmı) ile motilite, morfoloji ve canlılık 

analizi yapabilen modülleri içeren bir software (bilgisayar programı) 

kombinasyonudur (Güçtaş, 2006).  

 

 

Günümüzdeki sperma analiz sistemleri, spermatozoonların bireysel 

değerlendirilmesi ve farklı parametrelerinin doğru hesaplanması esasına 

dayanmaktadır. Bilgisayar destekli sperma analiz sistemi spermatozoonların 

hareketlerini fotoğrafik mikroskop altında birçok kere izleyebilmek amacıyla 

geliştirilmiştir. Görüntülerden spermatozoonların yoğunluğu, hareketleri, 

morfolojileri ve özelliklede spermatozoon başının morfolojisini içeren birçok 

parametre elde edilip analiz edilebilmektedir (Avdatek ve ark., 2010; Verstegen ve 

ark., 2002).  

 

 

Dijital bilgilerin elde edilip işlenmeye başlanmasından sonra CASA ile 

morfolojik parametrelerin objektif olarak belirlenmesi ve spermatozoon başındaki 

değişimlerin ayırt edilmesi gibi işlemler yapılabilirken, subjektif olarak bu 

özelliklerin gözlemlenmesi ve ölçülmesi inkansızdır. CASA ile ilgili en büyük 

dezavantajlar arasında ekipmanın maliyetinin yüksek oluşu, ölçümlerinin belirli 

standartlar içerisinde olması, kalite kontrol ve geçerliliğindeki güçlükler sayılabilir 

(Davis ve Katz, 1993). Spermatozoon başının muayenesinde kontrast için uygun 

optiklerin ve aydınlatmanın kullanılması çok önemlidir. Görüntüdeki film kare 

hızında belirli bir standart yoktur. Çünkü bu film kare hızı sadece kullanılan 

ekipmana bağlı değil aynı zamanda türlere ve deney şartlarına bağlı olarak da 

değişmektedir (Kraemer ve ark., 1998). 
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Muayene esnasında koç ve boğalarda 30 farklı alanda 300 spermatozoonun 

değerlendirilmesi (Budworth ve ark., 1988) buna karşılık ise aygırlarda optimum 

300-500 spermatozoonun değerlendirilmesi tavsiye edilmektedir (Verstegen ve ark., 

2002). Sperma örnekleri analizden önce mutlaka sulandırılmalıdır. Çünkü taze ve 

yoğun dozda dondurulmuş spermada spermatozoonların bireysel izlenmesi ve 

analizin başarılı olmasını zorlaştırmaktadır (Mortimer ve Swan, 1995).  

 

CASA ile her bir spermatozoon hücresinin dijital görüntüsünün elde edilmesi 

ile spermatozoonların hareket özellikleri hakkında bilgi edinilebilmekte ve analiz 

yapılabilmektedir. Spermatozoonların hareketlerinin kalitesini birçok faktör 

etkileyebilmektedir. Bunlar arasında ortamın sıcaklığı, spermanın işlenme 

prosedürleri (yıkama, kapasitasyon, dondurma-çözdürme), spermatozoonların 

yoğunluğu ve patolojik bozukluklar sayılabilir (Verstegen, 2002).  

 

 

Manuel olarak spermatozoon morfolojisinin değerlendirilmesinin her zaman 

problemli olduğu ispatlanmıştır. Personeller arasındaki sperma özelliklerinin 

subjektif olarak değerlendirilmesindeki büyük farklılıklar ve sonuçların doğru 

yorumlanmasındaki zorluklar bulunmaktadır (Ombelet ve ark., 1997). Bu farklılıkları 

belirlemek amacıyla 1983 yılında aynı sperma örneği 26 farklı personel tarafından 

değerlendirilmiş ve % 5 - % 85 arasında farklı anormal spermatozoon oranları 

değerlendirmişlerdir. Aynı sperma örneği çok tecrübeli 3 personel tarafından yapılan 

değerlendirmede ise % 25 - % 40’a kadar değişen oranda anormal spermatozoon 

tespit etmişlerdir (Verstegen ve ark., 2002). Bu nedenlerden dolayı objektif 

değerlendirme metodlarının geliştirilmesi önem kazanmıştır. 

 

 

Morfolojik muayene sonucunu etkileyen birçok sebep vardır ve bunlar 

arasında sürme preperat hazırlama tekniği, yorumlamalar, sınıflandırma sistemi ve 

değerlendirmeyi yapan kişinin deneyimi önemli yer tutmaktadır (Gravance ve ark., 

1998). Morfolojik muayenede sonuçların yanlış yorumlanmasını önlemek ve 

değişkenleri azaltmak için çok miktarda spermatozoon sayılması gerekmektedir. 

Analizde kullanılan boyamalar türlere bağlıdır. Spermatozoonların morfolojilerini 
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değerlendirilmesinde birçok boyama önerilmekte bunlar arasında papanikola ve 

hematoksilen önemlidir (Davis ve Katz, 1993).  

 

 

Koç ve teke spermatozoonların muayenesi 200, 400 ya da 600’lük büyütmede 

ve boğa spermatozoonları mutlaka 600’lük büyütmede analiz edilmesi önemlidir. 

Küçük büyütmenin avantajı, örneklerin analizi için gerekli zamanı azaltmasıdır 

(Verstegen ve ark., 2002).  

 

 

Bilgisayar destekli sperma analizi günümüzde insan, koç, teke, boğa, aygır, 

köpek ve laboratuvar hayvanlarının taze ve dondurulmuş-çözdürülmüş 

spermalarındaki spermatozoonların hareket özelliklerini belirlemek amacıyla 

kullanılan en önemli testlerden biridir.  

 

CASA’da hücrenin izlediği yol durumu şu şekilde özetlenebilir:(Güçtaş, 2006)  

 

Progressif hücreler: İleri hareketli, motil bir hücrenin progressif olarak motil 

sayılabilmesi için gereken minimum değerleri göstermesidir. Hücre iki kriteride 

geçmelidir (VAP, STR). 

 

VSL: Düz Çizgi Hızı (µm/s). Spermatozoon yolunun başlangıcı ve sonu 

arasındaki düz çizginin oranıdır.  

 

VCL: Eğri Çizgi Hızı (µm/s). Takip edilen yoldaki hız, bir hücrenin katettiği 

toplam mesafe ele alınarak hesaplanır. Bunun için hücrenin katettiği yol üzerinde, bu 

yolu temsil eden ve birbirini izleyen 5-30 nokta arasındaki düzgün doğrular alınarak 

bulunan toplam mesafe toplam zamana bölünür. Tüm spermatozoon hücreleri için bu 

şekilde hesap edilen yol, hız ortalamasını verir. 

 

VAP: Ortalama Rota Hızı (µm/s). Bir spermatozoon başının ortalama rotası 

boyunca ortalama zamandaki hızıdır. Bu rota, CASA cihazındaki algoritmalara göre 
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esas rotanın bilgisayarca düzleştirilmesi ile ortaya çıkar. Cihazlar arasında bu 

algoritmalar açısından farlılıklar olabilir.  

 

ALH: Başın Lateral Yerdeğiştirme Amplitüdü (µm). Bir spermatozoon 

başının ortalama rotası boyunca yan sapma uzunluğu (yalpalama)’dır. Maksimum ya 

da ortalama olarak ifade edilir.  

 

BCF: Çapraz Kesişme Frekansı (kesişme/saniye). Spermatozoon eğrisel çizgi 

rotasının ortalama rotasıyla kesişme sıklığının ortalamasıdır. 

 

LIN: Linearite. Eğri çizgisel rotanın doğrusallığıdır. VSL/VCL. 

 

STR: Doğrusallık. Ortalama yolun doğrusallığıdır. VSL/VAP 

 

 

1.6.2. HE-Test 

 

 

Membran bütünlüğü sadece spermatozoon metabolizması için değil, aynı zamanda 

kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve oosit yüzeyine spermanın tutunma olayının 

gerçekleşmesinde hayati bir öneme sahiptir. Bu nedenle ozmotik toleransın ve ölü-

canlı muayenesinim birleştirildiği HE-test, insanlarda ve diğer memeli hayvanlarda 

fertilitenin tahmin edilmesinde kullanılan potansiyel sperma fonksiyon testlerinden 

biri olduğu bildirilmektedir (Gündoğan ve ark., 2011; Jeyendran ve ark 1984). HOS 

test ile standart spermatolojik parametreler arasında çeşitli korelasyonlar 

bulunmaktadır (Yeni, 2010). 

 

 

1.6.3. Anormal Spermatozoon Oranı 

 

 

Anormal yapılı spermatozoonların fertilizasyon yeteneğinin düşüklüğü ve kimi 

kalıtsal bozuklukları taşıması bakımından, spermatozoonun morfolojik muayenesi 
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önem taşımakta ve bu amaçla ya boyama ya da sıvı fikzasyon yöntemleri 

kullanılmaktadır (Tekin, 1994).  

 

 

Morfolojik değerlendirmenin başlıca amacı normal ve anormal 

spermatozoonların ayırt edilmesi temeline dayanır (Hafez, 1987; Rodriquez ve ark., 

1993). Morfolojik bozukluğun lokalizasyonu, çeşidi ve miktarı ile fertilite arasında 

sıkı bir ilişki bulunmaktadır. Anormal spermatozoon oranının % 20’yi aşması 

fertiliteyi olumsuz etkilemekle beraber genel manada anormal spermatozoon oranı 

düşük olsa bile başa bağlı bozuklukların oranı % 5’in, akrozoma bağlı bozuklukların 

oranının ise % 10’un üzerinde olmaması gerekmektedir. Fertilizasyonda önemli rol 

oynadığından morfolojik incelemelerde akrozom ayrı bir öneme sahiptir. 

Araştırmalarda, (Cardulo ve Florman, 1993; Casey ve ark., 1993) akrozom 

reaksiyonun postmortem bir değişiklik olarak ölü hücrelerde oluştuğu, plazma ve 

akrozom mebranlarının hasarı veya kaybıyla karakterize olduğu bildirilmektedir.  

 

 

Genel olarak motil hücre sayısı azaldığında fertilizasyonun düştüğü bununda, 

sperma kalitesi yönünden olumsuzluk işareti olduğu belirtilmektedir. Ayrıca ölü 

spermatozoon oranının % 25’in üzerine çıkmasının da istenmeyen bir özellik olduğu, 

morfolojik olarak % 5-10 arasında anormal spermatozoon oranı normal kabul 

edilebilirken, bu oranın % 25’ten, anormal başlı spermatozoon oranının da % 1’den 

yüksek olduğu durumlarda fertilitenin kritik bir sürece girebileceği belirtilmektedir 

(Maxwell ve Watson, 1996). 

  

 

1.6.4. DNA Hasarı 

 

Günümüzde erkeklerin fertilitesinin tahmin edilmesinde ve sürü fertilitesinin 

sürdürülebilirliğinde spermatolojik özelliklerinin belirlenmesinin yanı sıra 

spermatozoon DNA hasarının tespit edilmesi önemli bir yer tutmaktadır.  
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Ostling ve Johanson "tek hücre jel ektroforezi veya Comet assay" olarak 

bilinen bir microgel elektroforez tekniği kullanarak hücrelerde DNA hasarı ölçen ilk 

bilim adamlarıdır. Ancak kullanılan nötr koşullar sadece DNA çift zincir kırıklarını 

tespite izin vermektedir. Daha sonra Singh ve arkadaşları tarafından comet assay 

alkalin koşullar altında adapte edilmiş böylelikle hem tek hem de çift zincir 

kırıklarının tespitine olanak sağlayarak daha hassas bir test halini almıştır (Collins, 

2004; Speit ve Hartmann, 2005).  

 

 

Comet assay ya da tek hücre jel elektroforezisi hücrelerin bireysel DNA 

hasarını belirlemede oldukça hızlı, duyarlı bir metoddur ve hem somatik hem de 

spermatozoon hücrelerin de kullanılmaktadır. Elektroforetik alan altında hücresel 

hasar görmüş (fragmentler ve zincir kırıkları) DNA’lar ile hasar görmemiş 

DNA’ların ayrımını sağlayan mikroskop altında kuyruklu yıldız şeklindeki 

çözünmeyi gösteren bir tekniktir. Comet assay ya da başka tekniklerle ile yapılan 

birçok çalışma genetik materyal miktarındaki değişim ve spermatozoonların 

fertilizasyon potansiyeli arasında negatif ilişki olduğunu göstermektedir. Günümüzde 

comet assay hücreleri tek tek değerlendirilebildiği sade, çok yönlü, hızlı, görsel, 

hassas ve yaygın bir test haline gelmiştir (Olive ve Banath, 2006).  

 

 

Spermatozoonda oluşan DNA hasarının kaynağı olarak üç hipotez ileri 

sürülmüş olup bunlardan birincisi, spermatozoonun gelişimi süresince uygun 

olmayan paketleme ve bağlanma (Sailer ve ark., 1995), ikincisi ise oksidatif stresin  

neden olduğu hasar (Agarval ve Saleh, 2002; Agarval ve ark., 2003) ve üçüncü 

olarak da apoptosis nedeniyle oluşan DNA hasarıdır (Sakkas ve ark., 1999; Sakkas 

ve ark., 2002). Bunlardan oksidatif stres DNA’nın tek ve çift iplikli kırıkları ile 

ilişkilidir (Kemal ve ark., 2000). 

 

 

Artmış DNA hasarı infertilite, kusurlu embriyonel gelişim, implantasyon 

kusuru ve tekrarlayan abortlarla ilişkili olduğundan, fertil ve infertil erkeklerin 

spermatozoonları arasında farklı seviyelerde DNA hasarının tespit edilmesi, 

spermatozoon DNA hasarının erkek fertilite potansiyelini değerlendirmede bir 
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belirteç olarak kullanılabilirliğini ön plana çıkarmaktadır (Collins, 2004; Donnelly ve 

ark., 2001). Özellikle insan spermatozoonlarındaki yüksek seviyede DNA hasarı ile 

infertilite ilişkilidir (Irvine ve ark., 2000). İnfertil erkeklerin spermatozoonları, X-ray 

ışınları, dondurma-çözdürme işlemleri ve ROS gibi stres ajanları yoluyla oluşan 

DNA hasarına oldukça duyarlıdır (Donnelly ve ark., 2001; Hughes ve ark., 1996).  

 

 

Reaktif oksijen türlerinin spermatozoon DNA’sının bütünlüğüne saldırması 

sonucu oluşan DNA hasarı birçok teknikle tespit edilmektedir. Spermaya hidrojen 

peroksitin direkt katılması sonucu artan DNA parçalanmaları alkaline single-cell gel 

electrophoresis (COMET) ve terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated 

dUTP nick end-labeling assays (TUNEL) teknikleri tespit edilerek hidrojen 

peroksitin spermatozoon kromotinine hasar verdiği gözlenmektedir (Peris ve ark., 

2007).  

 

 

Makhlouf ve Niederberger (2006) TUNEL ve COMET tekniklerinin Sperm 

Chromatin Structure Assay (SCSA) ile karşılaştırıldığında daha güvenilir olduğunu 

bildirmişlerdir. Duty ve ark (2002)’nın çalışmasında COMET yönteminin düşük 

düzeydeki DNA hasarının da ortaya çıkarabilme özelliğinde olduğu bildirilmektedir. 

Fraser ve ark. (2010) domuz spermasında dondurma-çözdürme sonrası meydana 

gelen DNA hasarını hem nötral comet analiz yönteminde hem de sperm-sus-halomax 

kiti ile elde ettikleri hasar oranlarını birbirine benzer düzeylerde bulmuşlardır.   

 

 

Fraser ve Strzezek (2004) domuzlarda sulandırıcı tipine bakılmaksızın 5 
o
C 

ve 16 
o
C’lerde kısa süre saklanan spermatozoonlarda DNA hasarının kademeli olarak 

arttığını bildirmektedirler. Hughes ve ark. (1998) farklı konsantrasyonlarda sperma 

sulandırıcısına ilave edilen askorbik asit, α-tokeferol, ürat ve sisteinin 30 Gy X ışını 

ile indüklenerek oluşturulan DNA hasarı üzerine etkisinin araştırdığı çalışmalarında 

özellikle askorbik asit, α-tokeferol ve uratın koruyucu etkisi olduğunu 

bildirmektedirler. 

  

 



42 
 

Jiang ve ark. (2007) nötral Comet analiz yöntemi ile dondurulmuş 

çözdürülmüş domuz spermasında DNA bütünlüğü üzerine LDL etkisini 

araştırdıklarında Comet analiz yönteminin yüksek hassasiyette ve pratik bir yöntem 

olduğunu ve LDL’nin soğuktan koruyucu olarak spermaya katılmasıyla DNA 

hasarına karşı koruduğu sonucuna vardıklarını belirtmektedirler. Slovinska ve ark. 

(2008) boğalarda taze ve dondurulmuş spermada baş DNA miktarı ile comet kuyruk 

uzunluğu (p<0.05) ve kuyruk momenti (p<0.01) yönünden fark olduğunu 

bildirmektedir.  

 

 

Linfor ve Meyers (2002) aygır spermasının Comet analiz yöntemi ile 

dondurma hasarlarını belirlemek amacıyla yaptıkları çalışmada kriyoprotektantdan 

yoksun olarak -20 
0
C de dondurulan spermada önemli ölçüde DNA hasarının 

meydana geldiğini bildirmektedirler. Lopes ve ark. (1998) insan spermasında reaktif 

oksijen türevi olan xanthine/xanthine oxidase (X/XO) ile indükleyerek oluşturduğu 

DNA hasarını sperma sulandırıcısına ilave ettiği katalaz, redükte glutatyon ve 

hipotaurin gibi antioksidanların azalttığını bildirmektedirler. Whitaker ve ark. (2008) 

domuz sperması sulandırıcısına 5mM GSH ilave ettikleri çalışmalarında, dondurma-

çözdürme sonrası comet analiz yöntemiyle belirledikleri DNA hasarının ilk yarım 

saatlik inkübasyonda kontrol ile GSH ilaveli grupta fark görülmemesine karşın 6 

saatlik inkübasyon sonrası kontrole göre GSH ilave edilmiş grupta hasarın ciddi 

oranda arttığını bildirmektedirler.  

 

 

Gökkuşağı alabalığında comet assay sonrası belirlenen DNA hasarı ile 

spermatozoonların fertilizasyonlarının azalması arasında bir korelasyon olduğu 

bildirilmektedir (Labbe ve ark., 2001). Bundan başka spermatozoon DNA bütünlüğü 

ile fertilite arasında bir ilişki olduğu teke (Berlinguer ve ark., 2009), boğa (Madrid-

Bury ve ark., 2005) ve aygırda (Love ve Kenney, 1998) bildirilmiştir. Gliozzi ve ark. 

(2011)  nötral comet yöntemi ile kanatlı spermatozoonlarında dondurma-çözdürme 

sonrası DNA hasarlarını belirledikleri çalışmalarında, spermatozoon DNA hasarı ile 

spermatozoon motilitesi ve membran bütünlüğü arasında negatif korelasyon tespit 

etmişlerdir.  
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Henkel ve ark. (2001)’nın insanlarda yaptıkları bir çalışmada SCSA yöntemi 

ile yaz aylarında DNA hasarını yüksek bulmuşlar ve bunu sıcaklık artışına 

bağlamışlardır.  

 

Comet analizin değerlendirilmesinde görsel skorlama kullanımı ile görüntü 

analiz sistemleri arasında önemli düzeyde korelasyon olduğu bir çok araştırmacı 

(Collins, 2004; Noroozi ve ark., 1998; Møller, 2006) tarafından bildirilmektedir. 

 

 

Spermatozoon DNA hasarının belirlenmesinde birçok metod kullanılmakla 

birlikte düşük seviyedeki DNA hasar düzeylerini bile hassas bir şekilde 

belirlenebilmesi, az sayıda hücre ile analizin gerçekleştirilebilmesi, ekonomik 

olması, sonuçların kısa sürede elde edilebilmesi ve değerlendirilmesi gibi 

nedenlerden dolayı DNA hasar tespitinde Comet analiz yöntemi giderek 

yaygınlaşmaktadır. 

 

 

  

1.6.5.  Oksidatif Stres Parametreleri  

 

 

Seminal plazmada, biyolojik enzimatik antioksidanlar olarak bilinen SOD, CAT, 

GSH-Px fazla miktarlarda bulunur. Bu enzimatik antioksidanlar, süperoksid ve 

peroksit radikallerini oksijen ve su’ya dönüştürerek lipid peroksidasyona karşı 

motiliteyi korumaktadır. Ayrıca lipit peroxidasyon sonucu oluşan MDA, 

spermatozoon membran hasarının hangi boyutta olduğunu gösterir (Aitken ve ark., 

1989; Aitken ve ark., 1994). Glutatyonun (GSH) sulandırıcılara katılması, ortamda 

bulunan ROS ürünleriyle reaksiyona girerek ve donma esnasında membran 

proteinlerindeki sülfür gruplarında gelişen bozulma ve dağılmayı kısmen 

engelleyerek oksidatif hasara karşı koruyucu etkinlik oluşturur (Chatterjee ve ark., 

2001). Bu bağlamda özellikle son yıllarda sperma kalitesinin tahmininde verdiği 

sağlıklı sonuçlardan dolayı, spermanın değerlendirilmesinde oksidatif stres 

parametrelerinin tespitinin kullanımı önem kazanmaktadır (Agarwal ve ark., 2004; 

Gündoğan ve ark., 2010). 
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Yapılan bu tez çalışması Afyonkarahisar koşullarında yetiştirilen Pırlak 

koçların spermalarının dondurularak saklanması konusundaki ilk çalışma olması 

esasına dayanarak, sperma sulandırıcılarına katılacak olan farklı antioksidanların 

dondurma-çözdürme sonrası spermatolojik özellikler, CASA parametreleri, oksidatif 

stres ve DNA hasarı üzerine etkileri, çözdürme sonrası meydana gelebilecek 

hasarların en aza indirilmesinde antioksidanların etkinliklerinin belirlenmesi ile 

mevcut dondurma metodunun geliştirilerek bölge ve ülke ekonomisine katkı 

sağlaması hedeflenmektedir.  
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 
 

 

 

2.1. Hayvan Materyali 

 

 

Bu çalışmada hayvan materyali olarak Afyon Kocatepe Üniversitesi Hayvancılık 

Uygulama ve Araştırma Merkezinde 2010 yılı aşım sezonu içerisinde yetiştirilen 2-3 

yaşlarındaki Pırlak ırkı 10 baş koç kullanıldı (Resim 2.1). Koçlar yarı açık besi 

şartlarında yetiştirilen damızlık hayvanlar arasından Demirci (2002)’nin bildirdiği 

yöntemler ile androlojik muayeneleri yapılarak seçildi.  

 

 

 

2.2. Hayvanların Bakım ve Beslenmesi 

 

 

Çalışmada kullanılan koçların bakım ve beslenmesi için Afyon Kocatepe 

Üniversitesi Hayvancılık Uygulama ve Araştırma Merkezi’nin bakım ve beslenme 

koşullarından yararlanıldı. Hayvanların beslenmesi için hazırlanan rasyondan koç 

başına sabah 500 gr akşam 500 gr olmak üzere 1 kg konsantre yem karması ile sabah 

750 gr akşam 750 gr kuru yonca verildi. Su ihtiyaçları ise önlerindeki suluklar 

sürekli dolu ve temiz tutularak sağlandı. 

 

 

  

   Resim 2.1. Araştırmanın yapıldığı merkez ve koçların genel görünümü 
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2.3. Suni Vajenin Hazırlanması 

 

 

Koçlardan sperma suni vajen yardımıyla alındı. Bu amaçla koçlar için üretilmiş 110 

mm uzunluğunda ve 55 mm çapındaki Suni vajen silindiri içerisine boru şeklindeki 

ince kauçuk lastik geçirilip her iki ucu silindirin dış yüzüne çevrilerek üzerine 

sabitlendi. Daha sonra sperma toplama kadehine sabitlenen lastik huni silindirin uç 

kısmına uygun şekilde yerleştirildi. Suni vajenin 2/3’lük kısmına 48-52 
o
C’deki sıcak 

su dolduruldu ve konulan suyun sıcaklığı sperma alma esnasında 42-45 
o
C olacak 

şekilde ayarlandı. Penisin gireceği ön kısmına bir cam baget yardımıyla bir miktar 

steril vazelin sürülerek kayganlaştırıldı. Basıncı ise içerisine doldurulan sıcak su ve 

bir miktar hava üflemek suretiyle sağlandı (Demirci, 2002; Hafez, 1987; Tekin, 

1994).  

 

 

 

2.4. Spermanın Alınması 

 

 

Sperma alma esnasında aşım partneri olarak kızgınlığı tespit edilmiş koyun, olmadığı 

zamanda ise kızgınlık göstermeyen koyunlar kullanıldı. Bir yardımcı tarafından 

tutulan koyunun üzerine atlayan koçun penisine daha önceden hazırlanmış suni vajen 

usulüne uygun yerleştirilerek sperma alındı. Aşım sezonu esnasında düzenli olarak 

koçlardan suni vajen yardımıyla haftada iki kez alınmak üzere her bir koçtan toplam 

24 ejakulat toplandı (Demirci, 2002; Evans ve Maxwell, 1987; Tekin, 1994).  

 

 

2.5. Sulandırıcı ve Antioksidanlar 

 

Çalışmada sulandırıcı olarak Tris kullanılmış olup daha sonra farklı 4 antioksidan 

katılımı gerçekleşmiştir.  

Bu amaçla Tris stok solüsyonu için; 

Trisma base 3,63 g 

Sitrik asit 1,99 g 

Fruktoz 0,50 g 
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Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak tris - sitrik asit - fruktoz solüsyonu 

hazırlandı. Elde edilen sulandırıcıya % 14 yumurta sarısı, % 5 gliserol, 100000 IU/ml 

kristal penisilin ve 100 mg/ml streptomisin eklendi (Evans ve Maxwell, 1987).  

 

Hazırlanan bu sulandırma solüsyonuna literatür taramaları ve kullanılan 

antioksidanların farklı konsantrasyonları ile yapılan ön çalışmalar sonucu 1 mM 

Trolox, 100 mM Trehaloz, 50 mM Taurin, 1 mM Lipoik asit ve herhangi bir 

antioksidan eklenmeyerek (Kontrol) 5 farklı grup oluşturuldu. 

 

 

2.6. Spermanın Sulandırılması ve Dondurulması 

 

 

Ayrı ayrı tüplere alınan sperma örnekleri bir tüpte birleştirilerek (pooling) dondurma 

öncesi spermatolojik muayeneleri yapıldıktan sonra 5 eşit hacme ayrıldı. Sperma 

örnekleri önceden hazırlanmış % 5 gliserollü farklı antioksidanlar içeren 

sulandırıcılarla ml’de 5x10
8 

olacak
 
şekilde dozajlanarak sulandırıldı (Şekil 2.1). 

 

 

Sulandırma işlemini müteakiben örnekler hemen Dölerme ve Suni 

Tohumlama A.D. laboratuarına getirildi. Burada spermalar 0.25 ml’lik farklı 

renklerdeki payetlere çekilerek 5 ºC’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra 

48x40x30 cm ölçülerindeki strafor kutu içerisindeki sıvı azottan 4 cm yükseklikteki 

azot buharında (~ -110 ºC) 15 dk. içerisinde dondurularak in vitro değerlendirmelere 

kadar sıvı azot içerisinde (-196 ºC) depolandı. Sezon içi 24 uygulamada her grup için 

en az 30 payet donduruldu. Daha sonra donmuş spermalar 37 ºC su banyosunda 30 

sn’de çözdürülerek temel spermatolojik özellikler, CASA parametreleri, oxidatif 

stres parametreleri ve DNA hasarı yönünden değerlendirildi.  
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Şekil 2.1. Çalışma gruplarının oluşum şeması

Pooling 

Koç 1 Koç 2 Koç 3 Koç 4 Koç 5 Koç 6 Koç 7 Koç 8 Koç 9 Koç 10 

Tris -Yumurta Sarısı (%14) - Gliserol (%5) 

Trolox 

 

Trehaloz Taurin 

 

Lipoik 

Asit 

 

Kontrol 

 

 

 

 
4
8
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2.7. Spermatolojik Parametrelerin Değerlendirilmesi 

 

 

Gerçekleştirilen araştırmada öncelikle bireysel olarak değerlendirmede normal 

sınırlar içerisinde olduğu tespit edilen 10 koçtan alınan spermanın karıştırılmasıyla 

elde edilen miks ejakülattaki sperma viskozitesi, pH’sı, spermatozoon kitle hareketi,  

motilitesi (%), yoğunluğu (x10
9
/ml), anormal spermatozoon oranı (%) ve hipo-

ozmotik şişme testi ile ölü canlı oranı (HE, %) değerlendirildi. 

 

Dondurulmuş spermalardan her grup için 24 adet olmak üzere 5 grup için 

toplam 120 payet 37 
o
C’lik su banyosunda 30 sn’de çözdürüldükten sonra ilgili 

parametreler yönünden değerlendirildi. 

 

 

2.7.1. Makroskobik Muayene 

 

 

2.7.1.1. Spermanın Viskozitesi 

 

 

Çıplak gözle bakılıp 1-5 aralığında numaralandırılarak değerlendirildi. Bu 

değerlendirmeye göre 5 çok koyu, 4 krema koyuluğu, 3 sulu krema, 2 süt inceliği ve 

1 de sulu olarak değerlendirildi (Evans ve Maxwell, 1987). 

 

 

2.7.1.2. Spermanın pH Değeri 

 

 

Spermanın pH’sı, 0.5 birim aralıklı ve duyarlılığı 5.0-10.0 arasında olan Merck 

Neuralit pH test kağıdı yardımıyla değerlendirildi. Bu amaçla pH indikatör kağıdının 

yeni alınmış spermaya teması sağlanarak 3-5 sn içerisinde test kağıdındaki renk 

değişimi kutu üzerindeki skala ile karşılaştırıldı (Demirci, 2002). 
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2.7.2. Mikroskobik Muayene 

 

 

2.7.2.1. Spermatozoon Kitle Hareketi 

 

 

Muayene 37 
o
C’deki lam üzerine bir damla sperma konulup ısıtma tablalı faz- 

kontrast mikroskobun (Olympus CX 31, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) 100’lük 

büyütmesi ile lamel kapatılmadan farklı mikroskop sahaları incelenerek 

gerçekleştirildi. Bu amaçla, spermada bulunan ileri yönlü, güçlü harekete sahip 

spermatozoonların yoğunluğuna bağlı olarak meydana gelen kaynama ve dalgalanma 

hareketleri göz önüne alınarak 0-5 arasında puan verilerek subjektif olarak 

değerlendirildi (Tekin, 1994). 

 

 

 

2.7.2.2. Spermatozoon Motilitesi 

 

 

Motilite tayini amacıyla faz-kontrast mikroskobun 37 
o
C’ye ayarlanmış ısıtma 

tablasına bir lam yerleştirildi. Lam üzerine % 2.9’luk Sodyum Sitrat (NaH2PO4.H2O) 

solüsyonu ile toplu iğne başı büyüklüğünde sperma konularak 45
o
’lik eğimle lamel 

kapatıldı. Mikroskobun 100’lük büyütmesi ile görüntü bulunduktan sonra 400’lük 

büyütmede muayene edildi. Motilitenin belirlenmesinde en az üç mikroskop 

sahasında subjektif değerlendirme yapılarak bir yönde düzgün doğrusal hareket eden 

spermatozoonların aynı alandaki tüm spermatozoonlara oranı yüzde (%) olarak 

kaydedildi (Demirci, 2002; Hafez, 1987; Tekin, 1994). 

 

 

 

2.7.2.3. Spermatozoon Yoğunluğu  

 

 

Spermatozoon yoğunluğu Hemositometrik yöntem ile tayin edildi. Bu amaçla 

eritrosit sayımında kullanılan pipetin 0.5 çizgisine kadar sperma 101 çizgisine 

kadarda distile su çekilerek 1/200 oranında sulandırıldı. Daha sonra pipetin her iki 
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ucu baş ve işaret parmaklar arasına kapatılarak yatay konumda ileri-geri hareketlerle 

karışımı sağlandı. Bu işlemin ardından 1 çizgisine kadar olan kılcal boruda 

spermatozoon bulunmadığından 5 damlası atıldı. Pipetin ucu Thoma lamı üzerindeki 

kanala temas ettirilerek daha önceden üzerine lamel yapıştırılmış olan Thoma lamı 

ile lamel arasına sulandırılmış spermanın akışı sağlandı. Sıvı akışının durması ve 

spermatozoonların pasif hareketlerinin önlenmesi amacıyla Thoma lamı yatay 

konumda 3-5 dk. bekletildi. Spermatozoon sayımı faz-kontrast mikroskopta 400’lük 

büyütmede alt ve üst sayım sahalarında beşer orta karedeki (80 küçük kare) 

spermatozoonların sayımı ile gerçekleştirilerek yoğunluk ml’deki sayı olarak verildi. 

(Demirci, 2002; Tekin, 1994). 

 

 

2.7.2.4. Anormal Spermatozoon Oranı 

 

 

Sperma örneklerinde anormal spermatozoon oranı sıvı fikzasyon yöntemi ile 

belirlendi. Fikzasyon amaçlı 1 ml Hancock solüsyonu içirisine 1-2 damla sperma 

örneği damlatıldı. İyice karışımları sağlandıktan sonra bir damla sperma lam üzerine 

alınarak üzerine lamel kapatılıp faz-kontrast mikroskopta 1000’lik büyütmede 400 

spermatozoon sayılarak anormal spermatozoon oranı % olarak belirlendi. Normal 

spermatozoon yapısı dışındaki yapılar anormal olarak kabul edildi ve 

spermatozoon’un akrozom, baş, orta kısım, kuyruk ve toplam anomalileri 

değerlendirilip kaydedildi (Resim 2.2). 

 

Hancock sıvısının hazırlanışı: 

1. Solüsyon:  

NaCl (9.01 g) Bidistile su (500 ml) 

2. Solüsyon:  

A- Na2HPO4.2H2O (21,682 g) Bidistile su (500 ml) 

B- KH2PO4 (22,254 g) Bidistile su (500 ml) 

200 ml A ile 80 ml B karıştırılarak 2. karışım hazırlandı. 
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Hancock solüsyonu; 

Formalin (62,5 ml) 

1. Solüsyon (150 ml) 

2. Solüsyon (150 ml), 500 ml bidistile su eklenerek hazırlandı (Schafer ve Holzmann, 

2000). 

 

Resim 2.2. Koçların spermalarında gözlenen bazı anormal spermatozoonlar 

        a: Baş, b: Orta kısım, c: Kuyruk, d: Akrozom anomalileri

a 

c 

b b 

a 

d d 

c 
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2.7.2.5. HE-test 

 

 

Sperma numunelerinde ölü-canlı spermatozoon oranını ve hipo-ozmotik şişme 

testinin birlikte uygulandığı Hipo-ozmotik Eosin boyama testi olarak adlandırılan 

HE-test kullanıldı (Ducci ve ark., 2002; Gündoğan ve ark., 2010; Mansour, 2009).  

Ependorf tüpler içerisine su banyosunda 37 
o
C’deki 100 mOsm’luk HOST 

solüsyonundan 1 ml alınarak üzerine sperma numunesinden 10 μl eklendi. Daha 

sonra eosin boyası ilave edilip karışım 37 
o
C’lik su banyosunda 30 dk. inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonrası lam üzerine bu karışımdan bir damla alınıp frotileri 

çekilerek çok kısa bir sürede kuruması sağlandı. Hazırlanan frotilerde 400’lük 

büyütmede 400 spermatozoon baş kısmının tamamın ya da bir bölümünün boya alıp 

almayışına ve kuyruktaki kıvrılma veya şişme olup olmayışına göre dört tipte 

sınıflandırıldı (Resim 2.3). Buna göre; 

 

Eosin boyasının hazırlanışı: 

Eosin-Y (1,67 g) 

Sodyum Sitrat (2,9 g), 100 ml distile suya tamamlanarak hazırlandı. 

 

HOS Test Solüsyonunun hazırlanışı: 

0,9 g fruktoz 

0,49 g sodyum sitrat, 100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazırlandı (Aisen ve 

ark., 2002; Jeyendran ve ark., 1984). 
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Resim 2.3. Spermatozoonlarda HE-testinde gözlenen şişme ve kıvrılmalar 

 

Tip I. Kuyruk şişmiş, baş boya almamış (H+/E-) 

Tip II. Kuyruk şişmemiş, baş boya almamış (H-/E-) 

Tip III. Kuyruk şişmiş, baş boya almış (H+/E+) 

Tip IV. Kuyruk şişmemiş, baş boya almış (H-/E+)    

   

Tip I Tip II 

Tip III Tip IV 
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2.7.3. CASA ile Spermatolojik Parametrelerin Değerlendirilmesi 

 

 

Dondurma-çözdürme sonrası spermatozoon motilitesinin ve hareketlerinin 

değerlendirilmesinde CASA (Version 12 IVOS, Hamilton-Thorne Biosciences, 

Beverly, MA, USA) kullanıldı (Resim 2.4). Değerlendirilmeye başlamadan önce 

CASA faz kontrast, 60 Hz kare hızı, minumum kontrast -70, küçük ve büyük statik 

boyutlu girişler -0.6-4.32, küçük ve büyük yoğunluklu girişler -0.20-1.92, küçük ve 

büyük uzama girişleri 7-91, varsayılan hücre boyutu -10 piksel, varsayılan hücre 

yoğunluğu -80 olarak ayarlandı. Çözdürülmüş sperma gliserol ve yumurta sarısı 

içermeyen tampon tris sulandırıcısıyla sulandırılıp (5 µl sperma + 95 µl sulandırıcı) 

hemen değerlendirildi. Sulandırılmış sperma örneğinden 4 µl önceden ısıtılmış 

bölmeli lama (Leja 4, Leja Products, Luzernestraat B.V., Holland) bırakılarak 

spermatozoon motiliteleri ile hareket özellikleri 200’lük büyütmede 37 
o
C’de 

belirlendi.  

 

 

 

        

 

Resim 2.4. CASA 
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Motilite ve hareket özellikleri olarak; motilite (%), progressif motilite (%), 

VAP (ortalama yol hızı, µm/s), VSL (düz çizgisel hız, µm/s), VCL (eğrisel hız, 

µm/s) ve ALH (lateral kafa değiştirme, µm genliği), BCF (Çapraz geçiş frekans ritmi 

Hertz (Hz)) değerleri kaydedildi (Şekil 2.2). Her bir değerlendirme için, 10 

mikroskobik alanlarda en az 300 hücre incelendi. 

 

     

 

Şekil 2.2. Spermatozoonların kinetik hareketleri 

 

VAP (Tüm hareketin ortalama hızı) 

VSL (Doğrusal hız) 

VCL (Eğrisel yoldaki hızı) 

↨ ALH (Başın laterale sapma uzaklığı) 

□ BCF (Çapraz Kesişme Frekansı) 

 

 

2.8. DNA Hasarının Belirlenmesi 

 

 

Spermatozoon DNA hasarının belirlenmesinde Single Cell Gel Electrophoresis 

(SCGE) yöntemi kullanıldı. Comet assay olarak da adlandırılan bu yöntemde alkali 

pH da farklı molekül ağırlıklarına ve elektrik yüküne sahip DNA moleküllerinin 

elektriksel alanda göçleri esasına dayanır. Değerlendirmede ise elde edilen DNA 

migrasyon görüntülerine göre yapılmakta olup farklı aşamalardan oluşmaktadır 

(Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve ark., 2003). 
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2.8.1. Spermanın Yıkanması 

 

 

Donduruluş sperma payetleri 37 
o
C’de 30 sn çözdürülüp ependorf tüplere aktarıldı. 

Spermalar Ca
+2

 ve Mg
+2 

içermeyen fosfat buffer solüsyon (PBS) ile 1:1 oranında 

sulandırılarak +4 
o
C’ye ayarlı 800 x g’de 10 dk santrifüj edilerek yıkandı. Santrifüj 

bitiminde süpernatant atılarak sperma tekrar sulandırıldı ve santrifüj işlemi 

tekrarlandı. Süpernatant tekrar atılarak sperma ml’de 20x10
6
 olacak şekilde tekrar 

PBS ile sulandırıldı (Fraser ve Strzezek, 2004; Nandre, 2007).  

 

 

 

2.8.2. Slaytların Hazırlanması 

 

 

PBS içerisinde hazırlanmış % 0.75’lik düşük kaynama dereceli agaroz (low melting 

agar, LMA) jelden 120 µl alınarak özel olarak buzlanmış lamlar üzerine damlatıldı 

ve froti şeklinde yayılarak oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Dilüe edilmiş olan 

sperma süspansyondan 5 μl alınarak 85 µl % 1 oranında LMA jel ile 37 
o
C’de 

karıştırılarak birinci agaroz kat üzerine tabakalandırılıp 24 x 60 mm lamel ile 

kapatılarak +4 
o
C’de katılaşması için bekletildi. Katılaşma işleminden sonra lameller 

dikkatlice çekilerek slaytlar hazırlandı (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003). 

 

 

2.8.3. Hücre Lizisi 

 

 

Lizis solüsyonu hücre ve çekirdek zarını lize edip DNA sarmallarının agaroz içinde 

serbest kalmasını sağlamak amacıyla kullanılmakta olup spermatozoonlar lam 

üzerinde agaroz jele gömüldükten sonra, slaytlar yüksek yoğunlukta tuz ve deterjan 

içeren CometAssay
TM

, Reagent Kit for Single Cell Gel Electrophoresis Assay kit 

içindeki lizis solüsyonunda yaklaşık 1 saat süre ile +4 
0
C’de inkübe edildi. Bir saat 

sonunda lizis solüsyonuna 40 mM dithioerithrol (DTT) eklenerek slaytlar 1 saat +4 

o
C’de inkübe edildi. Daha sonra lizis solüsyonuna 100 μg/ml proteinase K eklenerek 

slaytlar 37 
o
C’de bir gece inkübe edildi (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003). 
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2.8.4. Slaytların Elektroforezi 

 

 

Elektroforezde yürütmeden önce DNA zincirlerinin ayrılması için slaytlar taze olarak 

hazırlanmış ve soğutulmuş elektroforez tamponunda 20 dk. inkübasyona bırakıldı. 

Agaroza gömülü spermatozoonların elektroforez tamponunda (300 mM NaOH ve 1 

mM EDTA, pH 12.5) inkübasyonu tamamlandıktan sonra DNA’lar bu tampon 

çözelti içerisinde 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda 20 dk. işleme tabi tutuldu 

(Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003). 

 

 

2.8.5. Slaytların Nötralizasyonu 

 

 

Elektroforezde yürütme işlemi tamamlandıktan sonra alkali elektroforez çözeltisini 

slaytlardan uzaklaştırmak için slaytlar taze hazırlanmış Tris tamponuyla (40 mM Tris 

HCl, pH 7.4) 3 kez yıkanarak nötralizasyon sağlandı (Hughes ve ark., 1997; Singh ve 

ark., 2003). 

 

 

2.8.6. Slaytların Boyanması 

 

 

Nötralizasyon tamamlandıktan sonra slaytlar floresan boya olan ethidium bromid (5 

µg/ml) kullanılarak DNA’lar boyandı ve 4 saat içinde değerlendirildi (Hu ve ark., 

2008).  

 

 

 

2.8.7. Slaytların Değerlendirilmesi 

 

 

Ethidium bromide ile boyanan slaytlar üzerine lamel kapatılarak 400’lük büyütmeli 

floresan ilaveli mikroskop (Olympus CX-31) ile 100 adet DNA görüntüsü 

değerlendirildi.  
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Değerlendirme görsel skorlama yöntemi ile gerçekleştirildi (Resim 2.5). 

Migrasyon uzunluğu fragmentlerin miktarına, DNA zincir kırıklarına ve alkali-labil 

bölgelerin seviyesine bağlı olarak değişiklik gösterdiğinden, oluşan hasarın 

derecesine göre DNA görüntüleri 5 alt katagoride sınıflandırılarak puanlama yapıldı 

(Resim 2.6). Hiç hasar olmayan DNA’lar 0,  hasar olan DNA’lar ise hasarın 

derecesine göre 1’den 4’e kadar puanlandırıldı. Sonuçlar arbitrary unit (AU) olarak 

değerlendirildi (Collins, 2004). Her antioksidan grup için sonuçlar toplanarak 

kaydedildi.  

 

 

 

Resim 2.5. Görsel Skorlama Tekniği İle Hücrelerin Sınıflandırılması (0: Hasarsız 

DNA Görüntüsü, 1-4: Hasarlı DNA’ların hasar derecelerine göre puanlandırılması)  
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Resim 2.6. Spermatozoonlardaki DNA hasarları
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2.9. Oksidatif Stres Parametrelerinin Değerlendirilmesi 

 
Q_K_ __#____>_____@_____R@4_N_ 

Dondurma-çözdürme sonrası oksidatif stres parametrelerinin değerlendirilmesi 

amacıyla spermatozoonları sulandırıcıdan ayırmak için soğutmalı santrifüj ile 800 

g’de 20 dk. boyunca santrifüj edildi ve spermaotozoonlarr bu şekilde PBS ile 3 kez 

yıkandı ardından süpernatant PBS ile 0.5 ml’ye tamamlandı. Homojenizasyon için 

örnekler buz içerisindeki falkon tüplere alınarak 10 sn süreli sonikasyon işlemi 

ardından 30 sn buz içerisinde bekletilmek suretiyle sonikasyon işlemi 6 kez 

tekrarlandı. Lipit peroksidasyon analizi için 120 µl homojenat alınıp üzerine 10 µl 

0.5 mM BHT (bütil hidroksi toluen) ilave edilip karıştırıldı. Tüm homojenatlar 

analizler yapılıncaya kadar -20 
o
C’de saklandı (Başpınar ve ark., 2011a).     

 

 

 

2.9.1. Glutatyon  

 

 

Spermatozoon GSH içeriği Sedlak ve Lindsay (1968) metodu kullanılarak ölçüldü. 

Örnekler % 50 trikolroasetikasit ile çöktürüldükten sonra 5 dk. 1000 g’de santrifüj 

edildi. Reaksiyon karışımı 0.5 ml süpernatant, 2.0 ml Tris-EDTA tamponu (0.2 

mol/l; pH 8.9) ve 0.1 ml 0.01 mol/l 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit içermektedir. 

Çözeltinin konsantrasyonu spektrofotometrede 412 nm’de ölçülmesi ile belirlendi. 

GSH değerleri mg/dl olarak tayin edildi. 

 

 

 

2.9.2. Glutatyon Peroksidaz 

 

 

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Sigma-Aldrich CGP1 (Chemical Co. USA) kiti ile 

spektrofotometrik olarak ölçüldü.  Kitin işlem prosedürüne göre glutatyon peroksidaz 

tarafından organik peroksitlerin reaksiyonu sonucu oluşan okside glutatyon, 

glutatyon redüktaz tarafından tekrar redükte edilmektedir. Redüksiyon aşamasında 

NADPH’ın NADP+’ya dönüşümü 340 nm’de azalan absorbansa neden olmakta ve 
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GSH-Px aktivitesi belirlenmektedir. 340 nm’deki absorbans düşüşüyle GSH-Px 

aktivitesi ters orantılıdır. Sonuçlar nmol/dk/ml olarak belirlendi. 

 

 

2.9.3. Katalaz 

 

 

Katalaz aktivitesi Sigma–Aldrich CAT 100 (Chemical Co. USA) kiti ile kolorimetrik 

olarak ölçüldü. Kitin işlem prosedürüne göre hidrojen peroksitin su ve moleküler 

oksijene dönüşümü katalaz aktivitesi ile doğru orantılı olduğundan örnekler bilinen 

bir konsantrasyonda hidrojen peroksit ile reaksiyona girdikten sonra 1 dk’lık 

inkübasyonun ardından sodyum azid ile reaksiyon durduruldu. Geriye kalan hidrojen 

peroksit 4-aminophenazone ve 3,5-dichloro-2-hydroxybenzenesulfonic asit ile 

oksidatif reaksiyona girerek belirlendi. 520 nm’deki absorbansı ile Katalaz aktivitesi 

değerlendirilerek sonuçlar µmol/dk/ml olarak kaydedildi. 

 

 

 

2.9.4. Lipit Peroksidasyon 

 

 

MDA ile thiobarbituric asitin (TBA) reaksiyona girip eflatun mor rengin oluşup 

spektrofotometrede 532 nm’de ölçülmesi esasına dayanan Draper ve Hadley 

(1990)’in çift kaynatma metodu ile belirlendi. MDA değerleri nmol/ml olarak 

kaydedildi. 

 

2.9.5. Süperoksid Dismutaz 

 

 

Süperoksid dismutaz aktivitesi Sigma-Aldrich Fluka FL19160 (Chemical Co. USA) 

kiti ile ölçüldü. Kitin işlem prosedürüne göre ksantin/ksantin oksidaz sistemi 

tarafından oluşturulan süperoksid anyonları kromojen olarak kullanılan nitroblue 

tetrazolium (NBT) ile belirlendi. NBT, süperoksid anyonu ile reaksiyona girerek 

indirgenmekte ve formazon boyası meydana gelmektedir ve bu indirgenme SOD ile 
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inhibe olmaktadır. Formazon renk yoğunluğunun azalması SOD aktivitesinin 

yüksekliğini göstermektedir. 450 nm’deki absorbans düşüşü ile SOD aktivitesi 

arasında ters bir orantı vardır. Sonuçlar 10
9
 hücre/ml olarak belirlendi. 

 

 

2.10. İstatistiksel Analiz 

 

 

Elde edilen verilerin istatistiksel değerlendirilmesinde tek yönlü varyans analizi 

(ANOVA) uygulandı. Gruplar arası farkın önemini belirlemek için Post-hoc Tukey 

testi kullanıldı. Analizler bilgisayar ortamında SPSS (16.0) paket programı 

yardımıyla gerçekleştirildi.  
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3. BULGULAR 

 

 

 

3.1. Dondurma Öncesi Spermatolojik Parametreler 

 

 

Araştırmada kullanılan 2-3 yaşlarındaki 10 Pırlak koça ait birleştirimiş ejakulatlarda 

elde edilen ortalama spermatolojik özellikler Çizelge 3.1’de sunulmuştur.  

 

 

Çizelge 3.1. Dondurma öncesi başlıca spermatolojik parametreler ( X ± SEM, n:10). 

 

 
 

       

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Dondurma-Çözdürme Sonrası Spermatolojik Parametreler 

 

Dondurma-çözdürme sonrası elde edilen subjektif motilite ve CASA parametrelerine 

ait bulgular Çizelge 3.2’de, dağılımları ise Şekil 3.1’de sunulmuştur. Buna göre 

subjektif motilite yönünden taurin içeren grup, hem kontrol hem de diğer gruplara 

göre belirgin bir üstünlük sağladığı (P<0.05) gözlendi. CASA motilitesi açısından 

kontrol grubuna göre trolox içeren gruptaki düşüş önemli (P<0.05) bulundu.  

Parametre Ortalama ( X  ± S.E.M) 

Viskozite (1-5) 3.3 ± 0.13 

pH (5.0-10.0) 6.6 ± 0.06 

Mass Aktivite (0-5) 4.0 ± 0.12 

Motilite (%) 83.8 ± 1.57 

Yoğunluk (x10
9
/ml) 4.1 ± 0.10 

Anormal Baş Oranı (%) 1.2 ± 0.09 

Anormal Orta Kısım Oranı (%) 0.7 ± 0.11 

Anormal Kuyruk Oranı (%) 5.5 ± 0.43 

Toplam Anormal Spermatozoon Oranı (%) 7.3 ± 0.48 

H+/E- (%) 63.4 ± 1.00 

H-/E- (%) 21.3 ± 1.12 

H+/E+ (%) 4.0 ± 0.62 

H-/E+ (%) 11.3 ± 0.49 
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Çizelge 3.2. Dondurma-çözdürme sonrası spermatolojik parametreler ( X ± SEM, n:24). 
 

 

a-c: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir (P < 0.05). 

 

 

Gruplar 

Subjektif 
CASA Parametreleri 

Motilite 

(%) 

Casa Motilite 

(%) 

Progressif 

Motilite 

(%) 

VAP 

(µm / s) 

VSL 

(µm / s) 

VCL 

(µm / s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 

Kontrol 39.6 ± 2.78
bc

 22.5 ± 1.63
ab

 12.6 ± 0.32
a
 92.9 ± 3.28

ab
 72.8 ± 2.69

ab
 174.3 ± 5.52

ab
 7.2 ± 0.17 36.6 ± 0.61

a
 

Taurin 54.6 ± 2.25
a
 24.2 ± 1.84

a
 9.0 ± 0.88

b
 98.2 ± 2.20

a
 80.1 ± 1.88

a
 185.1 ± 3.94

a
 7.8 ± 0.12 37.1 ± 0.41

a
 

Trehaloz 43.8 ± 2.15
b
 18.9 ± 1.22

abc
 6.8 ± 0.58

b
 82.3 ± 2.02

b
 69.1 ± 2.02

b
 157.7 ± 3.35

b
 7.3 ± 0.12 37.4 ± 0.45

a
 

Lipoik Asit 32.9 ± 2.03
c
 17.6 ± 1.39

bc
 8.4 ± 0.81

b
 87.8 ± 3.12

ab
 69.5 ± 2.83

ab
 170.1 ± 4.79

ab
 8.6 ± 0.15 32.7 ± 0.86

b
 

Trolox 30.8 ± 2.07
c
 13.9 ± 0.99

c
 6.5 ± 0.64

b
 94.3 ± 4.20

a
 77.3 ± 3.83

ab
 173.6 ± 6.63

ab
 10.2 ± 2.78 38.0 ± 0.71

a
 

 

6
5
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SUB. MOT. CASA MOT. PROG. MOT. VAP VSL VCL ALH BCF
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Şekil 3.1. Subjektif motilite ve CASA parametreleri 
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VAP, VSL, VCL ve ALH açısından kontrol ve antioksidan içeren gruplar arasında 

bir fark (P>0.05) bulunamadı. BCF bakımından kontrol grubuna göre lipoik asit 

içeren gruptaki düşüş önemli (P<0.05) bulundu.  

 

 

 

3.3. Dondurma-Çözdürme Sonrası Anormal Spermatozoon Oranları 

 

Araştırmada çözüm sonrası anormal spermatozoon ve akrozom ile ilgili elde edilen 

bulgular Çizelge 3.3’de, dağılımları ise Şekil 3.2’de verilmiştir. Buna göre baş 

anomalileri yönünden kontrol grubuna göre trehaloz ve trolox gruplarındaki azalma, 

orta kısım açısından kontrol grubuna göre antioksidan içeren tüm gruplardaki düşüş, 

kuyruk kısmı ve toplam anormal spermatozoon oranı açısından kontrol grubuna göre 

trehaloz grubundaki artışın önemli (P<0.05) olduğu tespit edildi. Bununla beraber 

anormal akrozom oranı açısından kontrol grubuna göre tüm antioksidan içeren 

gruplardaki azalma önemli (P<0.05) bulunmuştur. 

 

 

 

3.4. Dondurma-Çözdürme Sonrası HE-Test Parametreleri 

 

Dondurma-çözdürme sonrası HE-test sonucunda elde edilen bulgular Çizelge 3.4’de 

parametrelerin dağılımları ise Şekil 3.3’de verildi. Modifiye HOS Test yönünden 

değerlendirdiğimizde, H+/E- oranı açısından kontrol grubuna göre taurin, trehaloz ve 

lipoik asit gruplarındaki artış, H-/E- oranı yönünden kontrol grubuna göre taurin 

grubundaki artış ve H-/E+ oranı bakımından kontrol grubuna göre antioksidan içeren 

tüm gruplardaki azalmanın önemli (P<0.05) olduğu belirlendi.  
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Çizelge 3.3. Dondurma-çözdürme sonrası anormal spermatozoon oranları ( X ± SEM, n:24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-d: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir (P < 0.05). 

 

 

 

Gruplar 
Anormal Spermatozoon Oranı (%) Akrozom 

(%) 

 Baş Orta Kuyruk Toplam 

Kontrol 1.2 ± 0.21
a
 1.2 ± 0.21

a
 8.7 ± 0.54

b
 11.2 ± 0.51

b
 13.3 ± 0.70

a
 

Taurin 0.8 ± 0.15
ab

 0.2 ± 0.08
b
 9.2 ± 0.40

b
 10.2 ± 0.43

b
 10.7 ± 0.51

b
 

Trehaloz 0.5 ± 0.07
b
 0.1 ± 0.04

b
 13.1 ± 0.48

a
 13.6 ± 0.46

a
 5.2 ± 0.26

d
 

Lipoik Asit 1.0 ± 0.12
ab

 0.2 ± 0.07
b
 9.7 ± 0.38

b
 10.8 ± 0.39

b
 7.1 ± 0.41

c
 

Trolox 0.4 ± 0.08
b
 0.1 ± 0.04

b
 10.1 ± 0.39

b
 10.7 ± 0.37

b
 3.6 ± 0.21

d
 

 

6
8
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Şekil 3.2. Anormal spermatozoon oranları 

A
n
o
rm

al
 s

p
er

m
at

o
zo

o
n
 o

ra
n
ı 

(%
) 

 

6
9
 



70 
 

 

Çizelge 3.4. Dondurma-çözdürme sonrası HE-test parametreleri ( X ± SEM, n:24). 

Gruplar 

HE-Test (%) 

H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+ 

Kontrol 22.3 ± 0.72
c
 28.5 ± 1.19

b
 10.9 ± 0.98

ab
 37.8 ± 0.90

a
 

Taurin 32.6 ± 1.31
a
 33.5 ± 0.80

a
 7.7 ± 0.79

b
 25.6 ± 1.35

c
 

Trehaloz 30.2 ± 1.52
ab

 25.8 ± 1.25
b
 14.6 ± 1.10

a
 29.3 ± 1.43

bc
 

Lipoik Asit 28.1 ± 1.25
ab

 27.9 ± 1.11
b
 12.9 ± 0.81

a
 31.0 ± 1.17

b
 

Trolox 26.0 ± 1.18
bc

 29.4 ± 1.18
ab

 12.0 ± 1.20
a
 32.6 ± 1.11

b
 

a-c: Aynı sütun içerisindeki farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki olarak önemlidir (P < 0.05). 

 

 

7
0
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Şekil 3.3. HE-test parametreleri 
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3.5. Dondurma-Çözdürme Sonrası DNA Hasarları 

 

Dondurma-çözdürme sonrası DNA hasarı yönünden elde edilen bulgular Çizelge 

3.5’de gruplara ait değişimler Şekil 3.4’de sunuldu. Buna göre kontrol grubuna göre 

trehaloz ve lipoik asit içeren gruplardaki düşüşler istatistiki olarak önemli (P<0.05) 

bulundu.  

 

Çizelge 3.5. Dondurma-çözdürme sonrası DNA Hasarları ( X ± SEM, n:24). 

Gruplar DNA Hasarı (AU) 

Kontrol 68.7 ± 4.09
a
 

Taurin 50.6 ± 4.50
ab

 

Trehaloz 43.5 ± 4.51
b
 

Lipoik Asit 48.4 ± 5.27
b
 

Trolox 61.2 ± 5.72
ab

 

a-b: Sütun içerisindeki farklı harfler taşıyan değerler arasındaki farklar 

istatistiki açıdan önemlidir (P < 0.05). 

 

 

3.6. Dondurma-Çözdürme Sonrası Oksidatif Stres Parametreleri 

 

Dondurma-çözdürme sonrası oksidatif stres parametrelerine ait bulgular Çizelge 

3.6’da dağılımlar ise grafiksel olarak Şekil 3.5’de verildi. Kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında, spermatozoon MDA düzeyleri bakımından, lipoik asit ve trolox, 

CAT aktivitesi bakımından taurin, trehaloz ve trolox, GSH değerleri bakımından da 

trehaloz, lipoik asit ve trolox gruplarındaki azalmalar istatistikî olarak önemli 

(P<0.05) bulundu. SOD ve GSH-Px aktiviteleri bakımından kontrol ve antioksidan 

içeren gruplar arasında istatistiki fark (P>0.05) bulunamadı. 
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Çizelge 3.6. Dondurma-çözdürme sonrası oksidatif stres parametreleri ( X ± SEM, n:24). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a-c: Herbir sütundaki farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir (P < 0.05). 

 

 

Gruplar MDA 

(nmol/ml) 

SOD 

(10
9
hücre/ml) 

CAT 

(µmol/dk/ml) 

GSH 

(mg/dl) 

GSH-Px 

(nmol/dk/ml) 

Kontrol 5.4 ± 0.33
a
 30.3 ± 2.29 17.4 ± 0.80

a
 6.1 ± 0.41

a
 0.9 ± 0.08 

Taurin 4.9 ± 0.41
ab

 33.7 ± 1.78 14.4 ± 0.52
b
 6.2 ± 0.68

a
 0.9 ± 0.06 

Trehaloz 6.0 ± 0.71
a
 38.9 ± 3.00 9.3 ± 0.58

c
 4.1 ± 0.32

b
 0.8 ± 0.07 

Lipoik Asit 3.7 ± 0.21
b
 31.1 ± 2.40 18.1 ± 1.02

a
 3.5 ± 0.24

b
 0.8 ± 0.01 

Trolox 3.6 ± 0.24
b
 29.9 ± 1.91 9.2 ± 0.39

c
 3.5 ± 0.22

b
 0.8 ± 0.03 
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4
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4. TARTIŞMA 

 

 

Koç spermasının uygun bir şekilde dondurularak Suni tohunlamada kullanılması 

koyun yetiştiriciliğini ve ıslahını doğrudan etkilemektedir. Koç spermatozoonları, 

plazma membranları içerisinde bulundurdukları fazla miktarda doymamış yağ 

asitlerinde reaktif oksijen türevlerince meydana getirilen lipit peroksidasyon 

nedeniyle dondurma işlemine çok duyarlıdırlar. Spermanın dondurulması ve bu 

esnada gelişen olaylar spermatozoonların fonksiyonlarının hasar görmesine yol 

açmaktadır. Bu nedenle sperma sulandırıcılarına ilave edilen kryoprotektif maddeler 

ile antioksidanlar dondurma işleminin ve beraberinde gelişen olumsuz etkileri en aza 

indirebilmektedir. Sunulan bu tez çalışmasında sperma sulandırıcısına ilave edilen 

taurin, trehaloz, trolox ve özellikle lipoik asitin spermatolojik parametreler, oksidatif 

stres ve DNA hasarı üzerine etkileri incelendi. 

 

 

On Pırlak koçtan alınarak birleştirilen spermanın spermatolojik muayeneleri 

sonucu elde edilen bulgulara (Çizelge 3.1) göre taze spermaya ait spermatolojik 

parametrelerden viskozite ile ilgili olarak elde edilen bulgular bazı araştırmacıların 

(Gündoğan, 1997; Gündoğan, 1999; Gündoğan ve ark., 2002; Yeni, 2010) elde 

ettikleri değerlerden düşük bulunmuştur. pH ile ilgili olarak elde edilen bulgular bazı 

araştırmacıların (Gündoğan ve ark., 2002; Yeni, 2010) bulgularına yakın bazı 

araştırmacıların (Soylu ve ark., 1991; Uysal ve ark., 2003) değerlerinden düşük ve 

bazı araştırmacıların (Aral ve Tekin, 1996; Gündoğan, 1999) bulgularından yüksek 

tespit edilmiştir.  

 

Mass aktivite yönünden elde edilen değerler bazı araştırmacıların (Ataman ve 

ark., 1996; Soylu ve ark., 1991) bulguları ile paralellik arzetmektedir. Bunun yanında 

yine mass aktivite ile ilgili olarak kimi araştırmacıların (Aral ve Tekin, 1999; Aral ve 

Aral, 2004; Gündoğan, 1997; Gündoğan, 1999; Gündoğan ve ark., 2002) buldukları 

değerlerden düşük ve bazı araştırmacıların (Günay ve ark., 2003; Kafi ve ark., 2004; 

Rege ve ark., 2000; Yeni, 2010) bulgularından ise yüksek olmuştur. 
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Çalışmada motilite bakımından elde edilen bulgular kimi araştırmacıların 

(Aksoy ve ark., 1994; Ataman ve ark., 1996; Aral ve Tekin, 1996; Mathur ve ark., 

1989; Mert ve ark., 2009; Soylu ve ark., 1991; Yeni, 2010) değerlerine yakın kimi 

araştırmacıların (Gündoğan, 1999; Gündoğan, 2003; Karagiannidis ve ark., 2000; 

Taha ve ark., 2000; Türk ve Demirci, 2005; Simplicio ve ark., 1982) bulgularından 

yüksek, Öztürkler ve ark. (1997) bildirdiği değerden ise düşük bulundu.  

 

 

Spermatozoon yoğunluğu bakımından elde edilen değerler ise bazı 

araştırmacıların (Aksoy ve ark., 1994; Aral ve Aral, 2004; Aral ve Tekin, 1996; 

Demirci, 1993; Gündoğan, 1997; Gündoğan, 1999; Kaya ve ark., 1999; Türk ve 

Demirci, 2005; Uysal ve ark., 2003; Yeni, 2010) bulgularından yüksek bazı 

araştırmacıların (Gündoğan, 2006; Gündoğan ve ark., 2002; Gündoğan ve Serteser, 

2005; Kafi ve ark., 2004; Langford ve ark., 1998; Pirinçci ve ark., 2001; Taha ve 

ark., 2000) bildirdiği değerlerden de düşük bulunurken Karagiannidis ve ark. (2000) 

bildirdiği değerlerle paralellik arz ettiği gözlenmiştir.  

 

 

Anormal spermatozoon baş, orta, kuytuk ve toplam oranları bakımından elde 

edilen bulgular kimi araştırmacıların (Ataman ve ark., 1998; Baran ve ark., 2009; 

Aksoy ve ark., 1993; Ataman ve ark., 1996; Colas ve ark., 1985; Kaya ve ark., 1999; 

Taha ve ark., 2000; Uysal ve ark., 2003) bulgularından düşük bazı araştırmacıların 

(Aral ve Aral, 2004; Aral ve Tekin, 1996; Demirci, 1993; Gündoğan, 1999; 

Gündoğan, 2006; Gündoğan ve ark., 2002; Gündoğan ve Serteser, 2005) 

değerlerinden yüksek  tespit edilmiştir.  

 

 

Spermatozoon HE-test tiplerinin tümü yönünden elde edilen değerler 

Gündoğan ve ark. (2011)’nın Pırlak koçlarda spermanın tris ile sulandırılması sonrası 

0. saatte elde ettiği değerler ile paralellik arzederken, Gündoğan ve ark. (2010)’nın 

Pırlak koçlarda spermanın tris ile sulandırılması sonrası 0. saatte 25 ve 100 milyon 

yoğunluklu gruplarda H+/E- yönünden elde ettiği değerlerden yüksek bulunmuştur. 
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Bu araştırmada elde edilen taze koç ejekülatlarında dondurma işleminden 

önce saptanan başlıca spermatolojik özelliklerin ortalama değerlerlerine ilişkin 

bulgular ile diğer araştırmacıların bildirdiği bulgular arasında görülen farklar, 

araştırmada kullanılan koçların ırkına, yaşlarına, sperma alma metodu ve zamanına 

bağlı olabileceği gibi bakım-besleme, mevsim ve çevre koşullarının farklılıklarından 

da kaynaklanabilir. Diğer taraftan sperma alma zamanı, muayeneyi yapan kişi ve 

muayene tekniğininde elde edilen verilerin farklılığında payı olabilir. Bununla 

birlikte genel olarak değerlendirdiğimizde elde edilen spermatolojik parametrelerin, 

koçlarda bildirilen optimal değerlerle uyum içerisinde bulunduğu ve alınan 

spermaların dondurulmaya elverişli olduğu gözlenmiştir. 

 

 

Dondurulmuş-çözdürülmüş sperma, taze spermaya göre peroksidasyona daha 

duyarlıdır. Son zamanlardaki araştırmalar spermanın saklanması sırasında 

infertiliteye yol açan en önemli sebebin spermatozoon membran lipitlerinin 

peroksidasyonun olduğunu göstermektedir. Bu nedenle koç spermasının 

dondurulmasında, çözdürme sonrası spermatolojik parametreler üzerine olumlu 

etkileri olabileceği düşünüldüğünden, sperma sulandırıcılarına antioksidan maddeler 

katılmaktadır. Dondurulmuş-çözdürülmüş spermada azalan antioksidan kapasite ve 

artan reaktif oksijen radikallerinin oluşumu, spermatolojik özellikleri ve fertiliteyi 

olumsuz olarak etkiler (Chen ve ark., 1993; Sinha ve ark., 1996). Yapılan tez 

çalışmasında çözüm sonrası, 24 örnekten elde edilen subjektif spermatozoon 

motilitesi en yüksek taurin içeren grupta elde edilmiştir (Çizelge 3.2, Şekil 3.1). 

Subjektif motilite bakımından taurin içeren grubun kontrol grubuna göre sağladığı 

üstünlük önemlilik (P<0.05) arz etmektedir.  

 

 

Bucak ve ark. (2007) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonda ilave ettikleri trehaloz (50, 100 mM), taurin (25, 50 mM), 

cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml) çalışmalarında çözdürme 

sonrası kontrol, 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin ilave edilen gruplardaki ortalama 

motilite oranlarını sırasıyla % 47.5 ± 4.3, % 56.0 ± 2.9 ve  % 56.0 ± 2.9 olarak 

bildirmektedirler. 
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Uysal ve ark. (2007) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonda GSSG, BSA, Sistein ve Lycopene ilave ettikleri çalışmalarında 

dondurma-çözdürme sonrası kontrol grubunda motilite değerini ortalama % 39.5 ± 

2.73 olarak bulmuşlardır.  

 

 

Anela ve ark. (2003) üç farklı dondurma protokolü uygulayarak 

dondurdukları koç spermasında 35 
o
C’de gliserol ilave ederek 2 saat inkübsayon 

uyguladığı tris bazlı sulandırıcı grubunda çözüm sonrası motilite değerini ortalama % 

63.2 ± 11.1 bulduklarını bildirmişlerdir. 

 

Başpınar ve ark. (2011a) tris bazlı sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) alfa lipoik asit ilave ederek dondurdukları Merinos 

koç spermasında çözüm sonrası 1mM ilave edilen grupta motilite oranını ortalama % 

74.3 ± 1.3 olarak tespit etmişlerdir. Ritar ve Ball (1993) Tris - sitrik asit - glikoz - 

yumurta sarısı - gliserol sulandırıcısı kullanılarak 1/0.5 ve 1/2 sulandırma oranlarında 

çözdürme sonrası ortalama motilite oranlarını sırasıyla % 37.9 ± 0.81 ve % 43.9 ± 

0.86 olarak bulmuşlardır. Söderquist ve ark. (1999) payetlerde dondurulmuş koç 

spermasını 70 ºC (5 sn), 50ºC (9 sn) ve 35ºC’de (12 sn) çözdürerek çözüm sonrası 

ortalama motilite değerlerini sırasıyla % 67.0 ± 1.1, % 65.0 ± 1.1, % 63.1 ± 11 olarak 

saptadıklarını ve 70 ºC ile 50 ºC arasında önemli bir istatistiksel fark olmadığını 

bildirmektedirler.  

 

 

Aisen ve ark. (2000) koç spermasının dondurulmasında kullanılan 

sulandırıcıya 76 g/L trehaloz katımı sonucu soğutma sonrası ve çözdürme sonrası 

ortalama motilite oranlarını sırasıyla % 85.0 ± 2.0 ve % 64.0 ± 2.6 bulduklarını 

bildirmişlerdir. 

 

Tekin ve ark. (2006) farklı taurin dozlarının ve dondurma hızının koç 

spermasının dondurulması üzerine etkilerini araştırdıkları çalışmada, koç spermasını 

20 mM, 50 mM, 80 mM taurinli ve antioksidansız tris (kontrol) sulandırıcılarıyla 

dondurdukları çalışmadan elde ettikler spermatozoon motilite oranlarını sırasıyla % 
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38.7, % 31.1, % 26.5, % 34.4 olarak bildirmişler ve koç spermasının 

dondurulmasında değişik taurin dozlarının çözüm sonrası spermatozoon motilitesine 

olumlu etki yapmadığını belirtmektedirler. 

 

 

Sanchez-Partida ve ark. (1997) tris bazlı sperma sulandırıcısına farklı 

antioksidanlar katarak dondurdukları koç spermalarında çözdürme sonrası 50 mM 

taurin katılmış grupta motilite oranını % 60’ın üzerinde bulduklarını 

bildirmektedirler. Andreea ve Stela (2010) tris bazlı sulandırıcıya vitamin E ve 

sistein ilave ederek dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası vitamin E ilave 

edilen grupta ortalama motilite oranını % 59.16 ± 0.86 olarak tespit etmişlerdir. 

 

Anghel ve ark. (2010) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına faklı 

konsantrasyonlarda bovine serum albumin (BSA), sistein ve vitamin E ilave ederek 

dondurdukları spermalarda çözüm sonrası 1 mM vitamin E ilave edilen grupta 

motilite değerini ortalama % 62.61 ± 1.53 bulduklarını bildirmişlerdir. Kulaksız ve 

ark. (2010) tris bazlı sulandırıcılara % 15 oranında farklı kanatlı yumurta sarıları 

ilave ederek dondurdukları Karayaka koç spermasında çözüm sonrası tavuk yumurta 

sarısı grubunda ortalama motilite oranını % 35 ± 1.6 bulmuşlardır. Arı ve ark. (2011) 

farklı sulandırıcılar ile dondurdukları Tuj ırkı koç spermasında çözüm sonrası tris 

bazlı sulandırıcıda ortalama motilite değerini % 14.1 ± 8.6 olarak bildirmektedirler. 

Çoyan ve ark. (2011) tris bazlı sulandırıcıya farklı konsantrasyonda antioksidanlar 

ilave ederek dondurdukları Merinos koç spermasında çözüm sonrası kontrol 

grubunda ortalama motilite değerini % 69.0 ± 2.3 olarak bulmuşlardır.  

 

Nur ve ark. (2011) bioxel sperma sulandırıcısı ile hızlı ve yavaş yöntemle 

dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası ortalama motilite oranlarını % 42.8 ± 

8.8 ve % 36.5 ± 9.9 bulduklarını belirtmişlerdir. Başpınar ve ark. (2011b) tris bazlı 

koç sperma sulandırıcısına farklı konsantrasyonda dithioerythritol (DTE) ilave 

ettikleri araştırmalarında çözüm sonrası kontrol grubunda ortalama motilite değerini 

% 52.0 ± 4.9 olarak tespit etmişlerdir. Bucak ve ark. (2009) tris bazlı koç sperma 

sulandırıcısına farklı konsantrasyonda antioksidanlar ilave ettikleri çalışmalarında 
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çözdürme sonrası kontrol grubunda ortalama motilite oranını % 50.7 ± 2.5 olarak 

bulmuşlardır. 

 

 

Çözüm sonrası spermatozoon motilitesinde gözlenen farklılıklar dondurma 

işleminde kullanılan sulandırıcılar ile sulandırıcıların içerdiği komponentlerin miktar 

ve oranlarının, özellikle sperma sulandırıcısının içerdiği yumurta sarısı oranlarının 

farklılığından kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir. Sperma sulandırıcılarına 

katılan antioksidanların miktar ve içeriklerininde rolü olabilir. Ayrıca bu farklılıklar 

spermanın sulandırılmasında ve dondurulmasında kullanılan tekniklerden çözüm 

süresi ve sıcaklığındaki değişimlerden ve analizi yapan kişi gibi faktörlerin yanında 

sperma alma metodu, ırk, mevsim ve bakım beslenme koşullarından da 

kaynaklanabilir. 

 

Sunulan çalışmada çözüm sonrası, 24 örnekten elde edilen CASA 

parametrelerine ait değerler Çizelge 3.2’de belirtilmiştir. CASA motilitesi açısından 

kontrol grubuna göre trolox içeren gruptaki düşüş önemli (P<0.05) bulundu (Şekil 

3.1). CASA progressif motilite sonuçları bakımından antioksidan içeren gruplar ile 

kontrol grubu arasında fark önemli (P<0.05) bulundu. Spermatoloijk CASA 

parametrelerinden VAP, VSL, VCL ve ALH yönünden kontrol grubu ile antioksidan 

içeren gruplar arasında fark (P>0.05) bulunamamıştır. Çalışmada en düşük BCF 

değeri lipoik asit içeren grupta elde edildi ve BCF açısından lipoik asit içeren 

gruptaki düşüş istatistiki olarak önemli (P<0.05) bulundu.  

 

 

Anela ve ark. (2003) üç farklı dondurma protokolü uygulayarak 

dondurdukları koç spermasında 35 
o
C’de gliserol ilave ederek 2 saat inkübasyon 

uyguladığı tris bazlı sulandırıcı grubunda çözüm sonrası CASA parametrelerinden 

ortalama VAP (µm/s) ve VSL (µm/s) değerlerini sırasıyla 74.4 ± 10.9 ve 67.3 ± 10.8 

olarak bulmuşlardır. Leahy ve ark. (2010) tris bazlı sperma sulandırıcısı ile 

dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası ortalama VAP (µm/s), VSL (µm/s), 

VCL (µm/s), ALH (µm) ve BCF (Hz) değerlerini sırasıyla 164.1 ± 4.8, 147.8 ± 4.7, 

238.8 ± 6.7, 6.8 ± 0.2 ve 42.7 ± 0.8 olarak bildirmektedirler.  
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Çoyan ve ark. (2011) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonda antioksidanlar ilave ettikleri çalışmalarında çözdürme sonrası 

kontrol grubunda elde ettikleri CASA parametreleri olan motilite, progressif motilite, 

VAP (µm/s), VSL (µm/s), VCL (µm/s) ve ALH (µm) oranları sırasıyla ortalama % 

50.9 ± 3.1, % 19.6 ± 1.1, 109.7 ± 2.6, 97.6 ± 2.8, 183.1 ± 7.2 ve 7.2 ± 0.2 

bulduklarını bildirmişlerdir. Başpınar ve ark. (2011b) tris bazlı koç sperma 

sulandırıcısına DTE’nin farklı konsantrasyonlarını ilave ettikleri araştırmalarında 

çözüm sonrası kontrol grubundaki CASA parametrelerinden motilite, progressif 

motilite, VAP (µm/s), VSL (µm/s), VCL (µm/s) ve ALH (µm) değerlerini sırasıyla 

ortalama % 44.2 ± 8.7, % 15.0 ± 2.5, 114.9 ± 1.8, 104.3 ± 2.2, 184.8 ± 3.3 ve 6.4 ± 

0.4 olarak tespit etmişlerdir. Sicherle ve ark. (2011) süt bazlı sperma sulandırıcısına 

100 µg/ml katalaz ve 100 µM trolox ilave ederek dondurdukları koç spermasında 

çözüm sonrası trolox grubundaki CASA parametrelerinden motilite, progressif 

motilite, VAP (µm/s), VSL (µm/s), VCL (µm/s), ALH (µm) ve BCF (Hz) değerlerini 

sırasıyla ortalama % 36.0 ± 3.59, % 22.0 ± 2.67, 125.0 ± 6.25, 110.0 ± 6.58, 179.2 ± 

5.98, 6.3 ± 0.2 ve 39.3 ± 0.66 olarak bildirmektedirler. 

 

 

Maia ve ark. (2009) tris bazlı sperma sulandırıcısına 50 µg/ml katalaz ve 50 

µM trolox ilave ederek dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası trolox 

grubunda CASA parametreleri olan motilite, progressif motilite, VAP (µm/s), VSL 

(µm/s), VCL (µm/s), ALH (µm) ve BCF (Hz) değerleri sırasıyla ortalama % 65 ± 

1.5, % 26.0 ± 1.1, 92.6 ± 1.2, 72.3 ± 1.3, 163.7 ± 1.6, 7,4 ± 0.1 ve 37.1 ± 0.4 olarak 

bulmuşlardır.  

 

 

Moustacas ve ark. (2011) tris bazlı sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonlarda doğal ve liyofilize LDL ilave ederek dondurdukları koç 

spermasında çözüm sonu kontrol grubunda CASA parametrelerinden VAP (µm/s), 

VSL (µm/s) ve VCL (µm/s) değerlrini sırasıyla ortalama 58.6 ± 6.3, 56.1 ± 6.6 ve 

121.5 ± 13.5 olarak tespit etmişlerdir. 
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Garcia-Alvarez ve ark. (2009) Manchega ırkı koçlardan elektroejakulatör ve 

posmortem yöntem ile aldıkları spermaları Biladyle ile sulandırıp dondurdukları 

çalışmalarında çözüm sonrası CASA parametreleri olan VAP (µm/s), ALH (µm) ve 

BCF (Hz) değerlerini sırasıyla ortalama 76.29 ± 4.80, 117.26 ± 8.14, 4.37 ± 0.50, 

5.48 ± 0.51 ve 7.67 ± 0.47, 6.78 ± 0.28 olarak bildirmektedirler.  

 

 

Marco-Jimenez ve ark. (2005) tris sulandırıcı ile dondurdukları Guirra ırkı 

koç spermasında çözüm sonrası CASA parametrelerinden motilite (%), VAP (µm/s), 

VCL (µm/s), VSL (µm/s), ALH (µm) ve BCF (Hz) oranlarını sırasıyla ortalama 40.3 

± 1.7, 84.3 ± 1.7, 128.1 ± 3.3, 68.2 ± 1.8, 69 ± 0.4 ve 12.6 ± 0.3 bulduklarını 

bildirmişlerdir. 

  

 

Joshi ve ark. (2005) tris sulandırıcı ile dondurdukları Garole ırkı koç 

spermalarında çözüm sonrası ortalama VAP (µm/s), VCL (µm/s), VSL (µm/s), ALH 

(µm) ve BCF (Hz) değerlerini sırasıyla 77.7 ± 2.74, 101.1 ± 3.58, 59.9 ± 2.59, 6.1 ± 

0.19 ve 10.0 ± 0.19 olarak bulmuşlardır. 

 

 

Çözüm sonrası CASA parametreleri ile ilgili olarak bildirilen değerlerin 

bazıları (Maia ve ark., 2009; Marco-Jimenez ve ark., 2005) ile parelellik arz etmesi 

bu çalışmanın benzer çalışmalar ile uyum içerisinde olduğunun göstergesidir. Bunun 

yanında bazı araştırmacıların (Başpınar ve ark., 2011b; Çoyan ve ark., 2011; Garcia-

Alvarez ve ark., 2009; Leahy ve ark., 2010; Sicherle ve ark., 2011) bulgularından 

düşük ve bazılarının (Anel ve ark., 2003; Joshi ve ark., 2005; Moustacas ve ark., 

2011) bulgularından da yüksek olmuştur.     

 

 

Çözüm sonrası CASA parametrelerinde gözlenen farklılıklar ırk, mevsim, 

sperma alma metodu gibi faktörlerin yanı sıra dondurma işleminde kullanılan 

sulandırıcılar ile sulandırıcıların içerdiği komponentlerin miktar ve oranlarının 

özellikle sperma sulandırıcısının içerdiği yumurta sarısı oranlarının farklılığından ve 

sulandırıcının antioksidan ilave edilmeden önce santrifüj yapılıp yapılmadığından, 

kaynaklanmış olabilir. Ayrıca spermanın sulandırılmasında ve dondurulmasında 
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kullanılan tekniklerdeki farklılıklara, çözüm süresi ve sıcaklığındaki değişimlere, 

analizin yapılmış olduğu cihazın kurulum ve yazılım ayarları, analizi yapan kişi gibi 

faktörlere bağlı olarak da meydana gelmiş olabilir.  

 

 

Yapılan tez çalışmasında anormal spermatozoon ve akrozom oranı ile ilgili 

olarak elde edilen bulgular Çizelge 3.3’de verilmiş olup baş anomalileri yönünden 

kontrol grubuna göre trehaloz ve trolox içeren gruplardaki azalma önemli (P<0.05) 

bulunmuştur (Şekil 3.2). Orta kısım oranı bakımından en yüksek değerler kontrol 

grubunda elde edilmiş ve orta kısıma ait anormal spermatozoon oranı açısından 

kontrol grubuna göre antioksidan içeren tüm gruplardaki azalmalar önemli (P<0.05) 

olmuştur. Kuyruk kısmı açısından en yüksek oran trehaloz grubunda gözlendi ve bu 

artış istatistiki açıdan önemli (P<0.05) bulundu. Toplam anormal spermatozoon oranı 

bakımından en yüksek değer trehaloz grubunda elde edilirken toplam anormal 

spermatozoon oranı açısından trehaloz grubundaki artış önemli (P<0.05) bulundu. 

Anormal akrozom oranı en yüksek kontrol grubunda en düşük oran ise trehaloz ve 

trolox grubunda gözlendi. Anormal akrozom oranı yönünden kontrol grubuna göre 

tüm antioksidan içeren gruplardaki azalmalar ve ayrıca taurin ve lipoik asit grupları 

arasındaki farklar da önemli (P<0.05) bulunmuştur.  

 

 

Bucak ve ark. (2008) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

antioksidanlar ilave ettikleri çalışmalarında dondurma-çözdürme sonrası kontrol 

grubundaki ortalama anormal spermatozoon ve akrozom oranlarını sırasıyla % 30.25 

± 7.38 ve % 9.75 ± 2.60 bulduklarını bildirmişlerdir. Bucak ve ark. (2007) tris bazlı 

koç sperma sulandırıcısına farklı konsantrasyonlarda ilave ettikleri trehaloz (50, 100 

mM), taurin (25, 50 mM), cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml) 

çalışmalarında çözüm sonrası 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin gruplarında 

ortalama anormal spermatozoon ve akrozom oranlarını sırasıyla % 22.2 ± 0.5, % 

22.6 ± 3.2 ve % 6.2 ± 0.58, % 6.5 ± 1.17 olarak bildirmektedirler. Uysal ve ark. 

(2007) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı konsantrasyonda GSSG, BSA, 

Sistein ve Lycopene ilave ettikleri çalışmalarında çözdürme sonrası kontrol 

grubundaki ortalama anormal spermatozoon ve akrozom oranlarını sırasıyla % 30.1 ± 

5.30 ve % 13.4 ± 2.32 olarak tespit etmişlerdir. 
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Kulaksız ve ark. (2010) tris bazlı sperma sulandırıcılarına % 15 oranında 

farklı kanatlı yumurta sarıları ilave ederek dondurdukları Karayaka koç spermasında 

çözüm sonrası tavuk yumurta sarısı grubundaki ortalama anormal spermatozoon ve 

akrozom oranlarını sırasıyla % 51.0 ± 2.4 ve % 47.4 ± 2.3 olarak bulmuşlardır.  

 

Anghel ve ark. (2010) tris ile sulandırılımış koç spermasına faklı 

konsantrasyonlarda BSA sistein ve vitamin E ilave ederek dondurdukları 

çalışmalarında çözüm sonrası 1 mM vitamin E ilave edilen grupta ortalama anormal 

spermatozoon oranını % 16.76 ± 0.53 olarak bildirmektedirler.  

 

 

Tekin ve ark. (2006) farklı taurin dozlarının ve dondurma hızının koç 

spermasının dondurulması üzerin etkilerini araştırdıkları çalışmada, koç spermasını 

20 mM, 50 mM, 80 mM taurin içeren ve kontrol grubu olmak üzere 4 farklı grup 

oluşturarak tris - sitrik asit – fruktoz - gliserol sulandırıcısı ile sulandırmışlar ve 

sıcaklığı ayarlanabilen sıvı azotla çalışan otomatik programlanabilir dondurma cihazı 

ile dondurmuşlardır. Çözüm sonrası ortalama anormal spermatozoon oranını sırasıyla 

% 18.7, % 18.4, % 17, % 19 olarak belirlemişlerdir. Koç spermasının 

dondurulmasında değişik taurin dozlarının çözdürme sonrası anormal spermatozoon 

oranlarında farklı değerler göstermesine rağmen söz konusu rakamlar istatiksel 

değerlendirmede önemli bulunamamıştır.  

 

 

Nur ve ark. (2011) bioxel sperma sulandırıcısı ile hızlı ve yavaş yöntemleri ile 

dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası ortalama anormal akrozom oranlarını 

sırasıyla % 31.6 ± 12.9 ve % 24.7 ± 11.1 olarak bildirmişlerdir.  

 

 

Yıldız ve ark. (2000) koç ve köpeklerde taze spermadaki ve dondurma-

çözdürme sonrası sperma örneklerindeki akrozomal bozukluk oranlarını saptamak 

için 6 farklı yöntem denemişler, Hancock solüsyonu ile koçlara ait çözüm sonrası 

ortalama anormal akrozom oranını  % 21.7 ± 0.51 olarak saptamışlardır. Pontbriand 

ve ark. (1989) koç spermasını farklı dondurma yöntemi ve sulandırıcı kullanarak 

dondurdukları çalışmalarında tris bazlı sulandırıcı ile payette dondurdukları grupta 
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çözdürme sonrası elde ettikleri normal akrozom, hasarlı akrozom, eksik (missing) 

akrom ve kaybolmuş (loose) akrozom oranlarını sırasıyla ortalama % 31.4 ± 1.7, % 

4.6 ± 0.4, % 9.5 ± 0.7 ve % 54.1 ± 1.7 olarak belirtmişlerdir. Arı ve ark. (2011) farklı 

sulandırıcılar ile dondurdukları Tuj ırkı koç spermasında çözüm sonrası tris bazlı 

sulandırıcı grubunda ortalama anormal akrozom oranı % 47.6 ± 11 olarak 

bildirmektedirler.  

 

 

Çözüm sonu anormal spermatozoon oranı ile ilgili olarak elde edilen bulgular 

bazı araştırmacıların  (Anghel ve ark., 2010; Bucak ve ark., 2007; Bucak ve ark., 

2008; Kulaksız ve ark., 2010; Tekin ve ark., 2006; Uysal ve ark., 2007) 

değerlerinden düşük bulunurken akrozom oranı ile ilgili olarak elde edilen değerler 

Uysal ve ark. (2007)’nın bildirdiği değerlere yakın, bazı araştırmacıların (Arı ve ark., 

2011; Bucak ve ark., 2007; Kulaksız ve ark., 2010; Nur ve ark., 2011; Yıldız ve ark., 

2000) değerlerinden düşük ve kimi araştırmacıların (Bucak ve ark., 2008; 

Pontbriand, 1989) değerlerinden de yüksek tespit edildi.  

    

 

Çözüm sonrası elde edilen anormal spermatozoon ve akrozom oranlarında 

gözlenen farklılıklar ırk, mevsim, sperma alma metodu gibi faktörlerin yanı sıra 

koçlardaki genotipik değişiklikler, sperma sulandırıcısının içeriği, sulandırıcıda 

kullanılan yumurta sarısının oranı, sulandırıcılardaki antioksidanlar, dondurma ve 

çözdürme prosedürleri, değerlendirmede kullanılan teknikler ve muayeneyi yapan 

kişiler arasındaki farklılıklar gibi nedenlerden kaynaklanmış olabilir. 

 

 

Sunulan çalışmada HOS Test ve ölü-canlı spermatozoon oranının belirlendiği 

modifiye HE-test bulguları Çizelge 3.4’de sunuldu. Buna göre H+/E- değeri 

açısından kontrol grubuna göre taurin, trehaloz ve lipoik asit gruplarındaki artışlar 

istatistiki açıdan önemli (P<0.05) bulundu (Şekil 3.3). H-/E- değeri açısından kontrol 

grubu ile taurin grubu arasındaki fark önemli (P<0.05) bulundu. H+/E+ değeri 

bakımından gruplar arasında bir fark bulunamadı. En yüksek H-/E+ oranı kontrol 

grubunda gözlenmiş ve H-/E+ oranı açısından kontrol grubuna göre tüm antioksidan 

gruplarındaki azalma önemli (P<0.05) olarak belirlenmiştir. 
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Gündoğan ve ark. (2011) Pırlak koçlarda farklı sulandırıcılar ile kısa süreli 

saklama çalışmalarında tris bazlı sulandırıcı grubunda sulandırma sonrası 0. saatteki 

ortalama H+/E- , H-/E- , H+/E+ ve H-/E+ oranlarını sırasıyla % 62, % 26, % 3 ve % 

9 olarak bulmuşlardır. Yine Gündoğan ve ark. (2010)’nın Pırlak koçlarda spermanın 

tris ile sulandırılması sonrası 0. saatteki 25 ve 100 milyon yoğunluklu gruplarda 

H+/E- oranlarını sırasıyla ortalama % 58 ve % 49 olarak bildirmektedirler.   

 

 

Akman (2007) Swiss Albino ırkı fare spermatozoonlarındaki optimal hipo-

ozmotik ozmolariteyi 20-60 mosm olarak belirledikleri çalışmalarında ortalama 

H+/E-, H-/E-, H+/E+ ve H-/E+ oranlarını sırasıyla % 29.6 ± 3.2, %23.8 ± 5.0, % 

18.1 ± 2.7 ve % 28.6 ± 1.0 olarak bulmuştur. 

 

 

Sınırlı sayıdaki literatür bilgileri ile bu çalışma sonucu elde edilen çözüm 

sonrası HE-test parametreleri arasında gözlenen farklılıkların temelini ırk, mevsim ve 

sperma alma metodu gibi faktörlerin yanı sıra sperma sulandırıcılarına katılan 

antioksidanların farklılığı ve spermanın sulandırılmasında, saklanmasında ve 

değerlendirilmesinde kullanılan teknik, çözüm süresi ve sıcaklığındaki değişim ve 

analizi yapan kişi gibi faktörlerinde oluşturabileceğini düşündürmektedir. 

 

 

Yapılan tez çalışmasında DNA hasarına ait bulgular Çizelge 3.5’de 

sunulmuştur. Buna göre çözüm sonrası en yüksek DNA hasarı rakamsal olarak 

kontrol grubunda elde edilmesine rağmen taurin ve trolox grupları ile aralarında 

istatistiki fark bulunamadı. Bunun yanında kontrol grubu ile trehaloz ve lipoik asit 

grupları arasında bulunan farkların istatistiki öneme (P<0.05) sahip olduğu gözlendi.  

 

 

Gündoğan ve ark. (2010) farklı (25 x 10
6 

ve 100 x 10
6
) yoğunluklu koç 

spermasında kısa süreli saklamanın spermatolojik parametreler ve DNA hasarı 

üzerine etkilerini araştırdıkları çalışmalarında 100 x 10
6 

yoğunluklu grubun 25 x 10
6 

yoğunluklu gruba göre DNA hasarını azaltıcı etkisinin daha iyi olduğunu 

bildirmişlerdir. Yeni (2010) Pırlak koçlarda yıl boyu spermatolojik değişimleri 

değerlendirdiği çalışmasında Eylül, Ekim, Kasım ve Aralık aylarında ortalama DNA 
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hasarlarını comet analiz yöntemiyle sırasıyla 28.10 ± 3.49 AU, 23.00 ± 3.60 AU, 

36.60 ± 4.32 AU ve 37.40 ± 3.82 AU olarak tespit etmiştir. Bununla beraber DNA 

hasarı ile sperma miktarı ve anormal spermatozoon oranı arasında pozitif (p<0.05), 

sperma viskozitesi ile ise negatif (p<0.01) yöndeki ilişkilerin önemli olduğunu 

bildirmektedir. Garcia-Alvarez ve ark. (2009) Manchega ırkı koçlardan 

elektroejakulatör ve posmortem yöntem ile aldıkları spermaları Biladyle ile 

sulandırıp dondurdukları çalışmalarında çözüm sonrası SCSA yöntemiyle 

belirledikleri ortalama DNA hasarını sırasıyla % 21.47 ± 3.29 ve % 15.86 ± 1.83 

olarak bildirmektedirler.  

 

 

Nur ve ark. (2010) tris bazlı sperma sulandırıcısına farklı kriyoprotektantlar 

katarak dondurdukları koç spermalarında çözüm sonrası kriyoprotektant madde 

olarak gliserol ilave edilen grubun trehaloz, sukroz, 1,2 propanediol ve kontrol 

grubuna göre TUNEL yöntemi ile belirledikleri DNA bütünlüğü bakımından pozitif 

yönde etkili olduğunu ortaya koymuşlardır. Kasimanickam ve ark. (2006) Polled 

Dorset, Hampshire ve Suffolk ırkı 6-11 aylık erkek kuzularda DNA hasarını SCSA 

yöntemi ile belirlemişler ve klasik sperma parametreleri ile DNA hasarı arasında 

negatif bir korelasyon bulunduğunu bildirmişlerdir. Lopez - Fernandez ve ark. (2008) 

farklı ırk koçlarda Spermatozoon Kromatin Dispersion (SCD) yöntemi ile DNA 

asarını belirledikleri çalışmalarında dondurulmuş-çözdürülmüş spermatozoonda ve 

15 
o
C’ye soğutulmuş spermatozoonda DNA hasarını % 5’ten düşük olduğunu tespit 

etmişlerdir. 

 

 

Nur ve ark. (2011) bioxel sperma sulandırıcısı ile hızlı ve yavaş yöntemle 

dondurdukları koç spermasında çözüm sonrası ortalama DNA kromatin indeksini 

sırasıyla % 2.9 ± 2.4 ve % 3.3 ± 2.2 bulduklarını bildirmişlerdir. Bucak ve ark. 

(2010) tris bazlı boğa sperma sulandırıcısına farklı antioksidanlar ilave ettikleri 

çalışmalarında dondurma-çözdürme sonrası kontrol grubunda comet analiz 

yöntemiyle DNA hasarını ortalama % 20.2 olarak tespit etmişlerdir. 
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Tuncer ve ark. (2010a) tris bazlı sperma sulandırıcısına farklı antioksidanlar 

ilave ettikleri Ankara teke spermasında dondurma-çözdürme sonrası kontrol 

grubunda comet analiz yöntemiyle ortalama DNA hasarını 80.4 ± 7,9 AU olarak 

bulmuşlardır. Yine Tuncer ve ark. (2010b) laiciphose sulandırıcısı ile dondurdukları 

holstein boğa spermalarından çözüm sonu comet analiz yöntemiyle DNA hasarını 

83.5 ± 6,31 AU bulduklarını bildirmişlerdir.  

 

 

Hu ve ark. (2008) tris bazlı sperma sulandırıcısına 100 mM trehaloz ilave 

ederek dondurdukları domuz spermasında çözüm sonrası comet analiz yöntemiyle 

ortalama DNA hasarını 28.1 ± 3.9 AU olarak bildirmektedirler. Hughes ve ark. 

(1999) farklı yoğunluklarda X ışınlarına maruz kalmış insan spermasında meydana 

gelen DNA hasarı ve askorbik asit ile vitamin E (α-tekoferol)’in bu DNA 

bütünlüğünü ne derece koruduğunu comet analiz yöntemiyle araştırdıkları 

çalışmalarında 300 µM askorbik asitin ve 30 µM α-tekoferol’ün DNA bütünlüğünün 

korunmasında etkili olduğunu bildirmektedirler.  

 

Wen-li ve ark. (2007) Rhesus maymunlarında alkalin comet analiz 

yöntemiyle dondurma-çözdürme sonrası DNA hasarını ortalama 36.33 ± 5.30 AU 

olarak tespit etmişlerdir. Li ve ark. (2007) Rhesus maymunlarında taze spermadaki 

DNA hasarını % 0-2.7 olarak bildirmelerine karşın rutin yöntemlerle dondurup sıvı 

nitrojende sakladıkları spermada DNA hasarını % 25.3 - 43.7 aralığında, 

kriyoprotektant kullanmadan dondurdukları spermada ise bu aralığın % 52.7 - 92.0 

olduğunu bildirmişlerdir.  

 

 

Kumar ve ark. (2011) tris bazlı sperma sulandırıcısı ile dondurdukları manda 

spermasında çözüm sonrası oluşan DNA hasarını nötral comet analiz yöntemiyle % 

37.25 bulmuşlardır. Kadirvel ve ark. (2009) tris bazlı sperma sulandırıcısı ile 

dondurdukları manda spermasında çözüm sonu oluşan DNA hasarını nötral comet 

analiz yöntemiyle % 10.4 ± 0.9 bulmuşlardır. Nandre (2007) Surti mandalarda 

Comet analiz yöntemi ile yaptığı çalışmada spermanın dondurma-çözdürme 

sonrasında DNA hasarını % 9.11 ± 1.31 bildirmektedir. 
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Linfor ve Meyer (2002) aygırlarda yaptıkları çalışmada kontrol grubunda 

dondurma-çözdürme sonrası spermada Comet analiz yöntemi ile spermatozoon DNA 

hasarını % 63 ± 13.9 olarak bulmuşlardır. Coartes-Gutierrez ve ark. (2008) INRA 96 

ile sulandırıp dondurdukları eşek spermasında çözdürme sonrası alkalin comet analiz 

yöntemiyle DNA hasarını % 18.2 ± 14.77 olarak bildirmektedirler.  

 

 

Mehdi ve ark. (2009) insanlarda yaptıkları çalışmada kontrol grubunda 

dondurma-çözdürme sonrası TUNEL analiz yöntemiyle DNA hasarını % 8.19 ± 6.84 

olarak tespit etmişlerdir. Gandini ve ark. (2006) dondurma-çözdürme sonrası insan 

spermatozoonlarındaki DNA hasarını araştırdıkları çalışmalarında SCSA yöntemiyle 

% 15.2 ± 8.7 hasar tespit etmişlerdir. Chi ve ark. (2008) farklı antioksidanlar ilave 

ederek dondurdukları insan spermasında comet analiz yöntemiyle Trevigen kit 

kullanarak DNA hasarını kontrol grubunda % 27.2 ± 0.8 olarak bulmuşlar. 

Antioksidan ilave edilen grubun DNA hasarının kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede azaldığını tespit etmişlerdir. Chohan ve ark. (2004) insan spermasında 

dondurma-çözdürme sonrası Acridine Orange (AO) yöntemiyle Carnoy’s fiksasyon 

ve Diff Quik fiksasyon boyamaları kullanarak spermatozoon DNA hasarını sırasıyla 

ortalama % 30.8 ± 2.9 ve % 17.1 ± 2.5 olarak bulmuşlardır. 

 

Fraser ve Strzezek (2005) domuz spermasında dondurma-çözdürme sonrası 

meydana gelen DNA hasarını nötral comet analiz yöntemi % 23  ± 1.9 

saptamışlardır. Hernandez ve ark. (2006) domuz spermasında dondurma-çözdürme 

sonrası meydana gelen DNA hasarını SCSA yöntemi ile % 2.1 ± 1.0 bulmuşlardır.  

 

Jiang ve ark. (2007) tris sulandırıcısına farklı konsantrasyonda LDL ilave 

ederek dondurdukları domuz spermasında çözüm sonrası nötral comet analiz 

yöntemiyle en az DNA hasarını % 9 ilave edilen grupta tespit etmişlerdir. 

 

 

Rota ve ark. (2005) tris bazlı sulandırıcı ile dondurdukları köpek spermasında 

çözüm sonrası DNA hasarını AO yöntemiyle % 2.5 ± 0.9 olarak tespit etmişlerdir. 

Kim ve ark. (2010) tris bazlı sperma sulandırıcısı ile dondurdukları köpek 
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spermasında çözüm SCSA yöntemiyle DNA hasarını % 6.47 ± 3.06 bulduklarını 

bildirmişlerdir. Evenson ve ark. (2002) erkeklerde SCSA analiz yönteminde DNA 

fragmentasyon indexini % 27’nin üzerinde olması halinde in vitro fertilizasyon (IVF) 

ve intra stoplazmik sperm injeksiyon (ICSI) yöntemleri ile gebelik elde 

edilemeyeceğini bildirmişlerdir.  

 

Baumber ve ark. (2003) dondurulmuş aygır sperması ile taze sperma 

örneklerinin karşılaştırdıkları araştırmalarında spermanın dondurulması ile 

spermatozoon DNA hasarı artışı arasında bir ilişki (p<0.01) olduğunu bununda 

nedeni olarak donurma-çözdürme sırasında oluşan ROS ürünleri olduğunu, hidrojen 

peroksitin bu hasarda önemli bir rol oynadığını fakat süperoksit dismutazın herhangi 

bir etkisinin olmadığını belirtmişlerdir. Yine bu çalışmada antioksidan olarak alfa-

tokoferol (0.1 mM) kullanıldığında dondurmayı takiben oluşan DNA hasarının 

azaldığını tespit ettiklerini bildirmişlerdir.  

 

Çözüm sonrası DNA hasarında gözlenen farklılıklar arasında ırk, mevsim ve 

sperma alma metodu gibi faktörlerin yanı sıra dondurma işleminde kullanılan 

sulandırıcılar ile sulandırıcıların içerdiği komponentlerin miktar ve oranları ile 

sperma sulandırıcısının içerdiği yumurta sarısı oranları sayılabilir. Ayrıca sperma 

sulandırıcılarına katılan antioksidanların farklı olması, spermanın sulandırılmasında 

ve dondurulmasında kullanılan tekniklerin farklılığı çözüm süresi ve sıcaklığındaki 

değişimler gibi etkenlerin de rolü olabilir. 

 

 

Sunulan tez çalışmasında oksidatif stres parametreleri ile ilgili olarak elde 

edilen bulgular Çizelge 3.6’da ve Şekil 3.5’de verilmiş olup söz konusu parametreler 

bakımından gruplar arası farklılıklar gözlenmiştir. Özellikle, MDA açısından kontrol 

grubuna göre lipoik asit ve trolox içeren gruplardaki azalma önemli (P<0.05) 

bulundu. En yüksek katalaz aktivitesi kontrol ve lipoik asit içeren grupta en düşük 

trehaloz ve trolox içeren gruplarda elde edildi. Katalaz açısından taurin, trehaloz ve 

trolox içeren gruplardaki düşüş önemli (P<0.05) bulundu. GSH bakımından en 

yüksek değer kontrol ve taurin içeren gruplarda elde edilmiş ve diğer trehaloz, lipoik 

asit ve trolox grupları ile aralarındaki farklar istatistiki yönden önemli (P<0.05) 
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bulunmuştur. Gerek SOD gerekse GSH-Px açısından kontrol ve antioksidan içeren 

gruplar arasında istatistikî açıdan fark bulunamadı. 

 

Başpınar ve ark. (2011a) tris bazlı sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) alfa lipoik asit ilave ederek dondurdukları Merinos 

koç spermalarında çözüm sonrası 1mM ilave edilen grupta ortalama LPO (µmol-10
9
 

hücre/mL), SOD (%inh-10
9
 hücre/mL), GSH-Px (mU/ml-10

9
 hücre/mL) ve CAT 

(mU/ml-10
9
 hücre/mL) aktivitelerini sırasıyla 16.3 ± 2.6, 1.4 ± 0.1, 15.6 ± 1.1 ve 102 

± 1.4 olarak bildirmektedirler. Sicherle ve ark. (2011) süt bazlı sperma 

sulandırıcısına 100 µg/ml katalaz ve 100 µM trolox ilave ederek dondurdukları koç 

spermasında çözüm sonrası trolox grubunda ortalama MDA (nmol/10
8
) düzeyini 1.4 

± 0.20 olarak bildirmişlerdir. Andreea ve Stela (2010) tris bazlı sperma 

sulandırıcısına vitamin E ve sistein ilave ederek dondurdukları koç spermasında 

çözüm sonrası vitamin E ilave edilen grupta MDA (nmol/10
8
spz) düzeyini 13.60 ± 

0.70 bulduklarını bildirmişlerdir. 

 

Bucak ve ark. (2007) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonlarda ilave ettikleri trehaloz (50, 100 mM), taurin (25, 50 mM), 

cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml) araştırmalarında çözüm 

sonrası 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin gruplarındaki MDA (nmol/ml), GSH 

(nmol/ml), GSH-Px (IU/g protein) ve CAT (kU/l)  düzeylerini sırasıyla ortalama 8.6 

± 0.2-11.2 ± 0.9, 2.6 ± 0.3-2.9 ± 0.1, 9.6 ± 0.6-10.2 ± 1.4 ve 1064.8 ± 27.8-1037.5 ± 

68.2 olarak bildirmektedirler. 

 

 

Çoyan ve ark. (2011) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

konsantrasyonda antioksidanlar ilave ettikleri çalışmalarında çözdürme sonrası 

kontrol grubunda elde ettikleri ortalama LPO (µmol-10
9
 hücre/ml), SOD (%inh-10

9
 

hücre/ml), GSH-Px (mU/ml-10
9
 hücre/ml) ve CAT (mU/ml-10

9
 hücre/ml) 

aktivitelerini sırasıyla 28.6 ± 3.3, 1.6 ± 0.1, 13.2 ± 2.1 ve 172.6 ± 37.1 olarak tespit 

etmişlerdir. Bucak ve ark. (2009) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

antioksidanlar ilave ettikleri çalışmalarında dondurma-çözdürme sonrası kontrol 
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grubundaki ortalama MDA (nmolL), SOD (U/g protein) ve CAT (kU/g protein) 

değerlerini sırasıyla 4.1 ± 0.3, 3.0 ± 0.1 ve 4.6 ± 0.4 bulduklarını bildirmişlerdir.  

 

 

Başpınar ve ark. (2011b) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına DTE’nin farklı 

konsantrasyonlarını ilave ettikleri araştırmalarında çözdürme sonrası kontrol 

grubunda elde ettikleri ortalama LPO (µmol-10
9
 hücre/ml), SOD (%inh-10

9
 

hücre/ml), GSH-Px (mU/ml-10
9
 hücre/ml) ve CAT (mU/ml-10

9
 hücre/ml) 

düzeylerini sırasıyla 24.8 ± 2.7, 1.7 ± 0.1, 12.9 ± 2.6 ve 220.0 ± 26.7 olarak 

bulmuşlardır. Bucak ve ark. (2008) tris bazlı koç sperma sulandırıcısına farklı 

antioksidanlar ilave ettikleri çalışmalarında dondurma-çözdürme sonrası kontrol 

grubunda elde ettikleri ortalama MDA (nmolL), GSH (nmol/ml), GSH-Px (IU/g 

protein) ve CAT (kU/I) değerlerini sırasıyla 9.20 ± 0.51, 2.63 ± 0.05, 7.00 ± 1.78 ve 

738.81 ± 39.69 olarak tespit etmişlerdir.  

 

 

Çözüm sonrası oksidatif stres parametrelerinde literatür bilgileri ile aralarında 

gözlenen farklılıklar ırk, mevsim, sperma alma metodu gibi faktörlerin yanı sıra 

dondurma işleminde kullanılan sulandırıcılar ile sulandırıcıların içerdiği 

komponentlerin miktar ve oranlarının özellikle sperma sulandırıcısının içerdiği 

yumurta sarısı oranlarının farklılığından ve sulandırıcının antioksidan ilave 

edilmeden önce santrifüj yapılıp yapılmadığından kaynaklanmış olabileceği gibi 

spermanın sulandırılmasında ve dondurulmasında kullanılan tekniklerdeki 

farklılıklara, çözüm süresi ve sıcaklığındaki değişimlere, analizin yapıldığı yöntem 

ve analizi yapan kişi gibi faktörlere bağlı olarak da meydana gelmiş olabilir. 
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5. SONUÇ 

 

 

 

Spermanın başarılı bir şekilde dondurulması, birçok etkenin optimal şartlarını 

gerektiren karmaşık bir yöntemdir. Bir türün sperması için standardize edilen 

protokol başka türler için uygun olamayabilmektedir. Koç spermasının dondurulma 

işlemide bunun açık bir örneğidir. Koç sperması ile diğer evcil türlerin sperması 

arasında, sperma sulandırıcısı, kriyoprotektantlar, dondurma ve çözdürme hızları 

gibi ortak noktalar olmasına karşın, çözdürme sonrası maksimum canlılık elde 

edebilmek için türe özgü ayrı bir dikkate ve özene gereksinim vardır. Koç 

spermasının dondurulmasında, çözdürme sonrası spermatolojik parametreler, 

oksidatif stress ve DNA hasarı üzerine olumlu etkileri olabileceği düşünüldüğünden 

sperma sulandırıcılarına antioksidan maddeler katılmaktadır. Genel olarak olumlu 

etkileri olmakla beraber antioksidanların etkileri hayvan türüne, antioksidanların 

türüne, dozuna, sulandırıcı kompozisyonuna ve dondurma prosedürüne göre 

değişiklik göstermektedir. 

 

 

Genel olarak motil hücre sayısı azaldığında fertilizasyonun düştüğü 

bununda, sperma kalitesi yönünden olumsuzluk işareti olduğu belirtilmektedir. 

Fertizasyonun en önemli göstergelerinde olan motilite ve objektif motilite değeri 

olan CASA motilite değerlerinin çözüm sonrası mümkün olduğunca yüksek olması 

gerek fertilizasyon gerekse dölverimi açısından önemlidir. Bu bağlamda dondurma-

çözdürme sonrası sperma örneklerinde subjektif motilite yönünden taurin içeren 

grubun kontrol grubuna göre olumlu etkisi gözlenmesinin yanı sıra CASA 

parametrelerinden progressif motilite yönünden kontrol grubu ile antioksidan 

katılan tüm gruplar arasındaki fark dikkat çekici bulundu.  

 

 

Morfolojik bozukluğun lokalizasyonu, çeşidi ve miktarı ile fertilite arasında 

sıkı bir ilişki bulunmaktadır. Fertilizasyonda önemli rol oynadığından morfolojik 

incelemelerde akrozom ayrı bir öneme sahiptir. Dondurma-çözdürme sonrası 

sperma örneklerinde baş anomalileri yönünden kontrol grubuna göre trehaloz ve 
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trolox içeren gruplardaki azalma, orta kısım açısından kontrol grubuna göre 

antioksidan içeren tüm gruplardaki düşüş ve kuyruk kısmı ve toplam anormal 

spermatozoon oranı açısından ise trehaloz grubuna göre diğer tüm gruplardaki 

azalmaların önemli (P<0.05) olduğu görüldü. Bununla beraber anormal akrozom 

oranı açısından kontrol grubuna göre diğer tüm grupların içerdiği antioksidanların 

etkilerinin olumlu yönde olduğu (P<0.05) gözlendi.  

 

Çözüm sonrası sperma örneklerinde gerçekleştirilen HE-test sonucu dikkate 

alınan membranı sağlam ve canlı (H+/E-) spermatozoonlar bakımından kontrol 

grubuna göre taurin, trehaloz ve lipoik asit gruplarındaki artışların önemli (P<0.05) 

olduğu gözlendi. HE testi aynı spermatozoon üzerinde hem kuyruk ve hem de baş 

membranlarının fonksiyonel bütünlüklerini belirleyen bir yöntem olması nedeniyle 

fertilizasyonun önemli bir göstergesidir. Bu nedenle sperma sulandırıcısına katılacak 

olan taurin, trehaloz ve lipoik asitin fertilite üzerine olumlu katkılar sağlayabileceği 

kanaatine varıldı. 

 

 

Yüksek oranlarda DNA hasarının fertilizasyon kayıplarına neden olması 

nedeniyle dondurma-çözdürme sonrası spermatozoon DNA hasarının mümkün 

olduğunca az düzeyde tutulması fertilizasyon için en önemli faktörlerdendir. 

Çözdürme sonrası spermatozoon DNA hasarı üzerine trehaloz ve lipoik asit içeren 

grupların kontrol grubuna göre azaltıcı etkiye sahip olduğunun gözlenmesi trehaloz 

ve lipoik asitin dölveriminde olumlu etkiye sahip olabileceğini düşündürmektedir.  

 

 

Dondurma-çözdürme sonrası sperma örneklerinde oksidatif stres 

parametrelerinden kontrol grubuna göre MDA düzeylerinde lipoik asit ve trolox 

içeren gruplardaki azalma, CAT aktivitesindeki taurin, trehaloz ve trolox içeren 

gruplardaki düşüş, GSH değerlerinde ise trehaloz, lipoik asit ve trolox grubundaki 

azalmalar önemli (P<0.05) bulundu. SOD ve GSH-Px yönünden kontrol ve 

antioksidan içeren gruplar arasında ise fark gözlenemedi. Spermatozoonlarda 

oksidatif stres sonucu oluşan lipit peroksidasyonun azaltıcı etkisi nedeniyle 
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sulandırıcıya lipoik asit ve trolox ilavesinin yararlı olabileceği kanaati 

uyandırmaktadır. 

 

 

Bununla birlikte bu tez çalışmasında kullanılan tüm antioksidanların farklı 

özelliklerinden dolayı sperma sulandırıcılarına katılmalarının faydalı olabileceği ve 

özellikle lipoik asitin gerek oksidatif stres parametreleri ve gerekse DNA hasarını 

azaltıcı etkinliği ve henüz bu alanda yeterli bilgi olmaması nedeniyle daha geniş 

kapsamlı araştırmalara gereksinim duyulmaktadır. 

 

 

Sonuç olarak, koç spermasının dondurulmasında antioksidanların olumlu 

etkilerinin, antioksidanın türüne göre değişebileceği, antioksidan kullanımında 

sulandırıcı ve antioksidan etkileşiminin göz önüne alınması gerektiği ve 

antioksidanların farklı dozajlarda spermatolojik özellikler, CASA parametreleri, 

oksidatif stres parametreleri ve DNA hasarı üzerine etkisinin daha geniş hayvan 

materyali kullanarak dölverimi sonuçları ile birlikte değerlendirilmesinin daha 

yararlı olacağı kanaatine varılmıştır. 
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ÖZET 

Koç spermasına katılan bazı antioksidanların dondurma ve çözdürme sonrası 

spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve DNA hasarı üzerine etkileri 

Bu çalışmada, dondurma çözdürme sonrası spermaya katılan antioksidanların 

spermatolojik, CASA, oksidatif stres parametreleri ve DNA hasarları üzerine 

etkilerinin belirlenmesi amaçlandı. Afyonkarahisar koşullarında yetiştirilen 2-3 yaşlı 

Pırlak ırkına ait toplam 10 koçtan alınan spermalar birleştirilip 5 eşit hacme 

bölünerek kontrol başta olmak üzere taurin, trehaloz, trolox ve lipoik asit içeren Tris 

bazlı sulandırıcılar ile sulandırıldı. Sulandırılan örnekler 0,25 ml’lik payetlerde 5 
0
C’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra sıvı azot buharında dondurularak 

sıvı azot içerisinde (-196 
0
C) saklandı.  

 Çözdürülen spermalarda subjektif motilite (% 54.6 ± 2.25) ve CASA 

motilitesi (% 24.2±1.84), VAP (98.2 ± 2.20 µm/s) ve VSL (80.1 ± 1.88 µm/s) 

açısından taurin grubunda en yüksek değerler tespit edildi. Anormal spermatozoon 

baş, orta kısım ve akrozom oranı açısından kontrol grubuna göre (% 1.2 ± 0.21, % 

1.2 ± 0.21 ve % 13.3 ± 0.70) taurin (% 0.8 ± 0.15, % 0.2 ± 0.08 ve % 10.7 ± 0.51), 

trehaloz (% 0.5 ± 0.07, % 0.1 ± 0.04 ve % 5.2 ± 0.26), lipoik asit (% 1.0 ± 0.12, % 

0.2 ± 0.07 ve % 7.1 ± 0.41) ve trolox (% 0.4 ± 0.08, % 0.1 ± 0.04 ve % 3.6 ± 0.21) 

gruplarında en düşük değerler elde edildi. Spermatozoon HE-test parametrelerinden 

H+/E-  tip spermatozoonlarda kontrol grubuna göre (% 22.3 ± 0.72) taurin (% 32.6 ± 

1.31), trehaloz ( % 30.2 ± 1.52) ve lipoik asit (% 28.1 ± 1.25) gruplarındaki artışlar 

önemli (P<0.05) bulunmuştur. DNA hasarında en düşük değer yine kontrol grubuna 

kıyasla (68.7 ± 4.09 AU) trehaloz (43.5 ± 4.51 AU) ve lipoik asit (48.4 ± 5.27 AU) 

gruplarında gözlendi. Oksidaitif stres parametrelerinden MDA yönünden lipoik asit 

(3.7 ± 0.21 nmol/ml) ve trolox (3.6 ± 0.24 nmol/ml) en düşük değeri göstererek 

koruma sağlamıştır. 

Sonuç olarak koç spermasının dondurulmasında antioksidan olarak kullanılan 

taurin, trehaloz, lipoik asit ve trolox’un etkinliklerinin farklılık gösterdiği bunun 

yanında lipoik asitin gerek oksidatif stres ve gerekse DNA hasarını azaltıcı 

etkisinden dolayı diğerlerine nazaran üstünlük sağladığı ancak tüm antioksidanların 

farklı dozajlarda spermatolojik özellikler, CASA, oksidatif stres parametreleri ve 

DNA hasarı üzerine etkisinin daha geniş hayvan materyali kullanılarak dölverimi 

sonuçları ile birlikte değerlendirilmesinin yararlı olacağı kanısına varılmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, DNA Hasarı, H-E testi, Koç Sperması, Oksidatif 

stres  
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SUMMARY 

The effects of some antioxidant additives on spermatological parameters, 

oxidative stress and DNA damage after frozen-thawed process in ram semen 

The aim of this study was to determine the effect of the addition of antioxidants on 

the post thawed sperm, CASA, oxidative stress parameters and the DNA damage. 

Semen were collected from 2-3 years of age ten Pirlak rams under Afyonkarahisar 

conditions and these semen were divided in the five equal aliquots and diluted with 

the tris base extender containing with taurine, trehalose, trolox, lipoic acid and no 

antioxidant (control). Diluted samples were submitted to three hour equilibration at 5 
o
C and frozen 0,25 ml French straws in liquid nitrogen vapour and storage in liquid 

nitrogen (-196 
o
C).  

In thawed semen according to subjective motility (54.6 ± 2.25 %) and CASA 

motility (24.2±1.84 %), VAP (98.2 ± 2.20 µm/s) and VSL (80.1 ± 1.88 µm/s) taurine 

group indicated the highest value. Abnormal spermatozoon, head, middle piece and 

acrosome rate comparing with control group (1.2 ± 0.2 % 1, 1.2 ± 0.21 % and 13.3 ± 

0.70 %) taurine (0.8 ± 0.15 %, 0.2 ± 0.08 %  and 10.7 ± 0.51 %), trehalose (0.5 ± 

0.07 %,  0.1 ± 0.04 % and 5.2 ± 0.26 %), lipoic acid (1.0 ± 0.12 %,  0.2 ± 0.07 % and 

7.1 ± 0.41 %) and trolox (0.4 ± 0.08 %, 0.1 ± 0.04 % and 3.6 ± 0.21 %) in these 

groups the lowest value were found. In the increases H+/E- type spermatozoon which 

one of spermatozoon HE-test parameters compared with control group (22.3 ± 0.72 

%) then taurine, (32.6 ± 1.31 %), trehalose (30.2 ± 1.52 %) and lipoic acid (28.1 ± 

1.25 %) groups were found significantly (P<0.05). In DNA damage, the lowest value 

trehalose (43.5 ± 4.51 AU) ve lipoic acid (48.4 ± 5.27 AU) were observed in 

compared control group (68.7 ± 4.09 AU). According to MDA which is one of the 

oxidative stress parameters, lipoic acid (3.7 ± 0.22 nmol/ml) and trolox (3.6 ± 0.24 

nmol/ml) indicated the lowest value that provided preservation. 

In conclusion that the effects of antioxidants such as taurine, trehalose, lipoic 

acid and trolox for frozen of ram semen is found to be significant at differences in 

effectiveness whereas lipoic acid is more effective on reducing oxidative stress and 

damage in DNA. However in order to understand the positive effects of antioxidants, 

it is essential to test in different dosages on spermatalogic parameters, CASA, 

oxidative stres parameters ve DNA damage together with fertility result on large 

number of animals. 

 

 

Key Words: Antioxidant, DNA damage, H-E test, Ram Semen, Oxidative stress             
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