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ONSOZ

Tiirkiye’de et, siit, deri ve yapagi gibi trlinleri ile halkin beslenmesinde ve yasaminda
ayr1 bir yere sahip olan koyun yetistiriciliginde, elde edilen iriinlere yilin her
mevsiminde talep vardir. Diger hayvancilik kollarinda oldugu gibi koyun
yetistiriciliginde de tlizerinde durulmasi gereken en 6nemli 6zellik d6lverimidir. Clinkii
ekonomik deger tasiyan hayvansal iiriinler ancak diizenli d6lverimi sonucu elde edilen
yeni Kkusaklarla siirdiiriilebilmektedir. Giiniimiizde gen kaynaklarimi tasiyan esey
hiicrelerinin yeni kusaklara aktarilmasi, kaynaklarin korunmasi ve saklanmasi ile
miimkiindiir.

Dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalardan elde edilen fertilite orani
ineklere nazaran koyunlarda daha disiiktiir. Bunun nedeni dondurma-¢ozdiirme
esnasinda spermatozoon membraninda olusan degisimler, ozmotik stres, ortamda
meydana gelen serbest oksijen radikalleri nedeniyle hiicrede olusan deformasyonlar ve
hiicre DNA’larinda meydana gelen hasarlardir. Bu olumsuzluklara neden olabilecek
etkenleri ortadan kaldirmak amaciyla sperma sulandiricilarina bazi antioksidanlar ilave
edilmektedir.

Yapilan bu tez ¢alismasinda Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen Pirlak irki
koglarin spermalarinin uzun siireli saklanmasinda sulandiricilara katilacak olan farkl
antioksidanlarin spermatolojik parametrelere, oksidatif stres ve DNA hasar1 lizerine
etkilerinin ortaya konulmasi, meydana gelen hasarlarin en aza indirilmesinde ¢6zdiirme
sonrast antioksidanlarin etkinliginin arastirilmasi ve nihayetinde mevcut metodun
gelistirilerek bolge ve iilke ekonomisine katki saglamasi hedeflenmektedir.
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1. GIRIS

Kiiclik ruminantlarin beslenmesindeki dogal kaynaklarin varligt ve uygunlugu,
halkin sosyo-ekonomik yapist ve tiiketim aligkanliklar1 gibi nedenlerden dolay:
Tiirkiye hayvancilii igerisinde koyun yetistiricili§inin 6nemli bir yeri vardir.
Modern koyun yetistiriciliginde en 6nemli hedefler verimliligin siirdiirtilebilirligi ve
reprodiiktif performansin yiikseltilmesidir. Ekonomik deger tasiyan hayvansal
iriinler ancak diizenli lireme ile elde edilen yeni kusaklar ile siirdiiriilebilir. Bundan
dolayidir ki dolverimi g¢iftlik hayvanlarinin en énemli verimlerinden olup ddlverimi
diisiik olan bir hayvandan yiliksek verimli yavru alinamayacagi gibi dolverimleri
degisik faktorler tarafindan olumsuz yonde etkilenmis hayvanlardan da istenen bir
dolverimi elde edilemez. Ddlveriminin arttirilmasi, yetistiriciye baslica iki yonde
yarar saglar. Bunlardan birincisi, dolverimi yiiksek populasyonlarda daha siki
seleksiyon yapma imkanin olmasi, ikincisi ise elde edilen yavrulardan damizlik dist

kalanlarin sayisal artisiyla saglanacak kazancin yiikselmesidir.

Siirli hayvani olan koyunlarda bireysel infertilite veya sterilite olgular1 digide
fazla 6nem tagimazken erkek hayvanlarda siiriiniin dolverimi agisindan biiyiilk 6nem
tagimaktadir. Ciinkii, koyunlar mevsimsel poliostrik hayvanlar olduklarindan agim
sezonu esnasinda tohumlandiklar1 halde gebe kalmayan disiler genellikle et olarak
degerlendirildiklerinden dolay1r dolveriminin dolayistyla yavru veriminin diigmesine
neden olmaktadir. Bu nedenle damizlik olarak secilecek erkek hayvanlarin androlojik
parametrelerinin bilinmesinin yiliksek verimli irklarin olusturulmasinda ve gelistirilen
genotiplerin devamliliginin saglanmasinda 6nemli bir yeri vardir. Giliniimiizde
genetik materyalin onemli bir pargasin1 olusturan erkek gamet hiicrelerinin
dondurulmasi nesli ile tikenmekte olan, degerli ve essiz hayvanlarin genetik

korunmasi i¢in son derece dnemli bir ara¢ haline gelmistir.



Glinlimiizde boga spermasinin dondurularak suni tohumlama ¢alismalarinda
kullanilmasi sonucunda elde edilen basar1 tatmin edici olmakla birlikte kog ve teke
spermalarinin dondurulup suni tohumlama uygulamalarinda kullanilmas1 sonucu elde
edilen dolverimlerindeki basar1 oranlar1 yeterli diizeylere ulasamamistir. Bunun da en
onemli nedenlerinden baslicas1 ko¢ ve teke spermatozoonlarinin plazma
membranlariin yapisinin donmaya karsi boga spermatozoonlarina gore daha hassas
olmasi ve boylelikle ¢6ziim Sonu elde edilen spermatozoonlarin kalitesinin istenen
seviyede olmamasidir. Gerek biiyiik ruminantlarda elde edilen basarmin daha da
ilerletilmesi gerekse kiigiik ruminantlar da bu problemlerin ortadan kaldirilmasi
amactyla spermanin dondurulmasinda farkli kimyasal maddeler kullanilarak

spermanin uzun siire saklanma c¢aligmalar1 devam etmektedir.

1.1. Koglarda Spermanin Saklanmasi

Spermatozoonlarin dondurulmak suretiyle canliliginin uzun yillar muhafaza edilmesi
olarak bilinen kriyopreservasyon isleminde amag, ¢ok diisiik 1s1da canli bir hiicrenin
veya dokunun minumum hasarla fonksiyon kaybi1 olmaksizin uzun siireli
saklanmasidir (Bailey ve Bilodeau, 2000; Trounson, 1990). Bu islem spermanin
sulandirilmasi,  sogutulmasi, dondurulmasi ve c¢oOzdiirlilmesi asamalarim
kapsamaktadir. Bu prosediirler esnasinda spermatozoon hiicresinde soguk soku,
ozmotik sok, kapasitasyon benzeri degisimler ve akrozom bozuklugu

sekillenebilmektedir (Holt, 2000a).

Suni tohumlama uygulanmalarinin yaygin hale gelmesinden sonra degerli
damizlik hayvanlarin spermalarimin farkli alanlara taginarak, daha fazla sayida
hayvanin tohumlanmasi amaciyla spermanin uzun siire saklanma gerekliligi ortaya
cikmigtir. Spermatozoon metabolizmasinin yavaglatilmasi veya durdurulmasi yoluyla
fertilitenin devami saglanabilmektedir. Bazi arastirmacilar (Maxwell ve Saloman,
1993; Saloman ve Maxwell, 2000) spermanin sicakliginin diisiiriilerek spermatozoon
metabolizmasinin yavaslatilmasi veya durdurulmasi suretiyle spermanin sivi olarak

ya da 0 °C’nin altinda dondurularak saklanabilecegini bildirmislerdir. Spermanin



dondurulmas: konusunda bilinen ilk ¢alismalar 1780 yilinda Italyan fizyolog Lazzaro
Spallanzani’ye aittir (Demirci, 2002; Yoshida, 2000). Bernstein ve Petropavlovsky
(1937) spermanin dondurulmasi g¢alismalarina memeli ve kanatli spermasini -21
°C’de gliserol yardimiyla dondurarak devam etmislerdir. Bundan sonra 1949 yilinda
Polge ve ark. (1949)’nin spermanin dondurulmasi {izerine yaptiklari c¢aligmalar
neticesinde gliseroliin soguga karsi koruyucu etkisinin oldugu 6n planda yer almistir.
Bu teknigin dayandigi temel ilke, uygun tekniklerle sperma sicakligmin -79 °C ile -
120 °C’ye kadar diisiiriilerek s1v1 azot igerisinde (-196 °C) muhafaza edilmesidir. Bu
onemli bulusu Emmens ve Blackshaw (1955)’1n boga, ko¢ ve tavsan spermalarini
gliserol iceren koruyucu maddeler icerisinde ve diisiik sicakliklarda dondurup
saklamalar1 izlemistir. Bu ¢alismalarda dondurulmus boga spermalarindan tatmin
edici sonuglar alinirken basta ko¢ olmak {izere diger evcil hayvan tiirlerinden istenen

sonuclar saglanamamustir.

Organik sulandiricilarin kullanimi tizerine 1970°1i yillarda yogun ¢alismalar
yapilmis ve Visser ve Salamon (1973) spermanin saklanmasi amaciyla Tris (Tris
(hydroxymethyl)-aminomethane) ig¢eren sulandiricilar kullanmiglardir. Prensipte bu
sulandiricilar pH degisimlerine karsi diger sulandiricilara gore daha esnektir.
Giiniimiizde de Tris sulandiricist tim evcil hayvanlarin spermalariin Kisa ve uzun
stire saklanmasi amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir (Bucak ve ark., 2009;
Giindogan ve ark., 2011; Maia ve ark., 2010). Spermanin dondurulmasi ve
saklanmasinda, sogutucu ve dondurucu olarak bilinen sivi nitrojen 1957°de rutin
olarak kullanilmaya baslanmistir. Konteyner olarak adlandirilan paslanmaz celikten
yapilmis vakumlu genis kaplarin gelistirilmesi, spermanin ¢iftliklerde saklanmasi ve
uzun mesafelere taginmasi amaciyla giinimiizde de halen pratik olarak

kullanilmaktadir (Demirci, 2002).

1.2. Spermanin Saklanmasinda Kullanilan Sulandiricilar

Sperma degisik hayvan tiir ve irklarina gore degisen teknik ve yoOntemlerle

dondurulabilmektedir. Ancak dondurma isleminin prensipleri ortakdir. Bu



prensiplerin basinda spermanin uygun medyumlarla sulandirilmasit gelmektedir.
Spermay1 sulandirmak i¢in kullanilacak sulandiricilarin sahip olmasi gereken temel
Ozellikler asagidaki sekilde siralanmaktadir; (Demirci, 2002; Hafez, 1987,
Yurdaydin, 1990)

a- Izotonik bir osmotik basing ve elektrolit dengesi saglamalidir.

b

Spermatozoon canliligini ve aktivelerini uzun siire saglamasi i¢in gerekli olan

kimyasal maddeler arasinda bir denge olmalidir.

c- Gerek aerob ve gerekse anaerob kosullarda spermatozoonlarin beslenmesini
saglayacak besin maddelerini igermelidir.

d- Soguk sokuna ve hizli sogutmanin zararh etkilerine karsi spermatozoonlari
korumalidir.

e- Spermatozoonlarin metabolizma artiklarindan meydana gelen toksik etkileri
ortadan kaldiracak kimyasal maddeler igermelidir.

f- Spermatozoonlara ve disi genital kanala zarar vererek fertilizasyonun
sekillenmesine engel olabilecek enfeksiyon etkenlerini tasimamalidir.

g- pH’nin zararl etkileri sonucu olusan laktik asitten korunmak i¢in bir tampon

gorevi yapmalidir.

Bunun yani sira spermatozoonlar ani sicaklik degisimlerinden ¢abuk
etkilendiginden sperma ile sulandiricinin ayni sicaklik derecesinde olmasi
gerekmektedir. Ayrica kademeli bir sekilde sulandirict spermaya katilmalidir. Diger
yandan sulandiricinin  miktari, ejakiilat miktari, Spermatozoon motilitesi ve
yogunlugu ile hayvan tiirlerinde bir tohumlama dozunda bulunmasi gereken motil

spermatozoonlarin oranina gore belirlenmektedir (Yurdaydin, 1990).

Standart dondurma metodu sicakligin azaltilmasi, hiicresel dehidrasyon,
dondurma ve c¢ozdiirme islemlerini kapsamaktadir. Kriyopreservasyon islemleri
spermatozoonlarin erken kapasite olmalarini artirmaktadir. Bu degisimler belki
spermatozoon motilitesini etkilememekte ancak spermatozoonlarin yasam ve fertil
yasam siirelerini, disi reprodiiktif sistemle etkilesimini ve spermatozoonlarin

fertilizasyon yeteneklerini azaltmaktadir (Medeir ve ark., 2002).



Giliniimiize kadar evcil ya da vahsi hayvanlarin spermalarinin kisa veya uzun
siireli saklanmasinda birgok sulandirici ve bu sulandiricilara katilan maddeler
kullanilmistir. Yumurta saris1 hemen hemen tiim evcil hayvanlarin spermalarinin kisa
siireli saklanma ve dondurulma asamasinda sulandiricilara farkli oranlarda
katilmaktadir.  Yumurta  sarisimin  sulandiricilara  katilmasindaki  amag
spermatozoonlart 37 °C’den 5 °C’ye kadar sogutulmasi esnasinda meydana gelen
soguk sokundan korumaktir (Hafez, 1987). Yumurta sarisinin soguga karsi koruyucu
etkisi, fosfolipit, kolesterol ve diisiik yogunluktaki lipoproteinleri (Low density
lipoprotein, LDL) icermesinden kaynaklanmaktadir (Clulow ve ark., 2007; Medeir
ve ark., 2002). Yumurta sarisinda bulunan LDL’nin % 75’ini lipitler, % 25’ini ise
rezidtial lipoproteinler olusturmaktadir (Evans ve ark., 1973). Ancak bu koruma
mekanizmasi hala tam olarak anlasgilamamis olup c¢esitli teoriler one siiriilmektedir.
Bergeron ve Manjunath (2006)’in ileri siirdiigti ilk teoriye goére LDL’nin
spermatozoon membrani ile etkilesime girip membrani stabilize hale getirerek etki
yaptig1 bildirilmektedir. Ikinci teori LDL igerisinde bulunan fosfolipitlerin koruyucu
ince bir film tabakasi gibi spermatozoonun ylizeyini kaplayarak ya da
Kriyopreservasyon siiresince hasarlanan fosfolipitlerin yerine gegerek koruyucu etki
yaptiklar1 bildirilmektedir. One siiriilen son teoride ise LDL’nin seminal plazmadaki
katyonik peptidler ile yaris halinde oldugu ve spermatozoon membranina baglanarak

koruyucu etki yaptigini bildirmektedirler.

Phillip (1939) ilk defa boga spermasi sulandiricisina 10 °C’de yumurta sarisi
ilave ederek boga spermatozoonlariin yasam siirelerini uzatilabildigini bildirmistir.
Daha sonra yumurta sarisinin boga ve ko¢ spermasinin saklanmasinda yararli oldugu
goriilmiis ve yumurta sarist sperma sulandiricisinin en yaygin bileseni haline
gelmistir. Yumurta sarisinin bu koruyucu etkisi sadece sogutma esnasinda degil ayni
zamanda dondurma esnasinda da devam etmektedir (Watson, 1981). Yumurta sarisi
spermatozoon membranindaki lipit faz gecisini etkileyerek soguk sokunu
engellemekte ve bu koruma etkisini -20 °C’ye kadar siirdiirmektedir (Drobnis ve ark.,

1993). Abdelhakeam ve ark. (1991)’lar1 sulandiriciya yumurta sarisi ilavesinin,



ozellikle spermanin 5 °C’ye kadar hizl1 bir sekilde sogutulmasindan sonra elde edilen

motilite orani lizerine pozitif etki yaptigini bildirmisler.

Spermatozoon hiicre bilesenlerinden fosfolipitler ve kolesterol soguk sokuna
karst1 korumada O©nemlidir. Spermatozoonlarin soguk sokuna duyarliligi hiicre
membraninda bulunan fosfolipitlerdeki doymamis yag asitlerinin  yiiksek
konsantrasyonda olmasindan ve diisiik kolesterol iceriginden kaynaklanmaktadir.
Yiiksek oranda doymamis yag asitleri spermatozoonlarin motilite, metabolizma,
ayrintili yapis1 ve fertilizasyon yetenegi lizerine negatif etki yapan peroksidasyona
kars1 duyarli hale getirmektedir. Lipit peroksidasyon tiirevlerinden 4- hidroxynonenal
ko¢ spermasinda spermatozoonlarin motilitesini azaltarak veya tamamen ortadan

kaldirarak mutajenik etki gostermektedir.

Yumurta sarisinin spermatozoonlardaki lipit peroksidasyon oranini belli
oranda azaltmaktadir (White, 1993). Yumurta sarisinda bulunan diisiik dansitiye
sahip fosfolipitler spermatozoonun yiizeyine baglanir ve hiicresel adenilat siklazi

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

Yumurta saris1 yerine benzer etkiye sahip maddeler bulunsa da yumurta
sarisinin spermatozoonlarin plazma membrani iizerindeki koruyucu etkisi 6zellikle
ko¢ spermasini dondurma amaciyla kullanilan sulandiricilardaki 6nemini halen
korumaktadir. Kog¢ ve teke spermasinda kullanilan Tris sulandiricisina dondurma
yontemine ve sulandiricidaki diger kimyasallarin oranlarina bagl degismekle beraber
% 15 oraninda yumurta sarist katilmasinin uygun oldugu bildirilmektedir (Saloman
ve Maxwell, 2000). Boga spermasinin dondurulmasinda kullanilan sulandiricilara ise
% 20 oraninda katilmaktadir (Su ve ark., 2008). Yumurta sarisinin spermatozoonlarin
membran biitiinliigline koruyucu etkisi evcil hayvanlarda kabul edilmistir. Ancak
yumurta sarisi oraninin artirtlmasiyla membran destablizasyonu ve akrozomal
bozukluk meydana geldigi rapor edilmistir (Watson, 2000). Yumurta saris1 genel
olarak, yumurta saris1 - fosfat sulandiricisi, yumurta saris1 - sodyum sitrat, yumurta

sarisl - tris ve yumurta sarist - siit tozu kombinasyonlar1 seklinde ve bunlara da



hayvan tiirlerine gore uygun olarak glikoz, sukroz, fruktoz ve rafinoz sekerlerinin

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

Yagl, yagsiz ve islenmis siit yillardir gerek koc¢ gerekse diger hayvan
tirlerinin ~ spermatozoonlarmin  kisa ya da uzun siireli saklanmasinda
kullanilmaktadir. Bu sulandiricilarin = basaris1  i¢ginde bulundurdugu protein
fraksiyonlarina dayandirilmaktadir. Bu protein fraksiyonlar1 pH degisimlerine karsi
ve agir metallerle etkilesime girip selat olusturarak etkinliklerini gostermektedir. Siit,
¢ozdiirme sonrasi ko¢ spermasinda yiiksek yasama yetenegi, akrozom biitiinligi ve
motilite saglamada temel sulandiricilardandir (D’allessandro ve ark., 2001;
D’alessandro ve Martemucci, 2005). inek siitii diger tiirlerlere gore daha fazla tercih
edilmektedir. Kullanilmadan &nce 92-95 °C de 8-10 dk sitilip protein
fraksiyonlarindan lesitinin inaktive edilmesi gerekmektedir. Cilinkii lesitin
spermatozoonlar icin toksik etkili bir maddedir. Kisa siireli saklamalarda yagsiz
slitiin tam yagli siite goére daha iyi bir koruma sagladig: bildirilmektedir (Saloman ve
Maxwell, 2000). Siitiin igerisinde en iyi koruyucu bilesik kazein miselleridir. Siitteki
kazein misellerinin izole edilip direkt olarak sulandirictya eklenmesi sonucunda kisa
stireli saklamada kog, boga, aygir ve teke spermatozoonlarini koruyabilmektedir.
Kazein miselleri boga spermatozoonlarinin dondurulmasinda gliserol ve laktoz ile
beraber kullanildiginda iyi bir koruma saglamaktadir (Bergeron ve Manjunath,
2006).

Ollero ve ark. (1998) laktoalbiiminin spermatozoonlarin yasama yetenegini ve
motilitesini  arttirdigini, kazeinin antioksidan etkiye sahip oldugunu, siit
lipoproteinlerinin  ise  yumurta sarisindakilere benzer etki olusturdugunu

bildirmislerdir.

Gerek yumurta sarsist gerekse siit bazli sulandiricilar hayvansal orjinli
bilesikler oldugundan sulandirict medyumunu ve spermay1 kontamine etme olasilig1
oldukca vyiiksektir. Bu yiizden sulandiricilara katilacak olan bu bilesiklerin

mikrobiyal a¢idan temiz olmasina dikkat edilmelidir. Bu bilesiklerin yerine



kullanilacak yeni bilesikler heniiz tam olarak ortaya konamamistir. Yumurta sarisi ve
siitiin depolanmaya, sogutmaya ve dondurma hasarina karst gosterdigi olumlu
etkisine esdeger bilesikler halen tam anlamiyla bulunamamustir (Bergeron ve
Manjunath, 2006). Giiniimiizde basta koglar olmak tizere diger hayvan tiirlerinin
spermalarinin  saklanmasinda ve dondurulmasinda yogun olarak kullanilan

sulandirici; glikoz - yumurta sarist - sitrat’dan olusan bilesimdir.

Sitrat sulandiricisinin bilesimi;

2.37 g sodyum sitrat

0.50 g glikoz

15 ml yumurta saris1

100000 IU penisilin

100 mg streptomisin

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

Boga spermalarinin saklanmasi sirasinda kullanilan sulandiricilara tampon
madde olarak ilk 6nce fosfat kullanilmis daha sonra sitratin kesfedilmesi ile rutin
olarak sitrat kullanilmaya baslanmistir. Sitratin selat olusturma 6zelligi, yumurta
sarisinda bulunan protein fraksiyonlarinin eriyebilirligini artirarak etki yapmaktadir

(Vishwanath ve Shannon, 2000).

Organik sulandiricilar tizerine 1970’11 yillarin baginda ve ortalarinda yogun
calismalar yapilmistir. Buradaki ana ilke fosfat ve sitratin tamponlama
kapasitesinden daha iyi ve canli hiicreler {izerine toksik olmayan, Spermatozoon
hiicrelerine penetre olabilen ve pH degisimlerine kars1 hiicre i¢i tamponu gibi
reaksiyon verebilen maddeleri bulmak olmustur. Arastirmalar neticesinde bu organik
sulandiricilardan Tris gliniimiizde kog, boga ve domuz spermalariin saklanmasinda

en ¢ok tavsiye edilen sulandirici haline gelmistir.



Tris sulandiricisinin bilesimi;
3.63 g Tris

0.50 g fruktoz

1.99 g sitrik asit

14 ml yumurta saris1

100000 U penisilin

100 mg streptomisin

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

Paulenz ve ark.’lar1 (2002) ko¢ spermasinin dondurulmasinda siit ya da
sodyum sitrat bazli sulandiricilar yerine organik Tris bazli sulandiricilarin
kullanilmasinin, gerek sulandirma sonrasi gerekse de ¢Ozdliirme sonrasi
spermatozoonlarin yasayabilirlikleri ve motiliteleri iizerine daha etkili oldugunu

bildirmektedirler.

Gindogan (2009) koglarda yumurta sarist  icermeyen AndroMed®
sulandiricisinin, yumurta sarisi igeren Tris, sodyum sitrat, siit tozu ve glikoz fosfat ile
sulandirdig1 kog¢ spermasindaki motilite, HOS test, 6lii ve anormal spermatozoon
oranini iizerine en olumlu etkiyi Tris ve sodium sitrat sulandiricilarinin sagladigini

bildirmektedir.

Bunun yaninda ¢esitli hayvanlarin spermalarimin  saklanmasinda ve
dondurulmasinda farkli isimlerle anilan kullannoma hazir sulandiricilarda

bulunmaktadir (Vishwanath ve Shannon, 2000).

1.3. Kriyoprotektantlar

Donmaya karst koruyucu maddeler olarak bilinen kriyoprotektantlar, hiicrenin

sogutulmasi, dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi esnasinda gelisen fiziksel, kimyasal ve

oksidatif stres sonucu meydana gelen soguk soku, ozmotik degisim, intraseliiler
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kristal olusumu ve serbest oksijen radikallerinin olusturdugu hasarlar1 azaltmak
amaciyla kullanilmaktadir. Kriyoproktektantlar direkt olarak ¢6ziim sonu
spermatolojik ~ parametreleri  ve  fertiliteyi  etkilemektedir.  Kullanilan
kriyoprotektantlarin en 6nemli 6zellikleri diisiik molekiiler agirliga sahip olmalari ve
toksik etkilerini ise ancak belirli oranlarda katildiginda goriilmesidir (Oehninger ve
ark., 2000). Kriyoprotektantlar oda sicaklig1 yerine siklilikla 0-4 °C’de sulandiriciya
eklenir. Bu sayede sicakligin kimyasal toksisite etkisinden korunmaktadir.
Kriyoprotektant maddelerin sulandiricida kullanilacak oranlar1 ve koruyucu etkileri
hayvan tiiriine, hiicredeki gecirgenlik farkliliklarina, spermanin dondurma
metotlarina, sulandiricinin bilesenlerine bagli olarak degismektedir (Saloman ve

Maxwell, 2000).

Kriyoprotektantlar etki mekanizmasina gore permabl olmayan (Seker, EDTA)
ve permabl (Gliserol, Etilen Glikol, Amid Tiirevleri, Dimetil siilfoksit) olmak tizere
iki guruba ayrilmaktadirlar (Hammerstedt ve ark., 1990; Purdy, 2006; Sieme ve ark.,
2008).

1.3.1. Gliserol

Gliserol giiniimiizde spermanin  dondurulmasinda  kullanilan en yaygmn
kriyoprotektantdir (Curry, 2000; Holt, 2000a; Medeir ve ark., 2002). Gliserol, yiiksek
oranda hidrofilik yap1 gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal yapisindaki C/OH
oraninin esit olmast onun spermatozoon iizerine olan etkisini artirmaktadir.
Gliseroliin toksisitesi metabolik doniisiimiinde olusan methylglycosal tarafindan
olusturulmaktadir. Hiicrelerdeki gliseroliin toksik etkisi sogutma ve donma hizina,
sulandiricinin kompozisyonuna, gliserolizasyon ydntemlerine, membran yapisinda
meydana getirdigi degisiklige ve ozmotik strese neden olmasiyla sekillenmektedir
(Fahy, 1986; Holt, 2000a; Woods ve ark., 2000). Saloman ve Maxwell (2000)
gliseroliin koruyucu etkisinin su baglama 6zelligine dayandigini bildirmektedirler.
Gliseroliin  kriyoprotektant olarak koruyucu etkisi kismen donma esnasinda

spermatozoon plazma membraninin su gecirgenligini ve akiskanligini artirmak
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yoluyla membranlarda bazi faz gegislerini engellemesine baglanmaktadir. Gliserol,
donma aninda genis hiicre i¢i kristal olusumunu Onler, hiicrelerde dehidrasyonu
gergeklestirir, hiicre i¢i yogunlugu artirir ve spermatozoonu donmanin zararli
etkilerine karst korur. Gliserol temelde hiicre i¢i ve dist kristalizasyon olayimi
etkilemekte ve hiicrede kismi dehidrasyon sonrasinda jelimsi bir yap1
olusturmaktadir. Yumurta saris1 ile bu yonde birbirini tamamlayici etkisinin varligi

da bildirilmektedir (Medeir ve ark., 2002).

Gliserol ~ katilmadan  yapilan = dondurma  islemleri  sonucunda
spermatozoonlarin canli kalma oranlar1 6nemli dlgiide azalmaktadir. Bu nedenle buz
kristallerinin sekillenmesinin tamamen onlenmesi i¢in % 30’dan daha fazla gliserol
gereklidir (Hammerstedt ve ark., 1990; Leeuw ve ark. 1993). Ancak spermaya
gliserol ilave edilmesinin dondurulup ¢ozdiiriilmiis spermada oldugu gibi
dondurulmamig spermanin da kalitesini bozduguna, akrozomal bozukluklara neden
olduguna, akrozom  reaksiyonun  baslamasin1  hizlandirmast  sebebiyle

spermatozoonlarin  fertilizasyon  kapasitesini  azalattifina  iliskin  goriisler

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

Mann ve White (1957) gliseroliin protein ve enzim denatiirasyonunu
engelleyerek spermatozoonlari donmanin zararl etkilerinden korudugunu, fakat bu

etkinin ko¢ spermasinda daha az oldugunu bildirmislerdir.

Slavik (1987) gliseroliin, sulandiricinin ozmotik basincini artirarak akrozom
reaksiyonunun indiiklenebilecegini vurgulamistir. Jones ve ark.’lar1 (1992) gliseroliin
¢Ozdiirme sonrasi kog, boga, teke spermatozoonlar1 tarafindan metabolize edildigini,
artan enerji gereksinimi sonrasinda ATP sentezi ve tiiketiminin arttigini, neticede

spermatozoonlarda hasarlar meydana geldigini ifade etmislerdir.

Molina ve ark. (1994) kog¢ spermasinin dondurulmasinda farkh
konsantrasyonlarda (% 0, 1,5, 3, 6, 12) kriyoprotektant madde olarak DMSO, etilen

glikol, propilenglikol ve gliserol kullandiklar1 ¢aligmalarinda gliseroliin 6zellikle % 3
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ve % 6’lik konsantrasyonun ¢oziim sonrasi motilite ve akrozom biitiinliigli lizerine

diger gruplara gore olumlu etki yaptigini bildirmektedirler.

Fiser ve Fairfull (1984) koglarda % 4-6 gliserol konsantrasyonlariin optimal
oldugunu, fakat ihtiyag duyulan bu oranlarin sulandiricinin ozmolaritesini

etkileyebilecegini vurgulamislardir.

Biiyiik ruminantlarin spermalarinin dondurulmasinda sulandiriciya katilacak
olan gliserol oran1 % 4-8, kogta bu oran % 4-6, aygirlarda % 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

Birgok tiirlin spermasinin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi esnasinda meydana gelen
soguk sokuna kars1 etilen glikol, gliserol ile benzer etki yapmaktadir. Etilen glikol ile
gliserolde bulunan karbon atomlar1 ve hidroksil guruplar1 (C/OH) ayni oldugundan
dolay1 benzer kimyasal yapiya sahiptirler. Etilen glikoliin molekiil agirligi (62.07
g/mol) gliseroliin molekiil agirligindan (92.10 g/mol) daha diisiik oldugu igin daha az
toksik ve hiicre permabilitesi daha yiiksek olabilir. Bu sebepten dolayi etilen glikol
birgok tiiriin spermasinin dondurulmasinda kullanilabilmektedir (Martins-Bessa ve
ark. 2006; Massip, 2001).

Etilen glikoliin sigir, insan ve domuz spermalarindaki kriyoprotektif etkinligi
gliserole gore cok daha iyidir ¢linkii gliserolden daha hizli bir sekilde spermatozoon
membranin1 gecmektedir. Gliserolden daha diisiik konsantarasyonda kullanildiginda
etilen glikol aygir spermatozoonlarinin motilite ve yasayabilirlikleri iizerine daha az
zarar verici etki yapmaktadir. Ancak kiiclik ruminantlarin spermatozoonlarinin
dondurulmasinda gliserol kadar iyi bir kriyoprotektant degildir (Santiani ve ark.,
2005).
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Silva ve ark. (2012) tris bazli kog sperma sulandiricisina ilave edilen % 3
oraninda etilen glikoliin ¢6ziim sonrast spermatozoonlart dondurmanin zararl

etkilerine kars1 korudugunu bildirmislerdir.

Ortloff ve ark. (2006) etilen glikoliin insan spermasinin dondurulmasi
sirasinda akrozomu sicaklik degisimlerinden gliserol ve dimetilsiilfoksite gore daha

iyi korudugunu bildirmislerdir.

1.3.3. Amid Tiirevleri

Amid tiirevi Kriyoprotektantlar olarak formamid, dimetilasetamid (DMA), asetamid
ve dimetilformamid sayilabilir. Amid tiirevi Kriyoprotektantlar diisiik molekiiler
agirliga sahip, suda miikemmel ¢6ziinebilen ve minumum toksik etkinlige sahiptirler.
Molekiil agirliklar1 gliserole oranla ¢ok daha diisiik oldugu i¢in daha az osmotik
hasar meydana getirirler. Bunlar 6zellikle aygir spermalarinin dondurulmasinda
gliserole nazaran daha iyi koruma gostermektedir. Aygir spermasinin
dondurulmasinda kullanilan sulandiricya % 3-5 oraninda katilmas: donma zararina
kars1 etkili olurken, ¢oziim sonu elde edilecek motilite, canlilik gibi 6zelliklerede

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

Amid tiirevi kriyoprotektantlar gliserole karsi duyarli tiirler olan kanath
(Donoghue ve Wishart, 2000), balik (Psenicka ve ark., 2008) ve tavsan (Moce ve
Vicente, 2009) spermalarinin dondurulmasinda alternatif kriyoprotektantlar olarak

kullanilabilmektedir.

Bittencourt ve ark. (2009) tris bazli trehaloz ilaveli sperma sulandiricisina %
3 DMA ve % 6 gliserol katarak dondurduklar1 ko¢ spermalarinda ¢éziim sonras1 %
3’lik DMA’nin spermatozoonlar iizerine kotii bir kriyoprotektif etki gdsterdigini

bidirmislerdir.
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1.3.4. Dimetilsiilfoksit

Dimetilsiilfoksit (DMSQ) kimyasal 6zelliginden dolayr hem sivi hem de organik
medyumlarda ¢oziinebilmektedir. Kanatli spermasi igin en toksik kriyoprotektant
DMSO iken, en az toksik etkiyi dimetilasetamid ile gliserolin verdigi
bildirilmektedir (Donoghue ve Wishart, 2000). Tavsan spermasinda ¢6zdiirme
sonrast en yiiksek motilite oranini, sulandiriciya % 10-15 oraninda DMSO’nun

katilim1 sonucunda elde edildigi bildirilmektedir (Moce ve Vicente, 2009).

1.4. Antioksidanlar ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Hayati 6neme sahip olan oksijen tiim canlilar i¢in gerekli bir molekiildiir ve enerji
tiretimi igin kullanilmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) enerji tiretiminde 6nemli
tirtinler olup fazla iiretildikleri takdirde zararh etkilere sahip maddelerdir. ROS’larin
lipitlere, proteinlere ve hiicre DNA’sina hasar verici etkileri vardir. ROS’larin negatif
etkilerine kars1 koymak amaciyla savunma mekanizmasi olarak hiicreler
antioksidanlar1 olusturmaktadirlar ve bu iki olay arasinda bir denge bulunmaktadir.
ROS’lar ve antioksidanlar arasindaki dengenin bozularak ROS miktarinin artmasi ile
hiicrede yapisal ve fonksiyonel bozukluklar meydana gelir ki bu oksidatif stres ya da
hasar olarak adlandirilmaktadir (Aitken ve ark., 1989).

ROS’lar siiperoksit, hidroksil, lipit peroksid gibi farkli yapilara sahiptirler.
Oksijen siiperoksid grubuna (O,) demir - kiikiirt i¢eren yiikseltgenme ve indirgenme
enzimleri vasitasiyla indirgenir. Hiicre hasaria yol agan siiperoksid bakirli bir enzim
olan siiperoksid dismutaz kanaliyla hidrojen peroksit (H,O;) ve oksijene gevrilir
(Agarwal ve ark., 2006).

Spermatozoon plazma membraninda doymamis yag asiti formunda bulunan
yaglar oksidatif strese en duyarli makromolekiillerdir ve bunlarin igerisinde ikiden
fazla cift karbon baglar1 bulunmaktadir. ROS’lar hiicre membraninda bulunan

doymamis yag asitlerine zincirleme reaksiyon ile saldirmalarina lipit peroksidasyon
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(LPO) denilmektedir. LPO sonucu olusan malondialdehit (MDA) gesitli
biyokimyasal analizler ile ortaya konarak spermatozoondaki hasarin boyutunu
gosterebilmektedir (Aitken ve ark., 1989; Aitken ve ark., 1994).

Yag asitleri, spermatozoonlarin fonksiyonlarin1 devam ettirebilmeleri igin
gerekli ve spermatozoonlarin membran bilesenlerinin yeniden sentezi i¢in 6nemlidir
(Henkel, 2005). Doymamis yag asitlerinin molekiiler yapisindaki karbon-karbon ¢ift
baglari, komsu hidrojen atomundaki karbon-hidrojen bagini zayiflatarak kirilmaya
yatkin hale getirir. Bunun sonucunda, siiperoksid radikali, hidrojen peroksit ve
hidroksil radikali gibi serbest radikaller hiicre membranlari ile reaksiyona girerek
oksidatif hasara neden olmaktadirlar (Geva ve ark., 1998; Sharma ve Agarwal,
1996). Membran yapisinda meydana gelen bu hasar sonucunda fazla miktarda ROS’a
maruz kalan kalan spermatozoonlar membran birlesmesi olaymma bagh
fonksiyonlarmi1  gergeklestiremezler (Cummins ve ark., 1994). Membran
biitiinligliniin bozulmas1 ayn1 zamanda hiicrenin elektrolitlere karsi gecgirgen
olmasina yol a¢maktadir. Kalsiyum ve kismen sodyum iyonlarinin hiicre icine
alinmasi, hiicrenin enerji liretme mekanizmasini bozar ve ATP’nin azalamasina
neden olur. Hiicre i¢i kalsiyum artis1, proteazlari ve lipazlar aktive ederek
proteinlerin ve yaglarin zarar gormelerine neden olur. Ayrica ROS’lar DNA’da da
hasara neden olur bu da hiicrenin dlimiiyle sonuglanir (Erenpress ve ark., 2002;
Halliwell, 1994; Lopes ve ark., 1998).

ROS’lar radikal ve radikal olmayanlar olmak iizere iki grupta toplanirlar
(Sekil 1.1). Eslesmemis elektron igeren atom grubu veya molekiillere serbest
radikaller, eslesmis elektron igeren atom grubu ya da molekiillere radikal olmayan

serbest oksijen tiirleri olarak adlandirilmaktadir (Onat ve ark, 2002).

LPO spermatozoonlarda motilite kaybinin en o6nemli nedenlerindendir.
Antioksidan 6zelligi bilinen maddelerin sperma sulandiricisina katilmasi sonucu elde
edilen motilite ve MDA sonuglar1 da bunu desteklemektedir (Suleiman ve ark.,
1996).
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Radikaller Radikal Olmayanlar

Stiperoksid anyonu (029 Hidrojen peroksit (H20,)
Hidroksil (HO) Lipit hidroperoksit (LOOH)
Peroksil (ROO) Hipohal6z asid (HOX)
Alkoksil (RO) N-Halojenli aminler (R-NH-X)
Semikinon (HQ) Singlet oksijen (*0.),
Organik radikaller (R) Ozon (O3)
Organik peroksit (RCOO) Azot dioksit (NO,)
Nitrik oksid (NO) Hipoklordz asid (HOCI)
Hemoproteine bagli radikaller Peroksinitrit (ONOO)

Sekil 1.1. Reaktif oksijen tiirleri

ROS’un en 6nemli iki kaynagini kusurlu spermatogenesis sonucu olusan
lokositler ile spermatozoonlar, dzellikle de olgunlasmamis ve 6lii spermatozoonlar
olusturmaktadir (Garrido ve ark., 2004). Spermatozoonlar ve l6kositler tarafindan
tiretilen ejakulattaki reaktif oksijen tiirleri spermaya olumsuz etki yaparak memeli
spermatozoonlarinda hasarlar meydana getirmektedir (Griveau ve Le Lannou, 1997;
Neild ve ark., 2003). ROS direkt olarak LPO’ya neden olup spermatozoon
motilitesinin geri doniislimsiiz durdurulmasina ve niikleik asit ile protein hasarina yol
acarak hiicrenin apoptosisine ve dliimiine de sebep olabilmektedir (Agarwal ve ark.,
2006; Moustafa ve ark., 2004). ROS dolayli olarak spermatozoonlarin enzimatik
savunmasini  azaltarak oksidatif stres tretebilirler. Diger taraftan oksidatif
mekanizmalar memeli spermatozoonlarmin fonksiyonun kontroliinde anahtar rol
oynamaktadirlar (Bennetts ve Aitken, 2005). Spermatozoonlarin fertilizasyon
yetenekleri icin diisiik oranda ROS gereklidir (Saleh ve Agarwal, 2002). ROS
ozellikle spermatozoonlarin kinetik fonksiyonlart olan hiperaktivasyon ve
kapasitasyon icin gerekli olup bu islemi de hiicre i¢gi cAMP iiretimini ve tyrosin
fosforilasyonu stimiile ederek gergeklestirmektedir (Agarwal ve ark. 2006; Aitken ve
ark., 2004; Ford, 2004). Bununla ilgili olarak, Perez ve ark. (1996) dondurulmus kog
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spermatozoonlarinin taze spermadaki spermatozoonlara nazaran daha hizli bir

sekilde kapasitasyona ugradiklarini bildirmektedirler.

ROS spermatozoonlarin fertilizasyon kabiliyetlerinde fizyolojik olarak rol
oynamakta olup Ozellikle spermatozoonlarin zona pellusidaya baglanmasini,
akrozom reaksiyonu gegirmesini ve zona pellusida igerisinden gegerek oositin
membrant ile birlesmesini saglamaktadir. ROS ne zaman diisiik konsantrasyonda
bulunursa normal spermatozoon fonksiyonlari i¢in arabulucu gibi davranirken ne
zamanki iiretimi gerekenden daha fazla olursa o zaman hiicreler i¢in toksik hale

gelmektedir (Griveau ve Le Lannou, 1997).

Dondurma siiresince meydana gelen ozmotik stres ve soguk soku ile LPO
nedeniyle zamanindan Once olusan kapasitasyon dondurma-¢ozdiirme sonrasi
spermatozoonlarin motilitesi ile membran biitiinliigiinii azaltabilmektedir (Salamon
ve Maxwell, 2000; Watson, 2000). Bu fonksiyonel yetersizlik kog
spermatozoonlarinin membraninda yiiksek konsantrasyonda uzun zincirli doymamis
yag asitlerinin bulunmasi ile iligkilidir ve bu yapida oksidatif hasara kars1 hassasiyeti

artirmaktadir (Watson, 1995).

LPO direkt hasarini membran yapisinda degisikliklere neden olarak, indirekt
hasarini ise reaktif aldehidler aracihigiyla gdstermektedir. indirekt hasari meydana
getiren reaktif aldehidler; membran bilesenlerinde c¢apraz baglanmalar ve
polimerizasyona neden olarak membran yapisinin bozulmasina katkida bulunurlar.
ROS hasar1 sonucu olusan LPO’nun indirekt bir indikatorii olan MDA oksidatif stres
gostergesi olarak kullanilmaktadir (McKinney ve ark., 1996; Verma ve Kanwar,
1999). Oksidatif stres, ROS etkisi sonucu LPO ile spermatozoonun motilite kaybina,
hiicre i¢i enzim kaybina ve membran fonksiyonunun kaybolmasma neden
olabilmektedir. Bu durumda genetik yapi, metabolizma ve morfolojik bozukluklar
olusmakta ve spermatozoonlarda fruktolitik ve respiratorik aktivitenin geri

doniisiimstliz olarak ortadan kalkmaktadir. Sonu¢ olarak bozulmus Sspermatozoon
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fonksiyonu ve yapisi infertiliteye yol agabilmektedir (Aitken ve ark., 1993; Cummins
ve ark., 1999; Jones ve Mann, 1977; Lenzi ve ark. 1998; Twigg ve ark., 1998).

Dondurma-¢oézdiirme islemi  spermatozoonlarda ROS’larin  artmasina,
(Chatterjee ve Gagnon, 2001) bunun sonucu olarakta DNA hasarinin artmasina

(Lopes ve ark., 1998) yol agmaktadir.

Spermada ROS hasarina kars1 {i¢ koruyucu enzimatik sistem vardir. Bunlar
stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz/rediiktaz’dan
olusmaktadir (Alvarez ve ark., 1987; Griveau, ve ark., 1995). Tiirler arasinda her
enzim sisteminin katkisinin farkli oldugu ve bunlarin sinerjik olarak hareket ettikleri
tahmin edilmektedir (Hatamoto ve ark., 2006).

Serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlar1 Onleyen, serbest radikalleri
yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelere Antioksidan adi verilir
(Elliot, 1999). Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar1 etkisiz hale getirirler
(Gokpnar ve ark., 2006);

1. Sipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
dontstiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu
yolla etki eder.

2. Sondirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesini ifade etmektedir. Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol
bu sekide etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarm1 kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
seruloplazmin ve agir mineraller oksidanlar1 kendilerine baglayarak inaktive
ederler.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormils biyomolekilii onararak

etkilerini gosterirler.
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Antioksidanlar yap1 ve isleyis mekanizmalarina bakilarak, enzimatik veya
enzimatik olmayan antioksidanlar olarak iki grupta siniflandirilmaktadir (Sekil 1.2)
(Halliwell, 1994). Ayrica gorev aldiklar1 yapilara gore de intraselliiler (SOD, CAT,
GSH-Px, Sitokrom oksidaz), ekstraselliiler (Albiimin, askorbik asit, iirat vb. gibi) ve
membran (Vit. E, koenzim Q, B-Karoten vb. gibi) antioksidanlari olarak da

siiflandirilmaktadirlar (Gutteridge, 1995).

Enzimatik Antioksidanlar Enzimatik Olmayan Antioksidanlar
Siiperoksid dismutaz (SOD) Glutatyon (GSH) Melatonin
Katalaz (CAT) a-Tokoferol (VitE) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (Vit C) Transferin
Fosfolipit hidroperoksit glutatyon B-Karoten (Vit A)  Ferritin
Peroksidaz (PLGPX) Flonoidler Laktoferrin
Glutatyon-S-transferaz (GST) Urat Albumin
Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) Biluribin Lipoik asit
Taurin Trehaloz
Sistein

Sekil 1.2. Biyolojik sistemlerdeki antioksidanlarin siniflandirilmasi

Somatik hiicrelerin stoplazmalari, SOD, CAT ve GSSG-R gibi ¢esitli antioksidan
enzim sistemlerini icermektedir. Ancak spermatozoon hiicrelerinin stoplazmalar1 bu
enzim sisteminden mahrum olduklar1 i¢in ROS’a karst korunmalart diisiik
seviyededir. Oksidatif stres, spermatozoon membranin lipit peroksidasyonu ve gen
bitiinliigiinii  etkileyebilmektedir (Foote ve ark., 2002). Antioksidan ilavesi
spermatozoonlarin  saklanmasi iglemi siiresince oksidatif stresi azaltarak
etkileyebilmekte ve bdylelikle sogutulmus ve dondurulmus spermanin kalitesini
artirmaktadir (Bilodeau ve ark., 2001; Pena ve ark., 2003).



20

Antioksidanlar, 16kositler tarafindan {iretilen ROS’larin siipiiriiclisii olarak
spermotozoonlart korumaktadir. E vitamini sSpermatozoon membraninda 6nemli
zincir kirict etki yapan bir antioksidandir ve etkinligini doza bagimh bir sekilde
gostermektedir (Hull ve ark., 2000). Siiperoksid, hidrojen peroksid ve hidroksil

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

Spermanin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi esnasinda olusan membran lipit faz
degisimi, ozmotik-mekanik strese ve ortamdaki serbest oksijene bagl olarak gelisen
lipit peroksidasyonu ve bunun sonucu olarak olusan serbest oksijen radikalleri
(stiperoksid anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit), hiicre dig1 kristal
olusumu, membran proteinlerindeki denaturasyon, hiicre organellerinde yapisal
deformasyon, DNA’da kirilmalar ve hiicresel lizis antioksidanlarin ilavesiyle
azaltilabilmekte ve ¢oziim sonu spermatozoon fonksiyonlarini iyilestirmektedir
(Gordon, 2005; Maxvell ve Watson, 1996; Peris ve ark., 2007). Spermanin
dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi, olusan ROS f{irlinlerinin yarattig1 oksidatif stresle ve
spermatozoon membranindaki siilfidril gruplarinin yeniden diizenlenmesiyle yakin
iligkilidir. Bununla beraber, siilfidril gruplarinda acilmalar, miktar ve dagiliminda
degisimler, spermatozoonda erken kapasitasyon, spermadaki bazi antioksidan
seviyelerinde diigme ve taze spermaya gore lipit peroksidasyona daha duyarli hale
gelmektedir (Bilodeau ve ark., 2001; Chatterjee ve ark., 2001; Mazur ve ark., 2000).

Spermatozoon kriyopreservasyonu ii¢ fazdan olusmaktadir, birinci faz olan
dondurma Oncesi fazda hiicreler soguk sokuna maruz kalmakta, ikinci kritik
dondurma fazinda hiicre membran1 ozmotik ve termal strese maruz kalmakta ve
ticlincii ¢ozdiirme fazinda ozmotik ve termal stersin yeniden ortaya ciktigr dénemleri
igeren bir siirecgtir. Sperma sulandiricisina katilan katki maddeleri ve antioksidanlar
bu asamalardan bir ya da birkagim1 etkileyerek dondurma-¢ézdiirme sonrasi
spermatozoon motilitesini artirmaktadir (Chen ve ark., 1993). Sperma sulandiricisina
katilan katki maddeleri spermatozoon hiicresinin mitokondrisi ve akrozomun

fonksiyonel biitlinliigii tizerine kriyoprotektif etkiyi ATP’yi hiicre igerisinde
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depolayip enerji iireterek gosterebilmekte ve bunun sonucu olarak spermatozoonlar

tizerine olumlu etki yapmaktadir (Shiva ve ark., 2010).

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine ve dolayisiyla lipit
peroksidasyona karsi koymak igin spermatozoonlar ve seminal plazma bir takim
antioksidanlar icermektedir (Alvarez ve Storey, 1983). Bu antioksidanlarin bir kismi
ortamda olugan ROS iiriinleri temizleyicisi olarak non-enzimatik (albumin, taurin,
hipotaurin, vitamin E), bir kism1 enzimatik (CAT, SOD, GSH-Px) ve bir kismi ise
zincir reaksiyonlarimi kiricist (iirat, askorbik asit, vit E, thiol bilesikleri) olarak
etkimektedir (Sikka, 1996). Fakat bu antioksidan sistemi, ROS iiriinlerinin olas1
toksik etkilerine ve oksidatif hasara kars1 koymada yeterli gelmemektedir (Taylor,
2001). Bu amagla sperma sulandiricilara katilan bazi antioksidanlarin kisa ve uzun
stireli saklamada ortamda olusan lipit peroksidasyonun yarattigi oksidatif hasari
minimize ettigi, canlilifi korudugu, spermatozoonlarin kalitesini ve fonksiyonlarini

gelistirdigi bildirilmektedir (Peris ve ark., 2007).

Memeli hayvanlarin viicut sivilart ve reprodiiktif dokularinda da yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan antioksidan maddeler, eksojen olarak sperma
sulandiricilarina katildiginda, spermadaki reaktif oksijen tiirlerinin (Superoksitin,
hidroksil radikalinin ve hidrojen peroksitin) neden oldugu, hiicre membranindaki
doymamis yag asitleri ve fosfolipitlerin peroksidasyonunu minimuma indirmektedir.
Boylece lipit peroksidasyonunun spermatozoonlarin akrozomunda neden oldugu
hasar azaltilabilmekte ve dolayisiyle elde edilen dolverimi ©nemli o6lgiide

yiikseltilebilmektedir (Dziuk ve ark., 1972).

Koglarda siiperoksid dismutaz, katalaz (Maxwell ve Stojanov, 1996)
ergotiyonin (Yildiz, 2004) ve trehalozun (Lopez-Saaz ve ark., 2000), aygirlarda
glutatyon, katalaz, askorbik asit (Aurich ve ark., 1997) ve taurinin (ljaz ve
Ducharme, 1995), kedi (Luvoni ve ark., 2003) ve tavsanlarda (Alvarez ve Storey,

1983) taurinin sperma sulandiricilarina ilavesinin spermanin kisa ve uzun siireli
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saklanmasinda serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerine karsi spermatozoonun

yagsama siiresini, motilitesini ve membran biitiinliiglinii korudugu bildirilmektedir.

Maxwell ve Watson (1996) taze ko¢ spermasina antioksidan ilavesinin
herhangi bir etki yapmadigini, ancak uzun siireli saklanacak spermada ise olumlu
etkiler yaptigini, ayrica antioksidan ilave edilen ve edilmeyen dondurulmus
¢ozdiiriilmiis ko¢ spermasi ile yapilan laparoskopik tohumlama oranlarini sirasiyla %

82 ve % 67 olarak bildirmektedirler.

1.4.1. Non-Enzimatik Antioksidanlar

Yaygin olarak sperma sulandiricilarina katilan vitamin E (o-tokoferol), taurin,
trehaloz, askorbik asit, lipoik asit, sistein, seruloplazmin, transferin, albumin ve

glutatyonda enzimatik olmayan molekiiler antioksidanlardir.

1.4.1.1. Taurin

Tiyol igeren aminoasitlerden olan taurin ilk kez sigir safrasindan izole edilmistir.
Organizmada sisteinden sentez edilen taurin, renksiz, suda ¢oziinebilen, protein
yapisina katilmayan, molekiil agirligi 125 g/mol olan ve serbest olarak bulunabilen
bir aminoasittir (Jacobsen ve Smith, 1968; Kendler, 1989). Taurinin,
detoksifikasyon, ozmoregiilasyon, Ca*? akisim diizenleme, membran stabilizasyonu
gibi 6nemli olaylarda rol aldigi ileri stiriilmektedir (Kendler, 1989). Viicutta oksidan
antioksidan dengeyi ve hiicre biitlinliigiinii korumasi ve viicut direncini artirmasi gibi
ozellikleri ile bir antioksidan olarak koruyucu ve destekleyici etkileri dnemlidir

(Parcell, 2002).

Disi genital kanal sivisi ve seminal plazma yiiksek konsantrasyonda taurin,

glutamin, glutamat ve glisin gibi belli aminoasitleri icermekte ve bunlar
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penetrasyonda, akrozom reaksiyonunda, kapasitasyonda ve embriyo gelisimi ile
preimplantasyonda da rol oynayabilmektedirler (Barna, 1998). Taurin insan spermasi
ile spermatozoon akrozomunda, tavsan ve fare yumurtalarinda da bulunmaktadir.
Hamsterlerde ve insanlarda spermatozoon motilitesinin devam ettirilmesinde ve

hamster oositlerinin optimal fertilizasyonlari igin gereklidir (Devreker ve ark., 1999).

Epididymal ve oviduktal sivida da bulunan stilfonik aminoasit yapisindaki
taurin  Ozellikle dondurma-¢ozdiirme sirasinda sekillenen ROS’a  karsi
spermatozoonlart  korumada Onemli rol oynar. Taurin ve hipotaurin
spermatozoonlarda motilite kaybmi ve lipit peroksidasyonu azaltarak etkisini
gostermektedir (Saleh ve Agarwal, 2002).

Chen ve ark. (1993) boga spermasi sulandiricilarina diisiik miktarlarda katilan
taurin ve hipotaurinin dondurma-¢ézdiirme sonrast motil Spermatozoon oranini
pozitif yonde gelistirdigini bildirmektedirler. Ayrica taurin ve hipotaurin sperma
sulandiricisina ~ Kriyoprotektant olarak katilan gliseroliin  koruyucu etkisini
desteklemektedirler (Kundu ve ark., 2001).

Taurin ve potasyumun fertilizasyon ve spermatozoon kapasitasyonu
agsamalarinda etkilesim i¢inde olduklar1 bilinmektedir. Ancak tam rolleri bilimemekle
beraber, her ikisininde Na'-K'-ATPase enzim aktivitelerini etkileyerek etki
gosterdikleri ileri siiriilmektedir. Na'-K'-ATPase plasma membran enzimi olup
hiicre i¢i K* miktarin1 kontrol eder. Yiiksek miktarda K* spermatozoon motilitesine

zararli etki yapmaktadir (Dumoulin ve ark., 1992).

Atmaca (2003) tiyol gurubu iceren bazi bilesiklerin antioksidan etkilerini
karsilastirdig1 calismasinda daha ¢ok rediikte olan bilesiklerin daha giiclii antioksidan
etkiye sahip oldugunu, taurininde bu nedenle giiglii bir antioksidan oldugunu

bildirmektedir.
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Siilfonik bir aminoasit olan taurin spermatozoonlari dondurma-¢ézdiirme
islemi ve aerobik kosullara maruz kaldigi durumlarda, reaktif oksijen tiirlerine kars1
non-enzimatik siipiiriicii gibi davranarak korumada oOnemli bir rol oynadigi

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

Tavsan spermasi {lizerine yapilan bir ¢aligmada taurinin hipoklorit molekiilii
ve hidroksil radikali igin gii¢lii, siiperoksid radikalleri ve hidrojen peroksit molekiilii

icin de orta derece bir etkiye sahip oldugu bildirilmektedir (Aruoma ve ark., 1998).

Taurin, erkek reprodiiktif sistemde testisin bazi intersitisyel hiicrelerinde,
leydig hiicrelerinde, peritubuler myoid hiicrelerinde, spermatozoonlar ve seminal
plasma ile ratlarin duktus efferenteslerinin epitelial hiicrelerinde saptanmistir. En
onemli serbest aminoasitlerden biri olan taurin spermatozoonlarin motilitesine,
kapasitasyonuna, ozmoregiilasyonuna ve antioksidan mekanizmaya karigsarak etki

etmektedir (Hua ve ark., 2006).

Biyolojik sistemlerde antioksidan olarak ¢alisan taurinin doymamis membran
lipitlerinin peroksidasyonunu azaltmak, reaktif oksijen tiirevlerini temizlemek ve
biomembranlar stabilize etmek gibi yararli etkileri bildirilmistir (Kilig ve Yildirim,
2008).

Taurin ve hipotaurin erkek reprodiiktif sistemde oksidatif hasara karsi
koruyucu olarak gorev yapmakta ve milimolar diizeyde bulunmaktadir (Fontana ve
ark., 2004). Taurin ve hipotaurin hem oviduktal sekresyonda hem de seminal
plazmada yiiksek konsantrasyonda bulunmaktadir. Bunlarin penetrasyon, akrozom

reaksiyonu ve kapasitasyon i¢in gerekli oldugu bildirilmektedir (Barna, 1998).

Sanchez-Partida (1997) tris-bazli ko¢ sperma sulandiricisina 25 ve 50 mM
taurin ilavesinin ¢ozdiirme sonrasi motil spermatozoon yiizdesini artirdigini ancak
laparaskopik ve servikal tohumlama sonucunda fertlizasyonu etkilemedigi, hatta

taurin konsantrasyonunu 100 mM iizerinde ilave edildiginde motil spermatozoon
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oranin1  disiirdiigiini  bildirmektedir. Uysal ve ark. (2000) taurinin kog
spermatozoonlarmin motilite kaybini onledigini ve plasma membranimni lipit
peroksidasyona karsi korudugunu bildirmektedirler. Bucak ve ark. (2007) tris-bazli
ko¢ sperma sulandiricisina ilave ettikleri taurinin ¢ozdiirme sonrasi Spermatozoon

membran biitiinliigl ve canlilif1 iizerine olumlu etki yaptigini bildirmektedirler.

1.4.1.2. Trehaloz

Trehaloz (o a-trehalose) iki d-glikoz molekiillerinin al, al seklinde baglanmasi ile
olusan bir disakkarittir. Indirgeyici olmayan bir seker olarak asit tarafindan kolayca
hidrolize edilemez ve glikozidik bag o-glikosidaz tarafindan koparilamamaktadir
(Patist ve Zoerb, 2005). Molekiiler agirligi 342.31 g/mol ve formulasyonu ise
Ci2H22011 dir. Molekiiler yapisi ve fiziko-kimyasal Ozelliklerinin kombinasyonu
trehalozun kararli bir disakkarit olmasim1 saglamaktadir. Trehalozun o, f
(neotrehaloz) ve B, B (isotrehaloz) izomerlerinin sentezlenmesine ragmen dogada
nadiren bulunmaktadir. Trehaloz suda ¢oziinebilen ve osmotik profili maltoza

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

Trehaloz osmotik sok, asir1 sicaklik ve dehidratasyon gibi stres durumlarina
cevap olarak ¢esitli organizmalar tarafindan tiretilmektedir. Bununla beraber trehaloz
proteinler, membranlar, hiicreler ve dokular1 da igeren ¢esitli biomolekiilleri stabilize
edebilmektedir (Hounsa ve ark., 1998). Trehaloz biomolekiiler yapiyr hem hidrojen
baglarindaki su ile yerdegistirereck hemde hidrasyon igin gerekli su molekiillerini
yakalayarak korumaktadir (Chen ve ark., 2000; Patist ve Zoerb, 2005). Trehaloz
membran etrafindaki su molekiillerini diizenleyerek ya da su ortamdan uzaklagirken
polar biomolekiiller ile direkt etkilesime girmek suretiyle lipit c¢ift katmanini
dengeleyebilmektedir (Kawai ve ark., 1992). Trehalozun tam olarak etki
mekanizmas1 bilinmemekle birlikte, spermatozoon plazma membranina penetre
oldugu, donma ve ¢6ziim esnasinda membran fosfolipitlerinin polar bas gruplartyla
hidrojen baglar1 olusturarak yiizey genisligi sagladigi, reaktif oksijen tiirlerinin

salinimin1 ve bu salinimla beraber spermatozoon ve sperma plazmasindaki rediikte
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glutatyon (GSH) tiiketimini azalttig1 ileri siiriilmektedir. Ayrica hiicreyle ortam
arasinda ozmotik tamponlayict bir gorev yaparak soguk sokuna karsi koruma

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

Trehalozun kriyoprotektif etkisi ve enerji substrat fonksiyonunun (Strauss ve
ark., 1986) yani sira hiicre i¢i buz kristali olusumunu ve dondurma siiresince
spermatozoonlarin membranindaki su akisini engelleyerek hiicre dehidratasyonuna
katki1 saglamaktadir (Aisen ve ark., 2002;. Aisen ve ark., 2005; Yildiz, ark., 2000).
Dondurma oOncesi yiiksek membran akiskanligina sahip spetmatozoonlarda
dondurma-¢ozdiirme sonrast motil ve canli spermatozoon orani daha yiiksektir
(Giraund ve ark., 2000). Trehaloz dondurma oOncesi membran akigskanliginin
artmasinda Onemli bir rol oynamakta ve dondurma-¢ézdiirme hasara kars

spermatozoonlarda daha iyi bir dayaniklilik saglamaktadir (Eiman ve ark., 2003).

Tonieto ve ark. (2010) tris bazli ko¢ sperma sulaniricisina 100 mM trehaloz
ilave ettikleri ¢alismalarinda, dondurma-¢6zdiirme sonrasi motilite, membran ve
akrozom biitiinliigiint tizerine olumlu etki yaptigini1 bildirmektedirler. Uysal ve ark.
(2009) kog sperma sulandiricilarina farkli konsantrasyonlarda trehaloz ilave ettikleri
caligmalarinda 100 mM ilave edilmis ve yavas sogutulmus grupta dondurma-
¢ozdiirme sonrasi elde edilen spermatolojik parametrelerin diger gruplara gore daha
listlin olugunu tespit etmislerdir. Aisen ve ark. (2005) tris bazli ko¢ sperma
sulandiricilarina  trehaloz  ilavesinin  sadece  spermatozoonlarin  akrozomal
membranlarint donmaya karsi korumakla birlikte antioksidan etki de sagladigini

bildirmektedirler.

Jafaroghli ve ark. (2011) tris bazli sperma sulandiricisna 50, 70 ve 100 mM
konsantrasyonunda sukroz, trehaloz ve rafinoz ilave ederek dondurduklari kog
spermasinda ¢6ziim sonrast motilite, canlilik, anormal spermatozoon orani ve
membran biitiinliigii yoniinden kontrol ve diger gruplara gére 100 mM trehaloz ilave

edilen grupta daha olumlu etki meydana getirdigini bildirmektedirler.
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Matsuoko ve ark. (2006) kog¢ sperma sulandiricisina trehaloz ilave ettikleri
caligmalarinda dondurma-¢6zdiime sonrasi spermatozoonlarin motilitesi ve membran
biitlinliigiiniin diger gruplara gore arttigini tespit etmislerdir. Chen ve ark. (1993) siit
ve tris bazli yumurta sarili sperma sulandiricilarina farkli konsantrasyonlarda ilave
ettikleri siikroz, trehaloz, hipotaurin, taurin ve sigir kan serumunun dondurma-

¢Ozdiirme sonrasi spermatozoonlarin yasam siirelerini artirdigini bildirmektedirler.

Aisen ve ark. (2000) kog¢ sperma sulandiricisma EDTA ve trehalozun
kombine sekilde ilavesinin spermatozoonlarin motilitesini, akrozom biitlinliiglinii ve
canliligint artirdigini  bildirmektedirler. Yine Aisen ve ark. (2002) ko¢ sperma
sulandiricisina 100 mM trehahaloz ilavesinin dondurma-¢6zdiirme sonrasi motilite,
membran ve akrozomal biitlinliik ile fertilite oranini artirdigini ancak 200-400 mM
trehaloz ilavesinin dondurma-¢ozdiirme sonrasi Sspermatozoonlar ve fertiliteye

olumsuz etki yaptigini bildirmektedirler.

1.4.1.3. Vitamin E

Yagda ¢oziinen ve hiicre membranindaki en 6nemli zincir kiric1 antioksidan olan a-
tokoferol, trolox olan vitamin E spermatozoon motilitesini ve canliligin1 artirarak,
lipit peroksidasyonu azaltmaktadir. E vitamini; oksidatif strese karsi koruyucu
ozellige sahip olup hiicre dliimiinii geciktirmektedir. E vitamini indirgeyici bir ajan
olarak hiicre i¢inde ROS'un fonksiyonlarini inhibe edici etkisi bulunmaktadir
(Akiyama, 1999). Ancak, asir1 dozda veya ROS seviyesinin artmadigi durumlarda
gereksiz yere kullanilmasi, kapasitasyon ve fertilizasyon ile ilgili pozitif etkilerini
bloke ederek zararli olabilecegi bildirilmektedir (Donnelly ve ark., 1999). En aktif
formu a-tokoferoldiir. Cok giiclii bir antioksidan olan a-tokoferoliin en 6nemli gorevi
serbest oksijen tiirlerinin ataklarina kargt membran lipitlerindeki doymamis yag
asitlerini korumaktir (Rice ve Kennedy, 1988). a-tokoferoliin antioksidan etkisi
yiiksek oksijen konsantrasyonlarinda etkilidir. Bundan dolay1 yiiksek oksijen kismi
basinglarina maruz kalan lipit yapilarinda etkileri belirgin olup yagda ¢dziinen diger

vitaminler arasinda en az toksik olandir (Deichsel ve ark., 2008).
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Genel olarak vitamin E alkoksil radikalini ve lipit peroksili notralize ederek
lipit peroksidasyonu engellemektedir. Bu radikaller lipit peroksidasyonun ¢ogalma
bolimiinii  olusturarak hem spermatozoon motilitesinin  hem de membran

akiskanliginin kaybina neden olurlar (Agarwal ve ark., 2003).

E vitamini en onemli lipofilik antioksidan olup hiicre membraninda
bulunmasindan dolayr membran stabilitesinin korunmasinda yardimer role sahiptir. E
vitamini, doymamis yag asitlerinden ziyade antioksidan molekiillerinden hidrojen
atomunu ayirarak serbest radikallerin olusmasini saglar. Boylece, serbest radikal
reaksiyon zincirinde kirilmalar meydana getirerek unreaktif olarak bilinen

antioksidan radikallerini ortaya cikarirlar (Ozden ve ark., 2009).

Maia ve ark. (2010) tris bazli sperma sulandiricisina 50 pg/ml katalaz ve 50
uM trolox ilave ederek dondurduklari ko¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi her iKi
antioksidaninda  spermatozoonlari  lipit peroksidasyona karsi  korudugunu
bildirmektedirler. Yine paralel bir ¢alismada (Sicherle ve ark., 2011) siit bazli sperma
sulandiricisina 100 pg/ml katalaz ve 100 uM trolox ilave ederek dondurduklari kog
spermasinda trolox grubunun meydana gelen ROS iiretimini azaltict etki yaptigini

bildirmektedirler.

Silva ve ark. (2010) Santa Inés irki koglarda sperma sulandircilarina ilave
ettikleri 50 uM trolox/10%un dondurma ¢ézdiirme sonrasi lipit peroksidasyon
diizeyleri iizerine kontrol ve diger gruplara gore olumlu etki yaptigim1 ve oksidatif
stresin kontrolii amaciyla sperma sulandiricisina trolox’un ilave edilmesinin uygun
oldugunu bildirmektedirler. Bunun yaninda Marques ve ark. (2010) sigir oositlerinin
in vitro fertilizasyonunda swim-up boyunca spermatozoon-TALP medyumuna 50
mM o-tokoferol ilavesinin segilecek olan spermatozoonun canliligi {izerine olumlu

etki yaptigini bildirmektedirler.
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1.4.1.4. Alfa Lipoik Asit

Alfa lipoik asit (ALA) acil grup transferinde ve krebs dongiisiinde bir koenzim gibi
yardime1 molekiil olarak Reed ve ark. (1951) tarafindan kesfedilmistir. 1980’1
yillarda giiglii bir antioksidan oldugu ortaya konmus olup birgok farkli 6zelligi
ALA’y1 diger antioksidanlardan ayirmaktadir. ALA hayvanlar ve insanlar tarafindan
sentezlenebilmektedir (Carreau, 1979). ALA vit. C (suda ¢oziinen) ve vit. E (yagda
¢oziinen)’nin aksine hiicrelerin hem sulu hem de yagh bolgelerinde serbest
radikalleri nétralize edilebilmesinin yanisira okside ve rediikkte formlarmin da
antioksidan etkileri mevcuttur (Packer ve ark., 1995). Ayrica ALA hiicre igi
glutatyon (Busse ve ark., 1992) ve koenzim Qip (Kagan ve ark., 1990) miktarini
artirmaktadir. Thioktik asit olarakta bilinen ALA vitamin benzeri bir antioksidan
olup hiicre igini ve disini gesitli serbest oksijen tiirlerine karsit korumaktadir (Suzuki

ve ark., 1991).

ALA disiilfid bir bilesiktir, piirivat dehidrojenaz ve ao-ketoglutarat
dehidrojenaz igin bir koenzim olarak mitokondrilerde bulunmaktadir. Bu maddenin
eksojen olarak ilave edilmesi serbest ALA seviyesini artirmaktadir ki bu da hem in
vivo hem de in vitro oksidatif stresin azaltilmasini ve kuvvetli bir antoksidan olarak
gorev yapmasini saglar. ALA hem suda hem de yagda ¢dzilinen, hiicre mebraninda
lipit peroksidasyon dahil serbest radikalleri azaltan ve mitokondri kaynakli serbest
radikal sipiiriiciileri kadar etkinligi yiiksek olan bir antioksidandir (Selvakumar,
2005). Mitokondride dogal olarak bulunan bir ditiol (disulfid) bilesigi olan ALA,
enerji metabolizmasinda temel bir rol oynar (Estrada ve ark., 1996; Hagen ve ark.,
1999; Navari-1zzo ve ark., 2002).

Lipoik asit, hidroksil radikali ve hipokloroz asidi temizlemekte ancak
stiperoksid ve peroksil radikali lizerine etkili degildir. Dihidrolipoik asit (DHLA) ise
GSH’den daha gii¢lii bir rediiktan olup hipokloroz asit, peroksil ve hidroksil
radikallerini temizleyerek lipit peroksidasyonunu onlemektedir (Coleman ve ark.,
2001; Roy ve Packer, 1998).
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Ibrahim ve ark. (2008) kizil geyiklerde yaptiklari bir calismada ALA
spermanin dondurma-¢6zdiirme sonrasi motilite ve yagama giiclinii artirdig1 bununla
beraber DNA hasarini ise azalttigini bildirmektedirler. a-lipoik asit ile ilgili olarak
yapilan diger bir ¢alismada Yeni ve ark. (2012) tinere maruz birakilmis ratlarda, alfa
lipoik asitin spermatolojik parametreler iizerine olumlu yonde etki yaptiginm

bidirmektedirler.

1.4.2. Enzimatik Antioksidanlar

Spermatozoonlarda bulunan glutatyon rediiktaz (GSSG-R), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), katalaz (CAT) ve siiperoksid dismutaz (SOD) lipit peroksidasyona kars1

bir savunma araci olarak c¢alisan enzimatik antioksidanlardir.

1.4.2.1. Glutatyon Rediiktaz

Glutatyon rediiktaz (GSSG-R) canli hiicre iginde yaygin halde bulunan bir
tripeptitdir (Irvine, 1996). Glutatyon rediiktaz, lipit peroksidasyonu sonucu olusan
ROS iiriinlerine kars1 koruyucu etkisi non-enzimatik 6zelliginde olan memeli sperma
ve genital kanalinda da bulunan ve protein yapisinda olmayan bir thiol bilesigidir. Bu
thiol bilesigi, hiicre i¢i redoks isleminin siirdiiriilmesi yaninda hiicredeki ekzojen ve
endojen bilesimlerin antioksidaSyonunda ve detoksifikasyonunda dnemli rol oynar.
Antioksidan sistemdeki rolii, suda ¢oziinen antioksidanlar1 rejenere etme yetenegine
sahip olmasindandir. Bu nedenle antioksidanlarla birlikte kullanilmaktadir (Baumber
ve ark., 2000; Irvine, 1996).

Glutatyon rediiktaz’in sulandiricilara katilmasi, ortamda bulunan ROS
tiriinleriyle reaksiyona girerek ve donma esnasinda membran proteinlerindeki siilfiir
gruplarinda gelisen bozulma ve dagilmay1 kismen engelleyerek oksidatif hasara karsi
koruyucu etkinlik olusturur (Chatterjee ve ark., 2001). Lasso ve ark. (1994)

dondurma-¢ozdiirme isleminin spermatozoon hiicresinin antioksidan savunma
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kapasitesini azaltti1, siiperoksid dismutaz aktivitesinin kaybedildigi ve taze

spermaya gore glutatyon seviyesinin % 78 azalttigini bildirmektedirler.

1.4.2.2. Glutatyon Peroksidaz

Enzimatik bir antioksidan olan glutatyon peroksidaz (GSH-Px) normal olarak insan,
boga ve aygir spermatozoonlarinda bulunmaktadir. GSH-PX spermatozoonlari hem
reaktif oksijen tiirlerinin en toksik son irini HO,’e¢ karst hem de lipit
peroksidasyona karsi korumaktadir. GSH-PX, spermatozoonlarda ve DNA’da hasar
olusturan 6nemli bir etken olan H,0O,’e kars1 savunma mekanizmasinda anahtar rol

oynamaktadir (Drevet, 2006).

1.4.2.3. Katalaz

Katalaz (CAT) enzimi tetramer yapida bir hemoproteindir. Gérevi H,O,’1 oksijen ve
suya parcalamaktir. En yiiksek aktivite gosterdigi organeller peroksizomlardir.
Katalazin en yaygin rolii HyO,’in katalitik olarak par¢alanmasinin yaninda H,O;’nin
diisiik konsantrasyonlarinda etanol veya fenoller gibi elektron vericilerini oksitledigi
de bilinmektedir. H,O, tiretimi farkli dokularda farkli diizeyde gergeklestiginden,
katalazin gercek fonksiyonu da dokudan dokuya ve subselliiler kompartmanlara gore
farkliliklar gosterebilmektedir (Percy, 1984). CAT yumurta sarili sulandiricida boga
spermatozoonlarinin canliliklarii artirirken, siit bazli sulandiricida bu  etkiyi

saglamamaktadir (Foote, 1962).

1.4.2.4. Siiperoksid Dismutaz
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Stiperoksid dismutaz (SOD)’lar, siiperoksid radikallerinin H,O,’e dismutasyonunu
katalizleyen bir metalloenzim grubudur. Hiicrelerin sitosoliinde, mitokondrilerinde
ve plazmalarinda bulunurlar. Bakir-¢inko, mangan ve demir ihtiva eden baslica ii¢ tip
izomeri mevcuttur. SOD’un antioksidan mekanizmaya etkisi, deneysel kosullara
bagl olarak degismektedir. SOD, kimi olaylarda lipit peroksidasyonunu arttirirken,
kimilerinde de peroksidasyona bagli membran hasarini azaltmaktadir. Bu zit etkilerin
serbest demir konsantrasyonlariyla iliskili oldugu bildirilmektedir (Ramilo ve ark.,
1999).

1.5. Sperma Dondurma Yontemleri

Sperma kuru buz (kati CO;) {izerinde pellet formunda veya sivi azot buharinda
payetler i¢erisinde dondurulmaktadir (Awad ve Graham, 2004). Bu dondurma teknik
ve yontemlerinin temel prensipleri ayn1 olmakla birlikte hayvan tiirleri arasinda bazi
farkliliklar mevcuttur. Sulandirilmis sperma yaklagik olarak 1.5-4 saatte 4-6 °C’ye
sogutulduktan sonra kuru buz {izerindeki yuvaciklarda pellet formunda ya da sivi
azot buharinda payetlerde dondurulmaktadir (Purdy, 2006). Pellet formunda
dondurma islemi, 0.1-0.3 ml’lik sperma hacimleri halinde -79 °C’taki kuru buz
kaliplar1 tizerinde 2-4 dk.’da gergeklesmektedir. Dondurmanin hizi pelletlerin
hacmine bagli olarak degisebilir ve donan pelletler sivi azotta (-196 °C)
saklanmaktadir. Spermanin payet veya pelletteki hacmi dondurma hizi iizerine
onemli etkiye sahiptir. Fakat dondurma ¢6zdiirme sonrasi canlilik orani lizerine etkisi
goriilmemistir. Spermanin pellet seklinde dondurulmasi maliyeti diisiirmekte,
tohumlamada kullanilmasini1 daha kolay hale getirmekte ve spermanin sogutulmasina
katki saglayarak ¢0ziim sonrasi spermatozoon motilitesi ve fertilitesinde payet
seklinde dondurmaya goére daha iyi sonug vermektedir. Ancak dondurulan pelletlerin
saklanmas1 esnasinda kontaminasyon riski, spermanin dozlanmasinda ve
depolanmasi sirasindaki etiketleme islemlerinde giicliikler gozlenmektedir (Purdy,
2006; Leboeuf ve ark., 2000). Spermanin payette dondurulma isleminde 0.25-0.5

ml’lik payetler yatay olarak sivi azotun 4-5 cm iizerinde sivi azot buharinda tutulur
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ve daha sonra sivi azot igerisine daldirilir. Donma hizi payetlerin siv1 azot
seviyesinden uzakligina ve payetlerin hacimlerine gore degisebilir. Payetlerin
onceden sogutulmus ag veya delikler agilmis metal yiizey tizerinde dondurulmasinin
sadece iki noktadan temas saglayan yonteme gore daha iyi sonu¢ verdigi
belirtilmektedir. Bu durumun, ¢ok noktadan temasi saglayan rafin ani donmay1
engelleyerek veya en aza indirerek sicaklik dalgalanmasinin Oniine ge¢mesinden
kaynaklandig1 belirtilmektedir (Holt, 2000a; Ritar ve ark., 1992). Programlanabilir
dondurma cihazi, ¢ok sayida payetlerdeki spermalarin dondurulmasi ve
sogutma/dondurma hizinin kontrollii yapilmasinda kullanilmaktadir. Kontrollii
dondurma isleminde genellikle 4-5 °C’den -80 °C’ye 7-15 dk.’da sogutma ve sivi
azota nakil; 4 °C’den -5 °C’ye 4 °C/dk. hizda, -110 °C’ye 25 °C/dk hizda ve -140
°C’ye 35 °C/dk hizda sogutma ve sivi azota nakil protokolleri kullanilmaktadir.
Payette dondurma islemi, pellet seklinde dondurma islemine gore daha pahali ve
daha fazla is giicii doguran bir yontemdir (Leboeuf ve ark., 2000; Purdy, 2006).
Awad ve Graham (2004) ko¢ spermalarinin Kriyopreservasyonunda en iyi yontemin
pellet ancak boga spermalarinin Kriyopreservasyonunda en iyi yontemin ise payet
oldugunu bildirmektedirler. Coziim sonrasi spermatozoon motilitesi, canliligi ve
fertilitesindeki farkliliklar sogutma hizina bagli olmakla beraber dondurma teknigi,
spermanin dondurulmasina kadar olan islemler, tohumlama teknikleri gibi faktorlerin
de teke ve kog¢ spermasmin fertilitesinde 6nem tasidigi bildirilmektedir (Purdy,
2006).

Spermatozoonlarin Kriyopreservasyonu siirecinde sicakligmm 25 °C’den 5
°C’ye hizli sogutulmasinda soguk soku meydana gelmekte (Watson, 1981; White,
1993), bunun sonucu olarakta spermatozoon metabolizmasinda ve motilitesinde
kayiplar, mitokondri ve akrozom mebraninda degisimler, (Jones ve Martin, 1973;
Watson, 1995) plasma membran biitiinliigii ile permabilitesinde hasarlar, (Ortman ve
Rodriguez, 1994) hiicre i¢i enzimler, lipitler ve iyonlarda degisimler ortaya
¢ikabilmektedir (Darin ve ark., 1973; Harrison ve White, 1972).

Salamon ve Maxwell (2000) kog¢ spermasinin 5 °C’ye sogutulma siiresi

genellikle 1-3 saat arasinda degismekle birlikte 6zellikle gliserolsiiz sulandiricilarda
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spermanin 2 saatten daha kisa siirede sogutulmasinin zararli oldugu ve sicakligin

kademeli olarak diisiiriilmesi gerektigini bildirmektedir.

1.6. Donmus Spermanin Degerlendirilmesi

Dondurulmus spermanin degerlendirilmesi amaciyla gerekli olan spermanin
¢Ozdiiriilmesi, pellet ya da payet formunda dondurulmasina gore degismektedir.
Pellet formunun ¢ozdiiriilmesi 37 °C’lik ¢dzdiirme sivilarinda yapilmaktadir. Payet
formunun ¢ozdiiriilmesinde ise bircok ¢Ozdiirme sicakligi  ve  siireleri
kullanilmaktadir. Bu sicaklik ve siirelerinin bazilari; 37 °C’de 15-30 sn, 40 °C’de 20
sn, 70 °C°de 7 sn’dir. Ik iki ¢dzdiirme protokolii basariyla kullanilmaktadir. 70 °C’de
7 sn’de ¢ozdiirme islemi sonrasi olumlu sonuglar toplansa da saha sartlarindaki

uygulanabilirligi sinirhidir (Purdy, 2006).

Arastirmamizda ¢Oziim sonrasi sperma kalitesinin belirlenmesinde temel
olarak kullanilan motilite ve anormal spermatozoon orani gibi parametrelerin
belirlenmesinin yan1 sira CASA, HE-test, COMET analiz ve oksidatif stres
parametreleri gibi daha objektif sonuclar verdigine inanilan sperma kalite testleri de

spermanin degerlendirilmesi kullanilmaktadir.

1.6.1. Motilite ve CASA

Sperma kalitesinin belirlenmesinde 6nemli kriterlerden biri olan motilite, bir yonde
diizgiin  dogrusal hareket eden spermatozoonlarin ayni alandaki tiim
spermatozoonlara orani olarak tanimlanmaktadir (Hafez, 1987; Tekin, 1994). Motil
spermatozoonlarin sayis1 fertilite i¢in 6nemli bir parametredir (Glindogan ve ark.,
2003). Spermatozoonlarda motilitenin diizgiin bir sekilde meydana gelmesini
saglayan bir baska faktorde cAMP’dir. cAMP yogunlugunun artmasi protein kinaz
aktivasyonunu artirmakta bunun sonucu aksonem proteinin fosforilize olarak

spermatozoon motilitesinde artisa ve hiperaktivasyona neden olmaktadir (Agarwal ve
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ark. 2006; Aitken ve ark., 2004). Motilite subjektif olarak tahmin edilebildigi gibi
daha objektif olduguna inanillan yardimci teknolojik cihazlarla da tayin
edilebilmektedir. Bu amagla objektif, dogru, giivenilir ve tekrar edilebilen
spermatozoon analizi ihtiyacindan dogmus olan Computer Assisted Semen Analysis
(CASA) yaygin olarak kullanilmaktadir. CASA optik, 151k kaynagi ve bilgisayardan
olusan bir hardware (bilgisayarin makine kismi) ile motilite, morfoloji ve canlilik
analizi yapabilen modilleri iceren bir software (bilgisayar programi)

kombinasyonudur (Giigtas, 2006).

Gliniimiizdeki sperma analiz sistemleri, spermatozoonlarin bireysel
degerlendirilmesi ve farkli parametrelerinin dogru hesaplanmasi esasina
dayanmaktadir. Bilgisayar destekli sperma analiz sistemi spermatozoonlarin
hareketlerini fotografik mikroskop altinda bir¢cok kere izleyebilmek amaciyla
geligtirilmigtir. ~ Gorlintiilerden ~ spermatozoonlarin ~ yogunlugu,  hareketleri,
morfolojileri ve oOzelliklede spermatozoon basinin morfolojisini igeren birgok
parametre elde edilip analiz edilebilmektedir (Avdatek ve ark., 2010; Verstegen ve
ark., 2002).

Dijital bilgilerin elde edilip islenmeye baslanmasindan sonra CASA ile
morfolojik parametrelerin objektif olarak belirlenmesi ve spermatozoon basindaki
degisimlerin ayirt edilmesi gibi islemler yapilabilirken, subjektif olarak bu
ozelliklerin gozlemlenmesi ve Olg¢lilmesi inkansizdir. CASA ile ilgili en biiyiik
dezavantajlar arasinda ekipmanin maliyetinin yiiksek olusu, Ol¢iimlerinin belirli
standartlar icerisinde olmasi, kalite kontrol ve gecerliligindeki gii¢liikler sayilabilir
(Davis ve Katz, 1993). Spermatozoon basmin muayenesinde kontrast igin uygun
optiklerin ve aydinlatmanin kullanilmasi ¢ok Onemlidir. Goriintiideki film kare
hizinda belirli bir standart yoktur. Ciinkii bu film kare hizi1 sadece kullanilan
ekipmana bagli degil ayn1 zamanda tiirlere ve deney sartlarina bagl olarak da

degismektedir (Kraemer ve ark., 1998).
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Muayene esnasinda kog¢ ve bogalarda 30 farkli alanda 300 spermatozoonun
degerlendirilmesi (Budworth ve ark., 1988) buna karsilik ise aygirlarda optimum
300-500 spermatozoonun degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir (Verstegen ve ark.,
2002). Sperma ornekleri analizden 6nce mutlaka sulandirilmalidir. Ciinkii taze ve
yogun dozda dondurulmus spermada spermatozoonlarin bireysel izlenmesi ve

analizin basarili olmasini zorlastirmaktadir (Mortimer ve Swan, 1995).

CASA ile her bir spermatozoon hiicresinin dijital goriintiisiiniin elde edilmesi
ile spermatozoonlarin hareket ozellikleri hakkinda bilgi edinilebilmekte ve analiz
yapilabilmektedir. Spermatozoonlarin hareketlerinin  kalitesini bircok faktor
etkileyebilmektedir. Bunlar arasinda ortamin sicakligi, spermanin islenme
prosediirleri  (yikama, kapasitasyon, dondurma-¢ézdiirme), spermatozoonlarin

yogunlugu ve patolojik bozukluklar sayilabilir (Verstegen, 2002).

Manuel olarak spermatozoon morfolojisinin degerlendirilmesinin her zaman
problemli oldugu ispatlanmigtir. Personeller arasindaki sperma 6zelliklerinin
subjektif olarak degerlendirilmesindeki biiyiik farkliliklar ve sonuglarin dogru
yorumlanmasindaki zorluklar bulunmaktadir (Ombelet ve ark., 1997). Bu farkliliklar
belirlemek amaciyla 1983 yilinda ayni sperma 6rnegi 26 farkli personel tarafindan
degerlendirilmis ve % 5 - % 85 arasinda farkli anormal spermatozoon oranlari
degerlendirmislerdir. Ayni sperma Ornegi ¢ok tecriibeli 3 personel tarafindan yapilan
degerlendirmede ise % 25 - % 40’a kadar degisen oranda anormal spermatozoon
tespit etmislerdir (Verstegen ve ark., 2002). Bu nedenlerden dolay1 objektif

degerlendirme metodlarinin gelistirilmesi 6nem kazanmustir.

Morfolojik muayene sonucunu etkileyen birgok sebep vardir ve bunlar
arasinda silirme preperat hazirlama teknigi, yorumlamalar, siniflandirma sistemi ve
degerlendirmeyi yapan kisinin deneyimi onemli yer tutmaktadir (Gravance ve ark.,
1998). Morfolojik muayenede sonuglarin yanlis yorumlanmasini Onlemek ve
degiskenleri azaltmak i¢in ¢ok miktarda spermatozoon sayilmasi gerekmektedir.

Analizde kullanilan boyamalar tiirlere baglidir. Spermatozoonlarin morfolojilerini
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degerlendirilmesinde bircok boyama onerilmekte bunlar arasinda papanikola ve

hematoksilen 6nemlidir (Davis ve Katz, 1993).

Kog ve teke spermatozoonlarin muayenesi 200, 400 ya da 600’lik biiyiitmede
ve boga spermatozoonlart mutlaka 600’liikk biiylitmede analiz edilmesi 6nemlidir.
Kiiciik biiylitmenin avantaji, Orneklerin analizi i¢in gerekli zamani azaltmasidir

(Verstegen ve ark., 2002).

Bilgisayar destekli sperma analizi giinimiizde insan, kog, teke, boga, aygir,
kopek ve laboratuvar hayvanlarinin taze ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis
spermalarindaki spermatozoonlarin  hareket oOzelliklerini belirlemek amaciyla

kullanilan en dnemli testlerden biridir.

CASA’da hiicrenin izledigi yol durumu su sekilde 6zetlenebilir:(Giigtas, 2006)

Progressif hiicreler: Ileri hareketli, motil bir hiicrenin progressif olarak motil
sayilabilmesi i¢in gereken minimum degerleri gostermesidir. Hiicre iki kriteride

gecmelidir (VAP, STR).

VSL: Diiz Cizgi Hiz1 (um/s). Spermatozoon yolunun baglangici ve sonu

arasindaki diiz ¢izginin oramdir.

VCL: Egri Cizgi Hiz1 (um/s). Takip edilen yoldaki hiz, bir hiicrenin katettigi
toplam mesafe ele alinarak hesaplanir. Bunun i¢in hiicrenin katettigi yol {izerinde, bu
yolu temsil eden ve birbirini izleyen 5-30 nokta arasindaki diizgiin dogrular alinarak
bulunan toplam mesafe toplam zamana béliiniir. Tiim spermatozoon hiicreleri i¢in bu

sekilde hesap edilen yol, hiz ortalamasini1 verir.

VAP: Ortalama Rota Hiz1 (um/s). Bir spermatozoon basinin ortalama rotasi

boyunca ortalama zamandaki hizidir. Bu rota, CASA cihazindaki algoritmalara gore
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esas rotanin bilgisayarca diizlestirilmesi ile ortaya ¢ikar. Cihazlar arasinda bu

algoritmalar acisindan farliliklar olabilir.

ALH: Basin Lateral Yerdegistirme Amplitidi (um). Bir spermatozoon
basinin ortalama rotasi boyunca yan sapma uzunlugu (yalpalama)’dir. Maksimum ya

da ortalama olarak ifade edilir.

BCF: Capraz Kesisme Frekansi (kesisme/saniye). Spermatozoon egrisel ¢izgi

rotasinin ortalama rotastyla kesisme sikliginin ortalamasidir.

LIN: Linearite. Egri ¢izgisel rotanin dogrusalligidir. VSL/VCL.

STR: Dogrusallik. Ortalama yolun dogrusalligidir. VSL/VAP

1.6.2. HE-Test

Membran biitiinliigli sadece spermatozoon metabolizmasi i¢in degil, ayn1 zamanda
kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve oosit yiizeyine spermanin tutunma olayinin
gerceklesmesinde hayati bir 6neme sahiptir. Bu nedenle ozmotik toleransin ve olii-
canlt muayenesinim birlestirildigi HE-test, insanlarda ve diger memeli hayvanlarda
fertilitenin tahmin edilmesinde kullanilan potansiyel sperma fonksiyon testlerinden
biri oldugu bildirilmektedir (Giindogan ve ark., 2011; Jeyendran ve ark 1984). HOS
test ile standart spermatolojik parametreler arasinda ¢esitli korelasyonlar
bulunmaktadir (Yeni, 2010).

1.6.3. Anormal Spermatozoon Orani

Anormal yapili spermatozoonlarin fertilizasyon yeteneginin diisiikliigii ve kimi

kalitsal bozukluklar1 tagimasi bakimindan, spermatozoonun morfolojik muayenesi
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Oonem tasimakta ve bu amagla ya boyama ya da sivi fikzasyon yontemleri

kullanilmaktadir (Tekin, 1994).

Morfolojik  degerlendirmenin  baslica amaci  normal ve anormal
spermatozoonlarin ayirt edilmesi temeline dayanir (Hafez, 1987; Rodriquez ve ark.,
1993). Morfolojik bozuklugun lokalizasyonu, ¢esidi ve miktar ile fertilite arasinda
stk bir iligki bulunmaktadir. Anormal spermatozoon oraninin % 20’yi asmasi
fertiliteyi olumsuz etkilemekle beraber genel manada anormal spermatozoon orani
diisiik olsa bile basa bagli bozukluklarin orant % 5’in, akrozoma bagli bozukluklarin
oraninin ise % 10’un iizerinde olmamas1 gerekmektedir. Fertilizasyonda 6nemli rol
oynadigindan morfolojik incelemelerde akrozom ayr1 bir Oneme sahiptir.
Arastirmalarda, (Cardulo ve Florman, 1993; Casey ve ark., 1993) akrozom
reaksiyonun postmortem bir degisiklik olarak olii hiicrelerde olustugu, plazma ve

akrozom mebranlarinin hasari veya kaybiyla karakterize oldugu bildirilmektedir.

Genel olarak motil hiicre sayis1 azaldiginda fertilizasyonun distiigii bununda,
sperma kalitesi yoniinden olumsuzluk isareti oldugu belirtilmektedir. Ayrica 6li
spermatozoon oraninin % 25’in iizerine ¢gitkmasinin da istenmeyen bir 6zellik oldugu,
morfolojik olarak % 5-10 arasinda anormal spermatozoon oranit normal kabul
edilebilirken, bu oranin % 25’ten, anormal basli spermatozoon oraninin da % 1’den
yiiksek oldugu durumlarda fertilitenin kritik bir siirece girebilecegi belirtilmektedir
(Maxwell ve Watson, 1996).

1.6.4. DNA Hasan

Gunimiizde erkeklerin fertilitesinin tahmin edilmesinde ve siiri fertilitesinin
sirdiiriilebilirliginde  spermatolojik  6zelliklerinin  belirlenmesinin  yant  sira

spermatozoon DNA hasarinin tespit edilmesi 6nemli bir yer tutmaktadar.
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Ostling ve Johanson "tek hiicre jel ektroforezi veya Comet assay" olarak
bilinen bir microgel elektroforez teknigi kullanarak hiicrelerde DNA hasar1 6l¢en ilk
bilim adamlaridir. Ancak kullanilan nétr kosullar sadece DNA ¢ift zincir kiriklarini
tespite izin vermektedir. Daha sonra Singh ve arkadaslar1 tarafindan comet assay
alkalin kosullar altinda adapte edilmis boylelikle hem tek hem de ¢ift zincir
kiriklarinin tespitine olanak saglayarak daha hassas bir test halini almistir (Collins,

2004; Speit ve Hartmann, 2005).

Comet assay ya da tek hiicre jel elektroforezisi hiicrelerin bireysel DNA
hasarmi belirlemede oldukca hizli, duyarli bir metoddur ve hem somatik hem de
spermatozoon hiicrelerin de kullanilmaktadir. Elektroforetik alan altinda hiicresel
hasar gormiis (fragmentler ve zincir kiriklari) DNA’lar ile hasar gérmemis
DNA’larin  ayriminit saglayan mikroskop altinda kuyruklu yildiz seklindeKi
¢Oziinmeyi gosteren bir tekniktir. Comet assay ya da baska tekniklerle ile yapilan
bircok c¢aligma genetik materyal miktarindaki degisim ve spermatozoonlarin
fertilizasyon potansiyeli arasinda negatif iliski oldugunu gostermektedir. Giiniimiizde
comet assay hiicreleri tek tek degerlendirilebildigi sade, ¢ok yonlii, hizli, gorsel,

hassas ve yaygin bir test haline gelmistir (Olive ve Banath, 2006).

Spermatozoonda olusan DNA hasarinin kaynagi olarak ti¢ hipotez ileri
stirilmiis olup bunlardan birincisi, spermatozoonun gelisimi siiresince uygun
olmayan paketleme ve baglanma (Sailer ve ark., 1995), ikincisi ise oksidatif stresin
neden oldugu hasar (Agarval ve Saleh, 2002; Agarval ve ark., 2003) ve iiglincii
olarak da apoptosis nedeniyle olusan DNA hasaridir (Sakkas ve ark., 1999; Sakkas
ve ark., 2002). Bunlardan oksidatif stres DNA’nin tek ve ¢ift iplikli kiriklar1 ile
iligkilidir (Kemal ve ark., 2000).

Artmis DNA hasar infertilite, kusurlu embriyonel gelisim, implantasyon
kusuru ve tekrarlayan abortlarla iliskili oldugundan, fertil ve infertil erkeklerin
spermatozoonlar1 arasinda farkli seviyelerde DNA hasarmin tespit edilmesi,

spermatozoon DNA hasarinin erkek fertilite potansiyelini degerlendirmede bir
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belirteg olarak kullanilabilirligini 6n plana ¢ikarmaktadir (Collins, 2004; Donnelly ve
ark., 2001). Ozellikle insan spermatozoonlarindaki yiiksek seviyede DNA hasari ile
infertilite iliskilidir (Irvine ve ark., 2000). Infertil erkeklerin spermatozoonlar1, X-ray
1sinlari, dondurma-¢ézdiirme islemleri ve ROS gibi stres ajanlari yoluyla olusan

DNA hasarina oldukg¢a duyarhidir (Donnelly ve ark., 2001; Hughes ve ark., 1996).

Reaktif oksijen tiirlerinin spermatozoon DNA’sinin biitiinliigiine saldirmasi
sonucu olusan DNA hasar1 bir¢ok teknikle tespit edilmektedir. Spermaya hidrojen
peroksitin direkt katilmasi sonucu artan DNA pargalanmalari 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 verdigi gozlenmektedir (Peris ve ark.,
2007).

Makhlouf ve Niederberger (2006) TUNEL ve COMET tekniklerinin Sperm
Chromatin Structure Assay (SCSA) ile karsilastirildiginda daha giivenilir oldugunu
bildirmislerdir. Duty ve ark (2002)’nin calismasinda COMET yonteminin diisiik
diizeydeki DNA hasarinin da ortaya ¢ikarabilme 6zelliginde oldugu bildirilmektedir.
Fraser ve ark. (2010) domuz spermasinda dondurma-¢ozdiirme sonrasi meydana
gelen DNA hasarin1 hem nétral comet analiz yonteminde hem de sperm-sus-halomax

kiti ile elde ettikleri hasar oranlarini birbirine benzer diizeylerde bulmuslardr.

Fraser ve Strzezek (2004) domuzlarda sulandirici tipine bakilmaksizin 5 °C
ve 16 °C’lerde kisa siire saklanan spermatozoonlarda DNA hasarinin kademeli olarak
arttigini bildirmektedirler. Hughes ve ark. (1998) farkli konsantrasyonlarda sperma
sulandiricisina ilave edilen askorbik asit, a-tokeferol, iirat ve sisteinin 30 Gy X 1s1n1
ile indiiklenerek olusturulan DNA hasar1 iizerine etkisinin arastirdigi ¢aligmalarinda
ozellikle askorbik asit, o-tokeferol ve wuratin koruyucu etkisi oldugunu

bildirmektedirler.
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Jiang ve ark. (2007) noétral Comet analiz yontemi ile dondurulmus
¢Ozdiriilmiis domuz spermasinda DNA  biitlinligii tizerine LDL etkisini
arastirdiklarinda Comet analiz yonteminin yiiksek hassasiyette ve pratik bir yontem
oldugunu ve LDL’nin soguktan koruyucu olarak spermaya katilmasiyla DNA
hasarma karst korudugu sonucuna vardiklarini belirtmektedirler. Slovinska ve ark.
(2008) bogalarda taze ve dondurulmus spermada bag DNA miktari ile comet kuyruk
uzunlugu (p<0.05) ve Kkuyruk momenti (p<0.01) yoniinden fark oldugunu
bildirmektedir.

Linfor ve Meyers (2002) aygir spermasinin Comet analiz yontemi ile
dondurma hasarlarini belirlemek amaciyla yaptiklart ¢alismada Kkriyoprotektantdan
yoksun olarak -20 °C de dondurulan spermada énemli Slgiide DNA hasarinin
meydana geldigini bildirmektedirler. Lopes ve ark. (1998) insan spermasinda reaktif
oksijen tiirevi olan xanthine/xanthine oxidase (X/XO) ile indiikleyerek olusturdugu
DNA hasarin1 sperma sulandiricisina ilave ettigi katalaz, rediikte glutatyon ve
hipotaurin gibi antioksidanlarin azalttigini1 bildirmektedirler. Whitaker ve ark. (2008)
domuz spermasi sulandiricisina SmM GSH ilave ettikleri ¢alismalarinda, dondurma-
¢ozdiirme sonrasi comet analiz yontemiyle belirledikleri DNA hasarinin ilk yarim
saatlik inkiibasyonda kontrol ile GSH ilaveli grupta fark goriilmemesine karsin 6
saatlik inkiibasyon sonrasi kontrole gére GSH ilave edilmis grupta hasarin ciddi

oranda arttigin1 bildirmektedirler.

Gokkusagi alabaliginda comet assay sonrasi belirlenen DNA hasari ile
spermatozoonlarin fertilizasyonlarinin azalmasi arasinda bir korelasyon oldugu
bildirilmektedir (Labbe ve ark., 2001). Bundan baska spermatozoon DNA biitiinliigi
ile fertilite arasinda bir iligki oldugu teke (Berlinguer ve ark., 2009), boga (Madrid-
Bury ve ark., 2005) ve aygirda (Love ve Kenney, 1998) bildirilmistir. Gliozzi ve ark.
(2011) notral comet yontemi ile kanatli spermatozoonlarinda dondurma-¢ozdiirme
sonrast DNA hasarlarinm1 belirledikleri ¢alismalarinda, spermatozoon DNA hasar ile
spermatozoon motilitesi ve membran biitiinliigii arasinda negatif korelasyon tespit

etmislerdir.
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Henkel ve ark. (2001)’nin insanlarda yaptiklari bir ¢aligmada SCSA yontemi
ile yaz aylarinda DNA hasarmi yiikksek bulmuslar ve bunu sicaklik artigina

baglamiglardir.

Comet analizin degerlendirilmesinde gorsel skorlama kullanimi ile goriintii
analiz sistemleri arasinda onemli diizeyde korelasyon oldugu bir ¢ok arastirmaci

(Collins, 2004; Noroozi ve ark., 1998; Mgller, 2006) tarafindan bildirilmektedir.

Spermatozoon DNA hasarinin belirlenmesinde bir¢ok metod kullanilmakla
birlikte diisiik seviyedeki DNA hasar diizeylerini bile hassas bir sekilde
belirlenebilmesi, az sayida hiicre ile analizin gergeklestirilebilmesi, ekonomik
olmasi, sonuclarin kisa siirede elde edilebilmesi ve degerlendirilmesi gibi
nedenlerden dolayt DNA hasar tespitinde Comet analiz yontemi giderek

yayginlagsmaktadir.

1.6.5. Oksidatif Stres Parametreleri

Seminal plazmada, biyolojik enzimatik antioksidanlar olarak bilinen SOD, CAT,
GSH-Px fazla miktarlarda bulunur. Bu enzimatik antioksidanlar, siiperoksid ve
peroksit radikallerini oksijen ve su’ya doniistiirerek lipid peroksidasyona karsi
motiliteyi korumaktadir. Ayrica lipit peroxidasyon sonucu olusan MDA,
spermatozoon membran hasarinin hangi boyutta oldugunu gosterir (Aitken ve ark.,
1989; Aitken ve ark., 1994). Glutatyonun (GSH) sulandiricilara katilmasi, ortamda
bulunan ROS iirlinleriyle reaksiyona girerek ve donma esnasinda membran
proteinlerindeki siilfiir gruplarinda gelisen bozulma ve dagilmayr kismen
engelleyerek oksidatif hasara karsi koruyucu etkinlik olusturur (Chatterjee ve ark.,
2001). Bu baglamda ozellikle son yillarda sperma kalitesinin tahmininde verdigi
saglikli sonuglardan dolayi, spermanin degerlendirilmesinde oksidatif stres
parametrelerinin tespitinin kullanimi 6nem kazanmaktadir (Agarwal ve ark., 2004,

Gilindogan ve ark., 2010).
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Yapilan bu tez calismasi Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen Pirlak
koglarin spermalarinin dondurularak saklanmasi konusundaki ilk c¢alisma olmasi
esasma dayanarak, sperma sulandiricilarina katilacak olan farkli antioksidanlarin
dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatolojik 6zellikler, CASA parametreleri, oksidatif
stres ve DNA hasar1 tiizerine etkileri, ¢ozdiirme sonrast meydana gelebilecek
hasarlarin en aza indirilmesinde antioksidanlarin etkinliklerinin belirlenmesi ile
mevcut dondurma metodunun gelistirilerek bolge ve iilke ekonomisine katki

saglamasi hedeflenmektedir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Bu calismada hayvan materyali olarak Afyon Kocatepe Universitesi Hayvancilik
Uygulama ve Arastirma Merkezinde 2010 yil1 asim sezonu igerisinde yetistirilen 2-3
yaslarindaki Pirlak irk1 10 bas kog¢ kullanildi (Resim 2.1). Koglar yar1 agik besi
sartlarinda yetistirilen damizlik hayvanlar arasindan Demirci (2002)’nin bildirdigi

yontemler ile androlojik muayeneleri yapilarak segildi.

2.2. Hayvanlarin Bakim ve Beslenmesi

Calismada kullanilan koglarin bakim ve beslenmesi icin Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi’nin bakim ve beslenme
kosullarindan yararlanildi. Hayvanlarin beslenmesi i¢in hazirlanan rasyondan kog
basina sabah 500 gr aksam 500 gr olmak tizere 1 kg konsantre yem karmasi ile sabah
750 gr aksam 750 gr kuru yonca verildi. Su ihtiyaclar1 ise Onlerindeki suluklar

stirekli dolu ve temiz tutularak saglandi.

Resim 2.1. Aragtirmanin yapildigi merkez ve koglarin genel goriinimii
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2.3. Suni Vajenin Hazirlanmasi

Koglardan sperma suni vajen yardimiyla alindi. Bu amagcla koglar i¢in tiretilmig 110
mm uzunlugunda ve 55 mm ¢apindaki Suni vajen silindiri igerisine boru seklindeki
ince kauguk lastik gecirilip her iki ucu silindirin dis yliziine g¢evrilerek iizerine
sabitlendi. Daha sonra sperma toplama kadehine sabitlenen lastik huni silindirin ug
kismima uygun sekilde yerlestirildi. Suni vajenin 2/3’liik kismima 48-52 °C’deki sicak
su dolduruldu ve konulan suyun sicakligi sperma alma esnasinda 42-45 °C olacak
sekilde ayarlandi. Penisin girecegi 6n kismina bir cam baget yardimiyla bir miktar
steril vazelin siiriilerek kayganlastirildi. Basinci ise igerisine doldurulan sicak su ve
bir miktar hava iflemek suretiyle saglandi (Demirci, 2002; Hafez, 1987; Tekin,
1994).

2.4. Spermanin Alinmasi

Sperma alma esnasinda agim partneri olarak kizginlig: tespit edilmis koyun, olmadig:
zamanda ise kizginlik gostermeyen koyunlar kullanildi. Bir yardimer tarafindan
tutulan koyunun iizerine atlayan kogun penisine daha 6nceden hazirlanmis suni vajen
usuliine uygun yerlestirilerek sperma alindi. Asim sezonu esnasinda diizenli olarak
koglardan suni vajen yardimiyla haftada iki kez alinmak tizere her bir kogtan toplam

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

2.5. Sulandiric1 ve Antioksidanlar

Calismada sulandirict olarak Tris kullanilmis olup daha sonra farkli 4 antioksidan
katilim1 gerceklesmistir.

Bu amagla Tris stok soliisyonu i¢in;

Trisma base 3,63 ¢

Sitrik asit 1,99 g

Fruktoz 0,50 g
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Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak tris - sitrik asit - fruktoz soliisyonu
hazirlandi. Elde edilen sulandiriciya % 14 yumurta sarisi, % 5 gliserol, 100000 1U/ml

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

Hazirlanan bu sulandirma soliisyonuna literatiir taramalart ve kullanilan
antioksidanlarin farkli konsantrasyonlar ile yapilan 6n ¢alismalar sonucu 1 mM
Trolox, 100 mM Trehaloz, 50 mM Taurin, 1 mM Lipoik asit ve herhangi bir
antioksidan eklenmeyerek (Kontrol) 5 farkli grup olusturuldu.

2.6. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Ayri1 ayr tiiplere alinan sperma 6rnekleri bir tiipte birlestirilerek (pooling) dondurma
Oncesi spermatolojik muayeneleri yapildiktan sonra 5 esit hacme ayrildi. Sperma
ornekleri oOnceden hazirlanmis % 5 gliserollii farkli antioksidanlar iceren

sulandiricilarla ml’de 5x10° olacak sekilde dozajlanarak sulandirildi (Sekil 2.1).

Sulandirma islemini miiteakiben Ornekler hemen Dolerme ve Suni
Tohumlama A.D. laboratuarina getirildi. Burada spermalar 0.25 ml’lik farkli
renklerdeki payetlere ¢ekilerek 5 °C’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra
48x40x30 cm olgiilerindeki strafor kutu igerisindeki sivi azottan 4 cm yiikseklikteki
azot buharinda (~ -110 °C) 15 dk. igerisinde dondurularak in vitro degerlendirmelere
kadar s1v1 azot icerisinde (-196 °C) depolandi. Sezon i¢i 24 uygulamada her grup i¢in
en az 30 payet donduruldu. Daha sonra donmus spermalar 37 °C su banyosunda 30
sn’de ¢ozdiiriilerek temel spermatolojik ozellikler, CASA parametreleri, oxidatif

stres parametreleri ve DNA hasar1 yoniinden degerlendirildi.



Kog 1 Kog 2 Kog¢ 3 Kog 4 Kog¢ 5 Kog 6 Kog 7 Kog 8 Kog¢ 9 Kog 10
Pooling
A
Tris -Yumurta Saris1 (%14) - Gliserol (%65)
A
Lipoik
Kontrol Taurin Trehaloz Trolox
Asit

Sekil 2.1. Calisma gruplarinin olusum semasi

1%
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2.7. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Gergeklestirilen arastirmada oOncelikle bireysel olarak degerlendirmede normal
sinirlar igerisinde oldugu tespit edilen 10 kogtan alinan spermanin karistirilmasiyla
elde edilen miks ejakiilattaki sperma viskozitesi, pH’s1, spermatozoon kitle hareketi,
motilitesi (%), yogunlugu (x10%ml), anormal spermatozoon orani (%) ve hipo-

ozmotik sisme testi ile 6lii canli oran1 (HE, %) degerlendirildi.

Dondurulmus spermalardan her grup i¢in 24 adet olmak iizere 5 grup i¢in
toplam 120 payet 37 °C’lik su banyosunda 30 sn’de ¢ozdiiriildiikten sonra ilgili

parametreler yoniinden degerlendirildi.

2.7.1. Makroskobik Muayene

2.7.1.1. Spermanin Viskozitesi

Ciplak gozle bakilip 1-5 araliginda numaralandirilarak degerlendirildi. Bu
degerlendirmeye gore 5 ¢cok koyu, 4 krema koyulugu, 3 sulu krema, 2 siit inceligi ve

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

2.7.1.2. Spermanin pH Degeri

Spermanin pH’s1, 0.5 birim aralikli ve duyarliligi 5.0-10.0 arasinda olan Merck
Neuralit pH test kagid1 yardimiyla degerlendirildi. Bu amagla pH indikat6r kagidinin
yeni alimmis spermaya temas: saglanarak 3-5 sn igerisinde test kagidindaki renk

degisimi kutu tizerindeki skala ile karsilastirildi (Demirci, 2002).
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2.7.2. Mikroskobik Muayene

2.7.2.1. Spermatozoon Kitle Hareketi

Muayene 37 °C’deki lam iizerine bir damla sperma konulup 1sitma tablali faz-
kontrast mikroskobun (Olympus CX 31, Olympus Optical Co., Ltd., Japan) 100’lik
blyiitmesi ile lamel kapatilmadan farkli mikroskop sahalar1 incelenerek
gerceklestirildi. Bu amacla, spermada bulunan ileri yonlii, giiclii harekete sahip
spermatozoonlarin yogunluguna bagli olarak meydana gelen kaynama ve dalgalanma
hareketleri g6z Oniine alinarak 0-5 arasinda puan verilerek subjektif olarak
degerlendirildi (Tekin, 1994).

2.7.2.2. Spermatozoon Motilitesi

Motilite tayini amaciyla faz-kontrast mikroskobun 37 °C’ye ayarlanmis 1sitma
tablasina bir lam yerlestirildi. Lam tizerine % 2.9’luk Sodyum Sitrat (NaH,PO,4.H,0)
soliisyonu ile toplu igne bas biiyiikliigiinde sperma konularak 45”lik egimle lamel
kapatildi. Mikroskobun 100’lik biiyiitmesi ile goriintii bulunduktan sonra 400’liik
biiyiitmede muayene edildi. Motilitenin belirlenmesinde en az ii¢ mikroskop
sahasinda subjektif degerlendirme yapilarak bir yonde diizglin dogrusal hareket eden
spermatozoonlarin ayni alandaki tiim spermatozoonlara orani yiizde (%) olarak

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

2.7.2.3. Spermatozoon Yogunlugu

Spermatozoon yogunlugu Hemositometrik yontem ile tayin edildi. Bu amagla
eritrosit sayiminda kullanilan pipetin 0.5 cizgisine kadar sperma 101 ¢izgisine

kadarda distile su ¢ekilerek 1/200 oraninda sulandirildi. Daha sonra pipetin her iki
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ucu bas ve isaret parmaklar arasina kapatilarak yatay konumda ileri-geri hareketlerle
karisimi saglandi. Bu islemin ardindan 1 c¢izgisine kadar olan kilcal boruda
spermatozoon bulunmadigindan 5 damlasi atildi. Pipetin ucu Thoma lamu tizerindeki
kanala temas ettirilerek daha 6nceden lizerine lamel yapistirilmis olan Thoma lami
ile lamel arasina sulandirilmig spermanin akisi saglandi. Sivi akisinin durmasi ve
spermatozoonlarin pasif hareketlerinin Onlenmesi amaciyla Thoma lami yatay
konumda 3-5 dk. bekletildi. Spermatozoon sayimi faz-kontrast mikroskopta 400’lik
bliylitmede alt ve iist sayim sahalarinda beser orta karedeki (80 kiigiik kare)
spermatozoonlarin saymmi ile gergeklestirilerek yogunluk ml’deki say1 olarak verildi.
(Demirci, 2002; Tekin, 1994).

2.7.2.4. Anormal Spermatozoon Oram

Sperma orneklerinde anormal spermatozoon orant sivi fikzasyon yontemi ile
belirlendi. Fikzasyon amagli 1 ml Hancock soliisyonu igirisine 1-2 damla sperma
ornegi damlatildi. lyice karisimlari saglandiktan sonra bir damla sperma lam {izerine
alinarak tizerine lamel kapatilip faz-kontrast mikroskopta 1000°lik biiyiitmede 400
spermatozoon sayilarak anormal spermatozoon orani % olarak belirlendi. Normal
spermatozoon yapist disindaki yapilar anormal olarak kabul edildi ve
spermatozoon’un akrozom, bas, orta kisim, kuyruk ve toplam anomalileri
degerlendirilip kaydedildi (Resim 2.2).

Hancock sivisinin hazirlanisi:
1. Soliisyon:
NaCl (9.01 g) Bidistile su (500 ml)
2. Soliisyon:
A- Na;HPO,.2H,0 (21,682 g) Bidistile su (500 ml)
B- KH,PO, (22,254 g) Bidistile su (500 ml)
200 ml A ile 80 ml B karistirilarak 2. karisim hazirlandi.
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Hancock soliisyonu;
Formalin (62,5 ml)
1. Soliisyon (150 ml)

2. Soliisyon (150 ml), 500 ml bidistile su eklenerek hazirlandi (Schafer ve Holzmann,
2000).

Resim 2.2. Koglarin spermalarinda gézlenen bazi anormal spermatozoonlar

a: Bas, b: Orta kisim, c: Kuyruk, d: Akrozom anomalileri
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2.7.2.5. HE-test

Sperma numunelerinde o6lii-canli spermatozoon oranini ve hipo-ozmotik sisme
testinin birlikte uygulandigi Hipo-ozmotik Eosin boyama testi olarak adlandirilan
HE-test kullanildi (Ducci ve ark., 2002; Gilindogan ve ark., 2010; Mansour, 2009).
Ependorf tiipler igerisine su banyosunda 37 °C’deki 100 mOsm’luk HOST
soliisyonundan 1 ml alinarak {izerine sperma numunesinden 10 pl eklendi. Daha
sonra eosin boyast ilave edilip karisim 37 °C’lik su banyosunda 30 dk. inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasi lam iizerine bu karisimdan bir damla almip frotileri
cekilerek c¢ok kisa bir siirede kurumasi saglandi. Hazirlanan frotilerde 400°’liik
biiyiitmede 400 spermatozoon bas kisminin tamamin ya da bir boliimiiniin boya alip
almayisina ve kuyruktaki kivrilma veya sisme olup olmayisina gore dort tipte

siniflandirildi (Resim 2.3). Buna gore;

Eosin boyasinin hazirlanisi:
Eosin-Y (1,67 Q)
Sodyum Sitrat (2,9 g), 100 ml distile suya tamamlanarak hazirlandi.

HOS Test Soliisyonunun hazirlanisi:

0,9 g fruktoz

0,49 g sodyum sitrat, 100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazirlandi1 (Aisen ve
ark., 2002; Jeyendran ve ark., 1984).
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Tip IV

Resim 2.3. Spermatozoonlarda HE-testinde gozlenen sisme ve kivrilmalar

Tip I. Kuyruk sismis, bas boya almamis (H+/E-)
Tip Il. Kuyruk sismemis, bas boya almamis (H-/E-)
Tip HI. Kuyruk sismis, bas boya almis (H+/E+)
Tip IV. Kuyruk sismemis, bas boya almis (H-/E+)
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2.7.3. CASA ile Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Dondurma-¢ozdiirme  sonrast  spermatozoon motilitesinin  ve hareketlerinin
degerlendirilmesinde CASA (Version 12 IVOS, Hamilton-Thorne Biosciences,
Beverly, MA, USA) kullanildi (Resim 2.4). Degerlendirilmeye baslamadan once
CASA faz kontrast, 60 Hz kare hizi, minumum kontrast -70, kiigiik ve biiyiik statik
boyutlu girisler -0.6-4.32, kiiciik ve biiyiik yogunluklu girisler -0.20-1.92, kiiciik ve
biiylik uzama girigleri 7-91, varsayilan hiicre boyutu -10 piksel, varsayilan hiicre
yogunlugu -80 olarak ayarlandi. Cozdiiriilmiis sperma gliserol ve yumurta sarisi
icermeyen tampon tris sulandiricistyla sulandirilip (5 pl sperma + 95 ul sulandirici)
hemen degerlendirildi. Sulandirilmis sperma Orneginden 4 pl onceden 1sitilmis
bolmeli lama (Leja 4, Leja Products, Luzernestraat B.V., Holland) birakilarak
spermatozoon motiliteleri ile hareket o6zellikleri 200’lik biiyiitmede 37 °C’de

belirlendi.

Resim 2.4. CASA
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Motilite ve hareket 6zellikleri olarak; motilite (%), progressif motilite (%),
VAP (ortalama yol hizi, um/s), VSL (diiz ¢izgisel hiz, um/s), VCL (egrisel hiz,
um/s) ve ALH (lateral kafa degistirme, um genligi), BCF (Capraz gegis frekans ritmi
Hertz (Hz)) degerleri kaydedildi (Sekil 2.2). Her bir degerlendirme igin, 10

mikroskobik alanlarda en az 300 hiicre incelendi.

VSL

Sekil 2.2. Spermatozoonlarin Kinetik hareketleri

VAP (Tiim hareketin ortalama hiz1)
VSL (Dogrusal hiz)

VCL (Egrisel yoldaki hiz1)

1 ALH (Basin laterale sapma uzakligy)

O BCF (Capraz Kesisme Frekansi)

2.8. DNA Hasarmin Belirlenmesi

Spermatozoon DNA hasarmin belirlenmesinde Single Cell Gel Electrophoresis
(SCGE) yontemi kullanildi. Comet assay olarak da adlandirilan bu yontemde alkali
pH da farkli molekiil agirliklarina ve elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin
elektriksel alanda gogleri esasina dayanir. Degerlendirmede ise elde edilen DNA
migrasyon goriintiilerine gore yapilmakta olup farkli asamalardan olusmaktadir

(Ostling ve Johanson, 1984; Singh ve ark., 2003).
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2.8.1. Spermanin Yikanmasi

Dondurulus sperma payetleri 37 °C’de 30 sn ¢dzdiiriiliip ependorf tiiplere aktarildi.
Spermalar Ca*? ve Mg*? icermeyen fosfat buffer soliisyon (PBS) ile 1:1 oraninda
sulandirilarak +4 °C’ye ayarli 800 x g’de 10 dk santrifiij edilerek yikandi. Santrifiij
bitiminde slipernatant atilarak sperma tekrar sulandirildi ve santrifiij islemi
tekrarland1. Siipernatant tekrar atilarak sperma ml’de 20x10° olacak sekilde tekrar
PBS ile sulandirildi (Fraser ve Strzezek, 2004; Nandre, 2007).

2.8.2. Slaytlarin Hazirlanmasi

PBS igerisinde hazirlanmig % 0.75°1ik diisiik kaynama dereceli agaroz (low melting
agar, LMA) jelden 120 pl alinarak 6zel olarak buzlanmis lamlar {izerine damlatildi
ve froti seklinde yayilarak oda sicakliginda kurumaya birakildi. Diliie edilmis olan
sperma siispansyondan 5 pl alinarak 85 pl % 1 oraninda LMA jel ile 37 °C’de
karigtirllarak birinci agaroz kat {izerine tabakalandirilip 24 x 60 mm lamel ile
kapatilarak +4 °C’de katilagsmasi icin bekletildi. Katilasma isleminden sonra lameller

dikkatlice ¢ekilerek slaytlar hazirland1 (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003).

2.8.3. Hiicre Lizisi

Lizis soliisyonu hiicre ve ¢ekirdek zarmi lize edip DNA sarmallarinin agaroz i¢inde
serbest kalmasini saglamak amaciyla kullanilmakta olup spermatozoonlar lam
lizerinde agaroz jele gomiildiikten sonra, slaytlar yiiksek yogunlukta tuz ve deterjan
iceren CometAssay'", Reagent Kit for Single Cell Gel Electrophoresis Assay kit
igindeki lizis soliisyonunda yaklasik 1 saat siire ile +4 °C’de inkiibe edildi. Bir saat
sonunda lizis soliisyonuna 40 mM dithioerithrol (DTT) eklenerek slaytlar 1 saat +4
°C’de inkiibe edildi. Daha sonra lizis soliisyonuna 100 pg/ml proteinase K eklenerek

slaytlar 37 °C’de bir gece inkiibe edildi (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003).
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2.8.4. Slaytlarin Elektroforezi

Elektroforezde yiiriitmeden dnce DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in slaytlar taze olarak
hazirlanmis ve sogutulmus elektroforez tamponunda 20 dk. inkiibasyona birakildi.
Agaroza gomiilii spermatozoonlarin elektroforez tamponunda (300 mM NaOH ve 1
mM EDTA, pH 12.5) inkiibasyonu tamamlandiktan sonra DNA’lar bu tampon
¢oOzelti icerisinde 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda 20 dk. isleme tabi tutuldu
(Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003).

2.8.5. Slaytlarin Nétralizasyonu

Elektroforezde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra alkali elektroforez ¢ozeltisini
slaytlardan uzaklagtirmak i¢in slaytlar taze hazirlanmis Tris tamponuyla (40 mM Tris
HCI, pH 7.4) 3 kez yikanarak nétralizasyon saglandi (Hughes ve ark., 1997; Singh ve
ark., 2003).

2.8.6. Slaytlarin Boyanmasi

Notralizasyon tamamlandiktan sonra slaytlar floresan boya olan ethidium bromid (5
png/ml) kullanilarak DNA’lar boyandi ve 4 saat icinde degerlendirildi (Hu ve ark.,
2008).

2.8.7. Slaytlarin Degerlendirilmesi

Ethidium bromide ile boyanan slaytlar tizerine lamel kapatilarak 400°lik biiyiitmeli
floresan ilaveli mikroskop (Olympus CX-31) ile 100 adet DNA goriintiisii
degerlendirildi.
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Degerlendirme gorsel skorlama yontemi ile gergeklestirildi (Resim 2.5).
Migrasyon uzunlugu fragmentlerin miktarina, DNA zincir kiriklarina ve alkali-labil
bolgelerin seviyesine bagli olarak degisiklik gdsterdiginden, olusan hasarin
derecesine gore DNA goriintiileri 5 alt katagoride siniflandirilarak puanlama yapildi
(Resim 2.6). Hi¢ hasar olmayan DNA’lar 0, hasar olan DNA’lar ise hasarin
derecesine gore 1’den 4’e¢ kadar puanlandirildi. Sonuglar arbitrary unit (AU) olarak
degerlendirildi (Collins, 2004). Her antioksidan grup icin sonuglar toplanarak
kaydedildi.

Resim 2.5. Gorsel Skorlama Teknigi ile Hiicrelerin Siniflandirilmasi (0: Hasarsiz

DNA Goriintiisii, 1-4: Hasarl1 DNA’larin hasar derecelerine gore puanlandirilmasi)



tuno L’
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o

Resim 2.6. Spermatozoonlardaki DNA hasarlari
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2.9. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Dondurma-¢6zdiirme sonrast oksidatif stres parametrelerinin degerlendirilmesi
amaciyla spermatozoonlar1 sulandiricidan ayirmak i¢in sogutmali santrifiij ile 800
g’de 20 dk. boyunca santrifiij edildi ve spermaotozoonlarr bu sekilde PBS ile 3 kez
yikandi ardindan siipernatant PBS ile 0.5 ml’ye tamamlandi. Homojenizasyon i¢in
ornekler buz igerisindeki falkon tiiplere alinarak 10 sn siireli sonikasyon islemi
ardindan 30 sn buz igerisinde bekletilmek suretiyle sonikasyon islemi 6 kez
tekrarlandi. Lipit peroksidasyon analizi i¢in 120 pl homojenat alinip iizerine 10 pl
0.5 mM BHT (biitil hidroksi toluen) ilave edilip karistirildi. Tiim homojenatlar
analizler yapilincaya kadar -20 °C’de sakland1 (Baspinar ve ark., 2011a).

2.9.1. Glutatyon

Spermatozoon GSH igerigi Sedlak ve Lindsay (1968) metodu kullanilarak olgtildii.
Ornekler % 50 trikolroasetikasit ile ¢oktiiriildiikten sonra 5 dk. 1000 g’de santrifiij
edildi. Reaksiyon karigimi 0.5 ml siipernatant, 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 igermektedir.
Cozeltinin konsantrasyonu spektrofotometrede 412 nm’de Olgiilmesi ile belirlendi.

GSH degerleri mg/dl olarak tayin edildi.

2.9.2. Glutatyon Peroksidaz

Glutatyon peroksidaz aktivitesi Sigma-Aldrich CGP1 (Chemical Co. USA) Kiti ile
spektrofotometrik olarak dl¢iildii. Kitin iglem prosediiriine gére glutatyon peroksidaz
tarafindan organik peroksitlerin reaksiyonu sonucu olusan okside glutatyon,
glutatyon rediiktaz tarafindan tekrar rediikte edilmektedir. Rediiksiyon asamasinda

NADPH’1in NADP+’ya doniisiimii 340 nm’de azalan absorbansa neden olmakta ve
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GSH-Px aktivitesi belirlenmektedir. 340 nm’deki absorbans diislisiiyle GSH-Px

aktivitesi ters orantilidir. Sonuglar nmol/dk/ml olarak belirlendi.

2.9.3. Katalaz

Katalaz aktivitesi Sigma—Aldrich CAT 100 (Chemical Co. USA) kiti ile kolorimetrik
olarak Olctldii. Kitin islem prosediiriine gore hidrojen peroksitin su ve molekiiler
oksijene doniisiimii katalaz aktivitesi ile dogru orantili oldugundan 6rnekler bilinen
bir konsantrasyonda hidrojen peroksit ile reaksiyona girdikten sonra 1 dk’lik
inkiibasyonun ardindan 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 absorbansi ile Katalaz aktivitesi

degerlendirilerek sonuglar pmol/dk/ml olarak kaydedildi.

2.9.4. Lipit Peroksidasyon

MDA ile thiobarbituric asitin (TBA) reaksiyona girip eflatun mor rengin olusup
spektrofotometrede 532 nm’de Ol¢iilmesi esasina dayanan Draper ve Hadley
(1990)’in ¢ift kaynatma metodu ile belirlendi. MDA degerleri nmol/ml olarak
kaydedildi.

2.9.5. Siiperoksid Dismutaz

Stiperoksid dismutaz aktivitesi Sigma-Aldrich Fluka FL19160 (Chemical Co. USA)
kiti ile ol¢iildi. Kitin islem prosediiriine gore ksantin/ksantin oksidaz sistemi
tarafindan olusturulan siiperoksid anyonlar1 kromojen olarak kullanilan nitroblue
tetrazolium (NBT) ile belirlendi. NBT, siiperoksid anyonu ile reaksiyona girerek

indirgenmekte ve formazon boyasi meydana gelmektedir ve bu indirgenme SOD ile
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inhibe olmaktadir. Formazon renk yogunlugunun azalmasi SOD aktivitesinin
yiiksekligini gostermektedir. 450 nm’deki absorbans disiisii ile SOD aktivitesi

arasinda ters bir orant: vardir. Sonuglar 10° hiicre/ml olarak belirlendi.

2.10. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde tek yonlii varyans analizi
(ANOVA) uygulandi. Gruplar arasi farkin 6nemini belirlemek i¢in Post-hoc Tukey
testi kullanildi. Analizler bilgisayar ortaminda SPSS (16.0) paket programi
yardimiyla gergeklestirildi.
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3. BULGULAR

3.1. Dondurma Oncesi Spermatolojik Parametreler

Arastirmada kullanilan 2-3 yaslarindaki 10 Pirlak koga ait birlestirimis ejakulatlarda

elde edilen ortalama spermatolojik 6zellikler Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Dondurma 6ncesi baslica spermatolojik parametreler (X + SEM, n:10).

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
Yogunluk (x10%/ml) 4.1+0.10
Anormal Bag Orani1 (%) 1.2+0.09
Anormal Orta Kisim Orani (%) 0.7+0.11
Anormal Kuyruk Oran1 (%) 5.5+£0.43
Toplam Anormal Spermatozoon Orani (%) 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

3.2. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Spermatolojik Parametreler

Dondurma-¢6zdiirme sonrasi elde edilen subjektif motilite ve CASA parametrelerine
ait bulgular Cizelge 3.2°de, dagilimlar1 ise Sekil 3.1°de sunulmustur. Buna gore
subjektif motilite yoniinden taurin igeren grup, hem kontrol hem de diger gruplara
gore belirgin bir Ustlinlik sagladigi (P<0.05) gozlendi. CASA motilitesi agisindan

kontrol grubuna gore trolox igeren gruptaki diisiis 6nemli (P<0.05) bulundu.



Cizelge 3.2. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi spermatolojik parametreler (X + SEM, n:24).

CASA Parametreleri

Subjektif
Gruplar i

P Motilite | Casa Motilite Pﬁg:ie“sf: VAP VSL VCL ALH BCF

(%) (%) (%) (um /s) (um/s) (um/s) (um) (Hz)
Kontrol 39.6+2.78% | 22.5+1.63" 12.6+0.32% | 92.9+328% | 72.8+2.69® | 174.3+552® | 7.2+0.17 | 36.6+0.61%
Taurin 54.6+2.25 | 24.2+1.84% 9.0+0.88° 98.2+220° | 80.1+1.88 | 185.1+3.94% | 7.8+0.12 | 37.1+0.41°
Trehaloz 43.8+2.15° | 18.9+ 1.22%° 6.8 + 0.58° 823+202° | 69.1+2.02° | 157.7+3.35° | 7.3+0.12 | 37.4+ 0.45°
Lipoik Asit | 32.9+2.03° | 17.6+1.39™ 8.4+081° |87.8+3.12% | 6905+283® |170.1+4.79® | 8.6+0.15 | 32.7+0.86"
Trolox 30.8+2.07° | 13.9+0.99° 6.5 + 0.64° 943+420* | 77.3+3.83" | 173.6+6.63* | 10.2+2.78 | 38.0+0.71?

a-c: Herbir siitun igerisinde farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05).
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VAP, VSL, VCL ve ALH agisindan kontrol ve antioksidan i¢eren gruplar arasinda
bir fark (P>0.05) bulunamadi. BCF bakimindan kontrol grubuna gore lipoik asit
igeren gruptaki diisiis onemli (P<0.05) bulundu.

3.3. Dondurma-Coézdiirme Sonras1 Anormal Spermatozoon Oranlari

Arastirmada ¢dziim sonras1 anormal spermatozoon ve akrozom ile ilgili elde edilen
bulgular Cizelge 3.3’de, dagilimlar1 ise Sekil 3.2°de verilmistir. Buna gore bas
anomalileri yoniinden kontrol grubuna gore trehaloz ve trolox gruplarindaki azalma,
orta kisim agisindan kontrol grubuna gore antioksidan igeren tiim gruplardaki diisiis,
kuyruk kismi ve toplam anormal spermatozoon orani agisindan kontrol grubuna gore
trehaloz grubundaki artisin 6nemli (P<0.05) oldugu tespit edildi. Bununla beraber
anormal akrozom orani agisindan kontrol grubuna gore tiim antioksidan igeren

gruplardaki azalma 6nemli (P<0.05) bulunmustur.

3.4. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 HE-Test Parametreleri

Dondurma-¢6zdiirme sonrast HE-test sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 3.4’de
parametrelerin dagilimlart ise Sekil 3.3’de verildi. Modifiye HOS Test yoniinden
degerlendirdigimizde, H+/E- orani agisindan kontrol grubuna gore taurin, trehaloz ve
lipoik asit gruplarindaki artis, H-/E- orani yoniinden kontrol grubuna goére taurin
grubundaki artis ve H-/E+ orani bakimindan kontrol grubuna gore antioksidan i¢eren

tiim gruplardaki azalmanin 6nemli (P<0.05) oldugu belirlendi.



Cizelge 3.3. Dondurma-¢ozdiirme sonras1 anormal spermatozoon oranlari (X £ SEM, n:24).

Anormal Spermatozoon Orani (%) Akrozom
Gruplar (%)
Bas Orta Kuyruk Toplam
Kontrol 12+0.21° 12+0.21° 8.7 +0.54° 11.2 + 0.51° 13.3 + 0.70°
b

Taurin 0.8+0.15° 0.2 +0.08° 9.2+ 0.40° 10.2 + 0.43" 10.7 + 0.51°
Trehaloz 0.5+0.07° 0.1 +0.04° 13.1 +0.48° 13.6 + 0.46° 5.2 +0.26°
Lipoik Asit 1.0 +0.12% 0.2 +0.07° 9.7 +0.38" 10.8 + 0.39° 7.1+0.41°
Trolox 0.4 +0.08° 0.1 +0.04° 10.1 +0.39° 10.7 + 0.37° 3.6 +0.21°

a-d: Herbir siitun igerisinde farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05).
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Cizelge 3.4. Dondurma-¢ézdiirme sonrast HE-test parametreleri (X = SEM, n:24).

HE-Test (%)

Gruplar
H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
Kontrol 22.3+0.72° 28.5+1.19" 10.9 + 0.98%° 37.8 + 0.90°
Taurin 32.6+1.31% 33.5 + 0.80° 7.7+0.79° 25.6 + 1.35°
Trehaloz 30.2 +1.52% 25.8+1.25° 14.6 +1.10° 293 +1.43%
Lipoik Asit 28.1+1.25% 27.9+1.11° 12.9 + 0.81° 31.0+1.17°
Trolox 26.0 £ 1.18" 29.4+1.18® 12.0 + 1.20° 326=+1.11°

a-C: Ayni siitun igerisindeki farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir (P < 0.05).
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3.5. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 DNA Hasarlar:

Dondurma-¢6zdiirme sonrast DNA hasar1 yoniinden elde edilen bulgular Cizelge
3.5’de gruplara ait degisimler Sekil 3.4’de sunuldu. Buna gore kontrol grubuna gore
trehaloz ve lipoik asit igeren gruplardaki diisiisler istatistiki olarak 6nemli (P<0.05)

bulundu.

Cizelge 3.5. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi DNA Hasarlari (X + SEM, n:24).

Gruplar DNA Hasar1 (AU)
Kontrol 68.7 + 4.09%
Taurin 50.6 + 4.50%
Trehaloz 43.5+4.51°
Lipoik Asit 48.4+5.27°
Trolox 61.2 +5.72%

a-b: Situn igerisindeki farkli harfler tasiyan degerler arasindaki farklar

istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05).

3.6. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Oksidatif Stres Parametreleri

Dondurma-¢ozdiirme sonrasi oksidatif stres parametrelerine ait bulgular Cizelge
3.6’da dagilimlar ise grafiksel olarak Sekil 3.5°de verildi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda, spermatozoon MDA diizeyleri bakimindan, lipoik asit ve trolox,
CAT aktivitesi bakimindan taurin, trehaloz ve trolox, GSH degerleri bakimindan da
trehaloz, lipoik asit ve trolox gruplarindaki azalmalar istatistiki olarak Onemli
(P<0.05) bulundu. SOD ve GSH-Px aktiviteleri bakimindan kontrol ve antioksidan

iceren gruplar arasinda istatistiki fark (P>0.05) bulunamadi.
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Cizelge 3.6. Dondurma-¢ozdiirme sonrasi oksidatif stres parametreleri (X = SEM, n:24).

Gruplar MDA SOD CAT GSH GSH-Px
(nmol/ml) (10°hiicre/ml) (umol/dk/ml) (mg/dl) (nmol/dk/ml)

Kontrol 54+0.33° 30.3+2.29 17.4 + 0.80% 6.1 +0.41° 0.9 +0.08

Taurin 4.9 +0.41% 33.7+1.78 14.4 +0.52 6.2+ 0.68° 0.9+ 0.06

Trehaloz 6.0+0.71 38.9+3.00 9.3 +0.58° 4.1+0.32° 0.8+0.07

Lipoik Asit 3.7+0.21° 31.1+2.40 18.1 + 1.02% 3.5+0.24 0.8+0.01

Trolox 3.6+0.24° 299+1.91 9.2 +0.39° 3.5+0.22° 0.8 +0.03

a-C: Herbir siitundaki farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05).
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4. TARTISMA

Kog¢ spermasinin uygun bir sekilde dondurularak Suni tohunlamada kullanilmasi
koyun yetistiriciligini ve 1slahin1 dogrudan etkilemektedir. Ko¢ spermatozoonlari,
plazma membranlar1 igerisinde bulundurduklar1 fazla miktarda doymamis yag
asitlerinde reaktif oksijen tlirevlerince meydana getirilen lipit peroksidasyon
nedeniyle dondurma islemine ¢ok duyarhidirlar. Spermanin dondurulmasi ve bu
esnada gelisen olaylar spermatozoonlarin fonksiyonlarinin hasar gormesine yol
agmaktadir. Bu nedenle sperma sulandiricilarina ilave edilen kryoprotektif maddeler
ile antioksidanlar dondurma isleminin ve beraberinde gelisen olumsuz etkileri en aza
indirebilmektedir. Sunulan bu tez ¢alismasinda sperma sulandiricisina ilave edilen
taurin, trehaloz, trolox ve 6zellikle lipoik asitin spermatolojik parametreler, oksidatif

stres ve DNA hasarn lizerine etkileri incelendi.

On Pirlak kogtan alinarak birlestirilen spermanin spermatolojik muayeneleri
sonucu elde edilen bulgulara (Cizelge 3.1) goére taze spermaya ait spermatolojik
parametrelerden viskozite ile ilgili olarak elde edilen bulgular bazi arastirmacilarin
(Giindogan, 1997; Giindogan, 1999; Giindogan ve ark., 2002; Yeni, 2010) elde
ettikleri degerlerden diigiik bulunmustur. pH ile ilgili olarak elde edilen bulgular bazi
arastirmacilarin  (Giindogan ve ark., 2002; Yeni, 2010) bulgularma yakin bazi
arastirmacilarin (Soylu ve ark., 1991; Uysal ve ark., 2003) degerlerinden diisiik ve
bazi aragtirmacilarin (Aral ve Tekin, 1996; Giindogan, 1999) bulgularindan yiiksek
tespit edilmistir.

Mass aktivite yoniinden elde edilen degerler bazi arastirmacilarin (Ataman ve
ark., 1996; Soylu ve ark., 1991) bulgulari ile paralellik arzetmektedir. Bunun yaninda
yine mass aktivite ile ilgili olarak kimi arastirmacilarin (Aral ve Tekin, 1999; Aral ve
Aral, 2004; Giindogan, 1997; Giindogan, 1999; Giindogan ve ark., 2002) bulduklari
degerlerden diisiik ve bazi arastirmacilarin (Giinay ve ark., 2003; Kafi ve ark., 2004;
Rege ve ark., 2000; Yeni, 2010) bulgularindan ise yiiksek olmustur.



77

Calismada motilite bakimindan elde edilen bulgular kimi aragtirmacilarin
(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) degerlerine yakin kimi
arastirmacilarin (Giindogan, 1999; Giindogan, 2003; Karagiannidis ve ark., 2000;
Taha ve ark., 2000; Tiirk ve Demirci, 2005; Simplicio ve ark., 1982) bulgularindan
yiiksek, Oztiirkler ve ark. (1997) bildirdigi degerden ise diisiik bulundu.

Spermatozoon yogunlugu bakimindan elde edilen degerler ise bazi
arastirmacilarin (Aksoy ve ark., 1994; Aral ve Aral, 2004; Aral ve Tekin, 1996;
Demirci, 1993; Giindogan, 1997; Giindogan, 1999; Kaya ve ark., 1999; Tiirk ve
Demirci, 2005; Uysal ve ark., 2003; Yeni, 2010) bulgularindan yiiksek bazi
arastirmacilarin (Giindogan, 2006; Gilindogan ve ark., 2002; Giindogan ve Serteser,
2005; Kafi ve ark., 2004; Langford ve ark., 1998; Piringci ve ark., 2001; Taha ve
ark., 2000) bildirdigi degerlerden de diisiik bulunurken Karagiannidis ve ark. (2000)

bildirdigi degerlerle paralellik arz ettigi gézlenmistir.

Anormal spermatozoon bas, orta, kuytuk ve toplam oranlar1 bakimindan elde
edilen bulgular kimi arastirmacilarin (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) bulgularindan diisiik bazi arastirmacilarin
(Aral ve Aral, 2004; Aral ve Tekin, 1996; Demirci, 1993; Giindogan, 1999;
Giindogan, 2006; Giindogan ve ark., 2002; Giindogan ve Serteser, 2005)
degerlerinden yiiksek tespit edilmistir.

Spermatozoon HE-test tiplerinin tiimii yoniinden elde edilen degerler
Giindogan ve ark. (2011)’nin Pirlak koglarda spermanin tris ile sulandirilmasi sonrasi
0. saatte elde ettigi degerler ile paralellik arzederken, Giindogan ve ark. (2010)’nin
Pirlak koglarda spermanin tris ile sulandirilmasi sonras1 0. saatte 25 ve 100 milyon

yogunluklu gruplarda H+/E- yoniinden elde ettigi degerlerden yiiksek bulunmustur.
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Bu arastirmada elde edilen taze koc¢ ejekiilatlarinda dondurma isleminden
Once saptanan baslica spermatolojik Ozelliklerin ortalama degerlerlerine iliskin
bulgular ile diger arastirmacilarin bildirdigi bulgular arasinda goriilen farklar,
arastirmada kullanilan koglarin irkina, yaslarina, sperma alma metodu ve zamanina
bagli olabilecegi gibi bakim-besleme, mevsim ve ¢evre kosullarinin farkliliklarindan
da kaynaklanabilir. Diger taraftan sperma alma zamani, muayeneyi yapan kisi ve
muayene teknigininde elde edilen verilerin farkliliginda pay: olabilir. Bununla
birlikte genel olarak degerlendirdigimizde elde edilen spermatolojik parametrelerin,
koglarda bildirilen optimal degerlerle uyum igerisinde bulundugu ve alinan

spermalarin dondurulmaya elverisli oldugu gézlenmistir.

Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma, taze spermaya gore peroksidasyona daha
duyarhidir. Son zamanlardaki arastirmalar spermanin saklanmasi sirasinda
infertiliteye yol acan en Onemli sebebin spermatozoon membran lipitlerinin
peroksidasyonun oldugunu gostermektedir. Bu nedenle ko¢ spermasinin
dondurulmasinda, ¢6zdiirme sonrasi spermatolojik parametreler {izerine olumlu
etkileri olabilecegi diisiiniildiigiinden, sperma sulandiricilarina antioksidan maddeler
katilmaktadir. Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermada azalan antioksidan kapasite ve
artan reaktif oksijen radikallerinin olusumu, spermatolojik 6zellikleri ve fertiliteyi
olumsuz olarak etkiler (Chen ve ark., 1993; Sinha ve ark., 1996). Yapilan tez
calismasinda ¢oziim sonrasi, 24 oOrnekten elde edilen subjektif spermatozoon
motilitesi en yiiksek taurin iceren grupta elde edilmistir (Cizelge 3.2, Sekil 3.1).
Subjektif motilite bakimindan taurin iceren grubun kontrol grubuna goére sagladigi

tistiinliik 6nemlilik (P<0.05) arz etmektedir.

Bucak ve ark. (2007) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkli
konsantrasyonda ilave ettikleri trehaloz (50, 100 mM), taurin (25, 50 mM),
cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml) ¢alismalarinda ¢ozdiirme
sonrasi kontrol, 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin ilave edilen gruplardaki ortalama
motilite oranlarinmi sirasiyla % 47.5 £ 4.3, % 56.0 £ 2.9 ve % 56.0 £ 2.9 olarak

bildirmektedirler.
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Uysal ve ark. (2007) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkl
konsantrasyonda GSSG, BSA, Sistein ve Lycopene ilave ettikleri ¢aligmalarinda
dondurma-¢ozdiirme sonrasi kontrol grubunda motilite degerini ortalama % 39.5 +

2.73 olarak bulmuslardir.

Anela ve ark. (2003) {i¢ farkli dondurma protokolii uygulayarak
dondurduklar1 kog¢ spermasinda 35 °C’de gliserol ilave ederek 2 saat inkiibsayon

uyguladigi tris bazli sulandiric1 grubunda ¢6ziim sonrast motilite degerini ortalama %

63.2 = 11.1 bulduklarin1 bildirmislerdir.

Baspmnar ve ark. (2011a) tris bazli sperma sulandiricisina farkh
konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) alfa lipoik asit ilave ederek dondurduklar1 Merinos
kog spermasinda ¢6ziim sonrast 1mM ilave edilen grupta motilite oranini ortalama %
74.3 + 1.3 olarak tespit etmislerdir. Ritar ve Ball (1993) Tris - sitrik asit - glikoz -
yumurta sarisi - gliserol sulandiricisi kullanilarak 1/0.5 ve 1/2 sulandirma oranlarinda
¢ozdiirme sonrasi ortalama motilite oranlarini sirastyla % 37.9 + 0.81 ve % 43.9 +
0.86 olarak bulmuslardir. Soderquist ve ark. (1999) payetlerde dondurulmus kog
spermasini 70 °C (5 sn), 50°C (9 sn) ve 35°C’de (12 sn) ¢ozdiirerek ¢oziim sonrasi
ortalama motilite degerlerini sirastyla % 67.0 + 1.1, % 65.0 = 1.1, % 63.1 £ 11 olarak
saptadiklarin1 ve 70 °C ile 50 °C arasinda 6nemli bir istatistiksel fark olmadigim

bildirmektedirler.

Aisen ve ark. (2000) ko¢ spermasmnin dondurulmasinda kullanilan
sulandiriciya 76 g/L trehaloz katimi sonucu sogutma sonrasi ve ¢ozdiirme sonrasi
ortalama motilite oranlarini sirasiyla % 85.0 + 2.0 ve % 64.0 = 2.6 bulduklarini

bildirmislerdir.

Tekin ve ark. (2006) farkli taurin dozlarinin ve dondurma hizinin kog
spermasinin dondurulmasi iizerine etkilerini arastirdiklar1 ¢calismada, kog spermasini
20 mM, 50 mM, 80 mM taurinli ve antioksidansiz tris (kontrol) sulandiricilariyla

dondurduklar ¢alismadan elde ettikler spermatozoon motilite oranlarini sirasiyla %
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387, % 311, % 26.5 % 34.4 olarak bildirmigsler ve ko¢ spermasinin
dondurulmasinda degisik taurin dozlarinin ¢6ziim sonrasi spermatozoon motilitesine

olumlu etki yapmadigini belirtmektedirler.

Sanchez-Partida ve ark. (1997) tris bazli sperma sulandiricisina farkli
antioksidanlar katarak dondurduklar1 ko¢ spermalarinda ¢ozdiirme sonrast 50 mM
taurin  katilmis grupta motilite oranmm1 % 60’in  lizerinde bulduklarim
bildirmektedirler. Andreea ve Stela (2010) tris bazli sulandiriciya vitamin E ve
sistein ilave ederek dondurduklar1 ko¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi vitamin E ilave

edilen grupta ortalama motilite oranin1 % 59.16 + 0.86 olarak tespit etmislerdir.

Anghel ve ark. (2010) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina fakl
konsantrasyonlarda bovine serum albumin (BSA), sistein ve vitamin E ilave ederek
dondurduklar1 spermalarda ¢6ziim sonrast 1 mM vitamin E ilave edilen grupta
motilite degerini ortalama % 62.61 £ 1.53 bulduklarini bildirmislerdir. Kulaksiz ve
ark. (2010) tris bazli sulandiricilara % 15 oraninda farkli kanatli yumurta sarilari
ilave ederek dondurduklar1 Karayaka kog¢ spermasinda ¢oziim sonrasi tavuk yumurta
saris1 grubunda ortalama motilite oranin1 % 35 + 1.6 bulmugslardir. Ar1 ve ark. (2011)
farkli sulandiricilar ile dondurduklar1 Tuj irki kog spermasinda ¢éziim sonrasi tris
bazli sulandiricida ortalama motilite degerini % 14.1 + 8.6 olarak bildirmektedirler.
Coyan ve ark. (2011) tris bazli sulandiriciya farkli konsantrasyonda antioksidanlar
ilave ederek dondurduklari Merinos kog¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi kontrol

grubunda ortalama motilite degerini % 69.0 + 2.3 olarak bulmuslardir.

Nur ve ark. (2011) bioxel sperma sulandiricist ile hizli ve yavas yontemle
dondurduklar1 kog¢ spermasinda ¢oziim sonrasi ortalama motilite oranlarin1 % 42.8 +
8.8 ve % 36.5 = 9.9 bulduklarini belirtmislerdir. Bagpinar ve ark. (2011b) tris bazli
ko¢ sperma sulandiricisina farkli konsantrasyonda dithioerythritol (DTE) ilave
ettikleri arastirmalarinda ¢6ziim sonrasi kontrol grubunda ortalama motilite degerini
% 52.0 £ 4.9 olarak tespit etmislerdir. Bucak ve ark. (2009) tris bazli kog sperma

sulandiricisina farkli konsantrasyonda antioksidanlar ilave ettikleri ¢alismalarinda
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¢ozdiirme sonrasi kontrol grubunda ortalama motilite oranim1 % 50.7 + 2.5 olarak

bulmuslardir.

Coziim sonras1 spermatozoon motilitesinde gozlenen farkliliklar dondurma
isleminde kullanilan sulandiricilar ile sulandiricilarin igerdigi komponentlerin miktar
ve oranlarinin, 6zellikle sperma sulandiricisinin igerdigi yumurta saris1 oranlarinin
farkliligindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Sperma sulandiricilarina
katilan antioksidanlarin miktar ve igeriklerininde rolii olabilir. Ayrica bu farkliliklar
spermanin sulandirilmasinda ve dondurulmasinda kullanilan tekniklerden ¢6ziim
stiresi ve sicakligindaki degisimlerden ve analizi yapan kisi gibi faktorlerin yaninda
sperma alma metodu, 1rk, mevsim ve bakim beslenme kosullarindan da

kaynaklanabilir.

Sunulan c¢alismada ¢Oziim sonrasi, 24 Ornekten elde edilen CASA
parametrelerine ait degerler Cizelge 3.2°de belirtilmistir. CASA motilitesi agisindan
kontrol grubuna gore trolox igeren gruptaki diisiis 6nemli (P<0.05) bulundu (Sekil
3.1). CASA progressif motilite sonuglar1 bakimindan antioksidan igeren gruplar ile
kontrol grubu arasinda fark o6nemli (P<0.05) bulundu. Spermatoloijk CASA
parametrelerinden VAP, VSL, VCL ve ALH yoniinden kontrol grubu ile antioksidan
iceren gruplar arasinda fark (P>0.05) bulunamamustir. Calismada en diisiik BCF
degeri lipoik asit iceren grupta elde edildi ve BCF agisindan lipoik asit igeren
gruptaki diisiis istatistiki olarak 6nemli (P<0.05) bulundu.

Anela ve ark. (2003) {i¢ farkli dondurma protokolii uygulayarak
dondurduklar1 kog spermasinda 35 °C’de gliserol ilave ederek 2 saat inkiibasyon
uyguladigi tris bazli sulandirici grubunda ¢éziim sonrasi CASA parametrelerinden
ortalama VAP (um/s) ve VSL (um/s) degerlerini sirasiyla 74.4 = 10.9 ve 67.3 + 10.8
olarak bulmuslardir. Leahy ve ark. (2010) tris bazli sperma sulandiricist ile
dondurduklar1 ko¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi ortalama VAP (um/s), VSL (um/s),
VCL (um/s), ALH (um) ve BCF (Hz) degerlerini sirasiyla 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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Coyan ve ark. (2011) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkli
konsantrasyonda antioksidanlar ilave ettikleri ¢alismalarinda ¢6zdiirme sonrasi
kontrol grubunda elde ettikleri CASA parametreleri olan motilite, progressif motilite,
VAP (um/s), VSL (um/s), VCL (um/s) ve ALH (um) oranlar1 sirasiyla ortalama %
509 + 3.1, % 19.6 = 1.1, 109.7 £ 2.6, 97.6 £ 2.8, 183.1 + 7.2 ve 7.2 + 0.2
bulduklarini bildirmislerdir. Bagpmar ve ark. (2011b) tris bazli ko¢ sperma
sulandiricisina DTE’nin farkli konsantrasyonlarmi ilave ettikleri arastirmalarinda
¢oziim sonrast kontrol grubundaki CASA parametrelerinden motilite, progressif
motilite, VAP (um/s), VSL (um/s), VCL (um/s) ve ALH (um) degerlerini sirasiyla
ortalama % 44.2 £ 8.7, % 15.0 £ 2.5, 1149 + 1.8, 104.3 £ 2.2, 184.8 £ 3.3 ve 6.4 £
0.4 olarak tespit etmislerdir. Sicherle ve ark. (2011) siit bazli sperma sulandiricisina
100 pg/ml katalaz ve 100 uM trolox ilave ederek dondurduklari ko¢ spermasinda
¢oziim sonrasi trolox grubundaki CASA parametrelerinden motilite, progressif
motilite, VAP (um/s), VSL (um/s), VCL (um/s), ALH (um) ve BCF (Hz) degerlerini
sirastyla 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 bazli sperma sulandiricisina 50 pg/ml katalaz ve 50
uM trolox ilave ederek dondurduklari kog¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi trolox
grubunda CASA parametreleri olan motilite, progressif motilite, VAP (um/s), VSL
(um/s), VCL (um/s), ALH (um) ve BCF (Hz) degerleri sirasiyla 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

bulmusglardir.

Moustacas ve ark. (2011) tris bazli sperma sulandiricisina farkl
konsantrasyonlarda dogal ve liyofilize LDL ilave ederek dondurduklart kog
spermasinda ¢oziim sonu kontrol grubunda CASA parametrelerinden VAP (um/s),
VSL (um/s) ve VCL (um/s) degerlrini sirasiyla ortalama 58.6 + 6.3, 56.1 + 6.6 ve
121.5 + 13.5 olarak tespit etmislerdir.
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Garcia-Alvarez ve ark. (2009) Manchega 1rki koglardan elektroejakulator ve
posmortem yontem ile aldiklart spermalar1 Biladyle ile sulandirip dondurduklari
calismalarinda ¢6ziim sonrast CASA parametreleri olan VAP (um/s), ALH (um) ve
BCF (Hz) degerlerini sirasiyla 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 sulandirict ile dondurduklart Guirra 1rki
kog spermasinda ¢6ziim sonras1 CASA parametrelerinden motilite (%), VAP (um/s),
VCL (um/s), VSL (um/s), ALH (um) ve BCF (Hz) oranlarini sirasiyla ortalama 40.3
+ 1.7, 843 £ 1.7, 128.1 + 3.3, 682 £ 1.8, 69 £ 0.4 ve 12.6 £ 0.3 bulduklarin:
bildirmislerdir.

Joshi ve ark. (2005) tris sulandirici ile dondurduklari Garole 1irki kog
spermalarinda ¢6ziim sonrasi ortalama VAP (um/s), VCL (um/s), VSL (um/s), ALH
(um) ve BCF (Hz) degerlerini sirastyla 77.7 = 2.74, 101.1 £ 3.58, 59.9 + 2.59, 6.1 +
0.19 ve 10.0 + 0.19 olarak bulmuslardir.

Cozliim sonrast CASA parametreleri ile ilgili olarak bildirilen degerlerin
bazilar1 (Maia ve ark., 2009; Marco-Jimenez ve ark., 2005) ile parelellik arz etmesi
bu ¢alismanin benzer c¢aligmalar ile uyum igerisinde oldugunun gostergesidir. Bunun
yaninda bazi arastirmacilarin (Baspinar ve ark., 2011b; Coyan ve ark., 2011; Garcia-
Alvarez ve ark., 2009; Leahy ve ark., 2010; Sicherle ve ark., 2011) bulgularindan
diisiik ve bazilarinin (Anel ve ark., 2003; Joshi ve ark., 2005; Moustacas ve ark.,

2011) bulgularindan da yiiksek olmustur.

Coziim sonrast CASA parametrelerinde gozlenen farkliliklar irk, mevsim,
sperma alma metodu gibi faktorlerin yani sira dondurma isleminde kullanilan
sulandiricilar ile sulandiricilarin igerdigi komponentlerin miktar ve oranlarinin
ozellikle sperma sulandiricisinin igerdigi yumurta saris1 oranlarinin farkliligindan ve
sulandiricinin antioksidan ilave edilmeden 6nce santrifiij yapilip yapilmadigindan,

kaynaklanmis olabilir. Ayrica spermanin sulandirilmasinda ve dondurulmasinda
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kullanilan tekniklerdeki farkliliklara, ¢oziim stiresi ve sicakligindaki degisimlere,
analizin yapilmis oldugu cihazin kurulum ve yazilim ayarlari, analizi yapan kisi gibi

faktorlere baglh olarak da meydana gelmis olabilir.

Yapilan tez caligmasinda anormal spermatozoon ve akrozom oram ile ilgili
olarak elde edilen bulgular Cizelge 3.3’de verilmis olup bas anomalileri yoniinden
kontrol grubuna gore trehaloz ve trolox igeren gruplardaki azalma onemli (P<0.05)
bulunmustur (Sekil 3.2). Orta kistm orani bakimindan en yiiksek degerler kontrol
grubunda elde edilmis ve orta kisima ait anormal spermatozoon orani agisindan
kontrol grubuna gore antioksidan igeren tiim gruplardaki azalmalar 6nemli (P<0.05)
olmustur. Kuyruk kismi1 agisindan en yiiksek oran trehaloz grubunda gozlendi ve bu
artig istatistiki agidan énemli (P<0.05) bulundu. Toplam anormal spermatozoon orani
bakimindan en yiiksek deger trehaloz grubunda elde edilirken toplam anormal
spermatozoon orani ag¢isindan trehaloz grubundaki artis énemli (P<0.05) bulundu.
Anormal akrozom orani en yiliksek kontrol grubunda en diisiik oran ise trehaloz ve
trolox grubunda gozlendi. Anormal akrozom orani yoniinden kontrol grubuna gore
tim antioksidan igeren gruplardaki azalmalar ve ayrica taurin ve lipoik asit gruplari

arasindaki farklar da 6nemli (P<0.05) bulunmustur.

Bucak ve ark. (2008) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkh
antioksidanlar ilave ettikleri ¢alismalarinda dondurma-¢ozdiirme sonrasi kontrol
grubundaki ortalama anormal spermatozoon ve akrozom oranlarini sirasiyla % 30.25
+ 7.38 ve % 9.75 £ 2.60 bulduklarini bildirmislerdir. Bucak ve ark. (2007) tris bazli
kog¢ sperma sulandiricisina farkli konsantrasyonlarda ilave ettikleri trehaloz (50, 100
mM), taurin (25, 50 mM), cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml)
calismalarinda ¢6ziim sonrast 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin gruplarinda
ortalama anormal spermatozoon ve akrozom oranlarimi sirasiyla % 22.2 £ 0.5, %
22.6 £ 3.2 ve % 6.2 £ 0.58, % 6.5 £ 1.17 olarak bildirmektedirler. Uysal ve ark.
(2007) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkli konsantrasyonda GSSG, BSA,
Sistein ve Lycopene ilave ettikleri g¢alismalarinda ¢6zdiirme sonrasi kontrol
grubundaki ortalama anormal spermatozoon ve akrozom oranlarini sirastyla % 30.1 £

5.30 ve % 13.4 £ 2.32 olarak tespit etmislerdir.
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Kulaksiz ve ark. (2010) tris bazli sperma sulandiricilarina % 15 oraninda
farkli kanath yumurta sarilar ilave ederek dondurduklar1 Karayaka ko¢ spermasinda
¢oziim sonrasi tavuk yumurta saris1 grubundaki ortalama anormal spermatozoon ve

akrozom oranlarini sirastyla % 51.0 + 2.4 ve % 47.4 + 2.3 olarak bulmuslardir.

Anghel ve ark. (2010) tris ile sulandirilimis kog¢ spermasina fakli
konsantrasyonlarda BSA sistein ve vitamin E ilave ederek dondurduklari
calismalarinda ¢oziim sonras1t 1 mM vitamin E ilave edilen grupta ortalama anormal

spermatozoon oranini % 16.76 + 0.53 olarak bildirmektedirler.

Tekin ve ark. (2006) farkli taurin dozlarinin ve dondurma hizinin kog
spermasinin dondurulmasi {izerin etkilerini arastirdiklart ¢aligmada, kog¢ spermasini
20 mM, 50 mM, 80 mM taurin iceren ve kontrol grubu olmak {izere 4 farkl grup
olusturarak tris - sitrik asit — fruktoz - gliserol sulandiricisi ile sulandirmiglar ve
sicakligr ayarlanabilen sivi azotla ¢alisan otomatik programlanabilir dondurma cihazi
ile dondurmuslardir. C6ziim sonrasi ortalama anormal spermatozoon oranini sirasiyla
% 18.7, % 184, % 17, % 19 olarak belirlemislerdir. Kog¢ spermasinin
dondurulmasinda degisik taurin dozlarmin ¢ézdiirme sonrasi anormal spermatozoon
oranlarinda farkli degerler gostermesine ragmen s6z konusu rakamlar istatiksel

degerlendirmede onemli bulunamamustir.

Nur ve ark. (2011) bioxel sperma sulandiricisi ile hizli ve yavas yontemleri ile
dondurduklari kog spermasinda ¢6ziim sonrasi ortalama anormal akrozom oranlarini

sirasiyla % 31.6 = 12.9 ve % 24.7 + 11.1 olarak bildirmislerdir.

Yildiz ve ark. (2000) kog¢ ve kopeklerde taze spermadaki ve dondurma-
¢cozdiirme sonrasi sperma Orneklerindeki akrozomal bozukluk oranlarimi saptamak
icin 6 farkli yontem denemisler, Hancock soliisyonu ile koglara ait ¢dziim sonrasi
ortalama anormal akrozom oranin1 % 21.7 + 0.51 olarak saptamislardir. Pontbriand
ve ark. (1989) ko¢ spermasini farkli dondurma yontemi ve sulandirict kullanarak

dondurduklar1 ¢aligmalarinda tris bazli sulandirict ile payette dondurduklar1 grupta
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cozdiirme sonrasi elde ettikleri normal akrozom, hasarli akrozom, eksik (missing)
akrom ve kaybolmus (loose) akrozom oranlarini sirasiyla ortalama % 31.4 + 1.7, %
4.6+0.4, % 9.5+ 0.7 ve % 54.1 £ 1.7 olarak belirtmislerdir. Ar1 ve ark. (2011) farkh
sulandiricilar ile dondurduklart Tuj 1rki ko¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi tris bazl
sulandirict grubunda ortalama anormal akrozom orami % 47.6 + 11 olarak
bildirmektedirler.

Coziim sonu anormal spermatozoon orani ile ilgili olarak elde edilen bulgular
bazi arastirmacilarin  (Anghel ve ark., 2010; Bucak ve ark., 2007; Bucak ve ark.,
2008; Kulaksiz ve ark., 2010; Tekin ve ark.,, 2006; Uysal ve ark., 2007)
degerlerinden diisiik bulunurken akrozom orani ile ilgili olarak elde edilen degerler
Uysal ve ark. (2007)’nin bildirdigi degerlere yakin, bazi arastirmacilarin (Ar ve ark.,
2011; Bucak ve ark., 2007; Kulaksiz ve ark., 2010; Nur ve ark., 2011; Yildiz ve ark.,
2000) degerlerinden diisik ve kimi arastirmacilarin (Bucak ve ark., 2008;

Pontbriand, 1989) degerlerinden de yiiksek tespit edildi.

Cozim sonrast elde edilen anormal spermatozoon ve akrozom oranlarinda
gozlenen farkliliklar 1rk, mevsim, sperma alma metodu gibi faktdrlerin yanm sira
koglardaki genotipik degisiklikler, sperma sulandiricisinin igerigi, sulandiricida
kullanilan yumurta sarisinin orani, sulandiricilardaki antioksidanlar, dondurma ve
¢ozdiirme prosediirleri, degerlendirmede kullanilan teknikler ve muayeneyi yapan

kisiler arasindaki farkliliklar gibi nedenlerden kaynaklanmis olabilir.

Sunulan ¢aligmada HOS Test ve 6lii-canli spermatozoon oraninin belirlendigi
modifiye HE-test bulgulart Cizelge 3.4’de sunuldu. Buna gore H+/E- degeri
acisindan kontrol grubuna gore taurin, trehaloz ve lipoik asit gruplarindaki artiglar
istatistiki agidan 6nemli (P<0.05) bulundu (Sekil 3.3). H-/E- degeri agisindan kontrol
grubu ile taurin grubu arasindaki fark 6nemli (P<0.05) bulundu. H+/E+ degeri
bakimindan gruplar arasinda bir fark bulunamadi. En yiiksek H-/E+ orani kontrol
grubunda gozlenmis ve H-/E+ orani agisindan kontrol grubuna gore tiim antioksidan

gruplarindaki azalma 6nemli (P<0.05) olarak belirlenmistir.
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Giindogan ve ark. (2011) Pirlak koglarda farkli sulandiricilar ile kisa siireli
saklama calismalarinda tris bazli sulandirici grubunda sulandirma sonrasi 0. saatteki
ortalama H+/E- , H-/E- , H+/E+ ve H-/E+ oranlarini sirasiyla % 62, % 26, % 3 ve %
9 olarak bulmuslardir. Yine Giindogan ve ark. (2010)’nin Pirlak koglarda spermanin
tris ile sulandirilmasi sonrasi 0. saatteki 25 ve 100 milyon yogunluklu gruplarda

H+/E- oranlarini sirasiyla ortalama % 58 ve % 49 olarak bildirmektedirler.

Akman (2007) Swiss Albino 1rki fare spermatozoonlarindaki optimal hipo-
ozmotik ozmolariteyi 20-60 mosm olarak belirledikleri ¢alismalarinda ortalama
H+/E-, H-/E-, H+/E+ ve H-/E+ oranlarini sirasiyla % 29.6 + 3.2, %23.8 = 5.0, %
18.1+ 2.7 ve % 28.6 + 1.0 olarak bulmustur.

Smirli sayidaki literatiir bilgileri ile bu calisma sonucu elde edilen ¢éziim
sonrast HE-test parametreleri arasinda gozlenen farkliliklarin temelini 1rk, mevsim ve
sperma alma metodu gibi faktorlerin yani sira sperma sulandiricilarina katilan
antioksidanlarin farklilifit ve spermanin sulandirilmasinda, saklanmasinda ve
degerlendirilmesinde kullanilan teknik, ¢oziim siiresi ve sicakligindaki degisim ve

analizi yapan kisi gibi faktorlerinde olusturabilecegini diisiindiirmektedir.

Yapilan tez caligmasinda DNA hasarma ait bulgular Cizelge 3.5’de
sunulmustur. Buna goére ¢oziim sonrasi en yiiksek DNA hasar1 rakamsal olarak
kontrol grubunda elde edilmesine ragmen taurin ve trolox gruplari ile aralarinda
istatistiki fark bulunamadi. Bunun yaninda kontrol grubu ile trehaloz ve lipoik asit

gruplari arasinda bulunan farklarin istatistiki 6neme (P<0.05) sahip oldugu gozlendi.

Giindogan ve ark. (2010) farkli (25 x 10° ve 100 x 10%) yogunluklu kog
spermasinda kisa siireli saklamanin spermatolojik parametreler ve DNA hasari
iizerine etkilerini arastirdiklar1 calismalarinda 100 x 10° yogunluklu grubun 25 x 10°
yogunluklu gruba gore DNA hasarimi azaltici etkisinin daha iyi oldugunu
bildirmislerdir. Yeni (2010) Pirlak koglarda yil boyu spermatolojik degisimleri
degerlendirdigi ¢alismasinda Eyliil, Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda ortalama DNA
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hasarlarin1 comet analiz yontemiyle sirasiyla 28.10 + 3.49 AU, 23.00 + 3.60 AU,
36.60 = 4.32 AU ve 37.40 + 3.82 AU olarak tespit etmistir. Bununla beraber DNA
hasar1 ile sperma miktar1 ve anormal spermatozoon orani arasinda pozitif (p<0.05),
sperma viskozitesi ile ise negatif (p<0.01) yondeki iliskilerin 6nemli oldugunu
bildirmektedir. Garcia-Alvarez ve ark. (2009) Manchega 1rki koglardan
elektroejakulator ve posmortem yontem ile aldiklar1 spermalart Biladyle ile
sulandirip dondurduklar1 caligmalarinda ¢6ziim sonrasi SCSA yoOntemiyle
belirledikleri ortalama DNA hasarini sirasiyla % 21.47 + 3.29 ve % 15.86 + 1.83
olarak bildirmektedirler.

Nur ve ark. (2010) tris bazli sperma sulandiricisina farkli kriyoprotektantlar
katarak dondurduklar1 kog¢ spermalarinda ¢6ziim sonrasi kriyoprotektant madde
olarak gliserol ilave edilen grubun trehaloz, sukroz, 1,2 propanediol ve kontrol
grubuna gore TUNEL yontemi ile belirledikleri DNA biitlinliigii bakimindan pozitif
yonde etkili oldugunu ortaya koymuslardir. Kasimanickam ve ark. (2006) Polled
Dorset, Hampshire ve Suffolk irk1 6-11 aylik erkek kuzularda DNA hasarint SCSA
yontemi ile belirlemisler ve klasik sperma parametreleri ile DNA hasar1 arasinda
negatif bir korelasyon bulundugunu bildirmislerdir. Lopez - Fernandez ve ark. (2008)
farkli irk koglarda Spermatozoon Kromatin Dispersion (SCD) yontemi ile DNA
asarin1 belirledikleri ¢alismalarinda dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermatozoonda ve
15 °C’ye sogutulmus spermatozoonda DNA hasarin1 % 5’ten diisiik oldugunu tespit

etmislerdir.

Nur ve ark. (2011) bioxel sperma sulandiricist ile hizli ve yavas yontemle
dondurduklar1 kog¢ spermasinda ¢oziim sonrasi ortalama DNA kromatin indeksini
sirastyla % 2.9 + 2.4 ve % 3.3 + 2.2 bulduklarimi bildirmislerdir. Bucak ve ark.
(2010) tris bazli boga sperma sulandiricisina farkli antioksidanlar ilave ettikleri
caligmalarinda dondurma-¢ozdiirme sonrast kontrol grubunda comet analiz

yontemiyle DNA hasarini ortalama % 20.2 olarak tespit etmislerdir.
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Tuncer ve ark. (2010a) tris bazli sperma sulandiricisina farkli antioksidanlar
ilave ettikleri Ankara teke spermasinda dondurma-¢ozdirme sonrast kontrol
grubunda comet analiz yontemiyle ortalama DNA hasarin1 80.4 + 7,9 AU olarak
bulmuslardir. Yine Tuncer ve ark. (2010b) laiciphose sulandiricisi ile dondurduklari
holstein boga spermalarindan ¢6ziim sonu comet analiz yontemiyle DNA hasarini

83.5 £ 6,31 AU bulduklarini bildirmislerdir.

Hu ve ark. (2008) tris bazli sperma sulandiricisina 100 mM trehaloz ilave
ederek dondurduklart domuz spermasinda ¢oziim sonrasi comet analiz yontemiyle
ortalama DNA hasarin1 28.1 + 3.9 AU olarak bildirmektedirler. Hughes ve ark.
(1999) farkli yogunluklarda X isinlarina maruz kalmis insan spermasinda meydana
gelen DNA hasart ve askorbik asit ile vitamin E (a-tekoferol)’in bu DNA
biitiinliiglini ne derece korudugunu comet analiz ydntemiyle arastirdiklari
calismalarinda 300 uM askorbik asitin ve 30 uM a-tekoferol’iin DNA biitlinliigiiniin

korunmasinda etkili oldugunu bildirmektedirler.

Wen-li ve ark. (2007) Rhesus maymunlarinda alkalin comet analiz
yontemiyle dondurma-¢ézdiirme sonrasi DNA hasarin1 ortalama 36.33 + 5.30 AU
olarak tespit etmislerdir. Li ve ark. (2007) Rhesus maymunlarinda taze spermadaki
DNA hasarin1 % 0-2.7 olarak bildirmelerine karsin rutin yontemlerle dondurup sivi
nitrojende sakladiklar1 spermada DNA hasarmi % 25.3 - 43.7 aralifinda,
kriyoprotektant kullanmadan dondurduklari spermada ise bu araligin % 52.7 - 92.0
oldugunu bildirmislerdir.

Kumar ve ark. (2011) tris bazli sperma sulandiricisi ile dondurduklart manda
spermasinda ¢6zliim sonrasi olusan DNA hasarini notral comet analiz yontemiyle %
37.25 bulmuslardir. Kadirvel ve ark. (2009) tris bazli sperma sulandiricisi ile
dondurduklari manda spermasinda ¢6ziim sonu olusgan DNA hasarint nétral comet
analiz yontemiyle % 10.4 + 0.9 bulmuslardir. Nandre (2007) Surti mandalarda
Comet analiz yontemi ile yaptigt calismada spermanin dondurma-¢ézdiirme

sonrasinda DNA hasarin1 % 9.11 £ 1.31 bildirmektedir.
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Linfor ve Meyer (2002) aygirlarda yaptiklart ¢alismada kontrol grubunda
dondurma-¢dzdiirme sonrasi spermada Comet analiz yontemi ile spermatozoon DNA
hasarin1 % 63 + 13.9 olarak bulmuslardir. Coartes-Gutierrez ve ark. (2008) INRA 96
ile sulandirtp dondurduklar1 esek spermasinda ¢6zdiirme sonrasi alkalin comet analiz

yontemiyle DNA hasarin1 % 18.2 &+ 14.77 olarak bildirmektedirler.

Mehdi ve ark. (2009) insanlarda yaptiklar1 ¢alismada kontrol grubunda
dondurma-¢ozdiirme sonrast TUNEL analiz yontemiyle DNA hasarin1 % 8.19 + 6.84
olarak tespit etmislerdir. Gandini ve ark. (2006) dondurma-¢6zdiirme sonrasi insan
spermatozoonlarindaki DNA hasarini arastirdiklar1 ¢alismalarinda SCSA yontemiyle
% 15.2 £ 8.7 hasar tespit etmislerdir. Chi ve ark. (2008) farkli antioksidanlar ilave
ederek dondurduklari insan spermasinda comet analiz yontemiyle Trevigen kit
kullanarak DNA hasarin1 kontrol grubunda % 27.2 + 0.8 olarak bulmuslar.
Antioksidan ilave edilen grubun DNA hasarinin kontrol grubuna gore anlamli
derecede azaldigini tespit etmislerdir. Chohan ve ark. (2004) insan spermasinda
dondurma-¢ozdiirme sonrasi Acridine Orange (AO) yontemiyle Carnoy’s fiksasyon
ve Diff Quik fiksasyon boyamalari kullanarak spermatozoon DNA hasarini sirasiyla

ortalama % 30.8 + 2.9 ve % 17.1 + 2.5 olarak bulmuslardir.

Fraser ve Strzezek (2005) domuz spermasinda dondurma-¢ézdiirme sonrasi
meydana gelen DNA hasarin1 ndtral comet analiz yontemi % 23 £+ 1.9
saptamislardir. Hernandez ve ark. (2006) domuz spermasinda dondurma-¢ozdiirme

sonrasi meydana gelen DNA hasarint SCSA yontemi ile % 2.1 + 1.0 bulmuslardir.

Jiang ve ark. (2007) tris sulandiricisina farkli konsantrasyonda LDL ilave
ederek dondurduklar1 domuz spermasinda ¢oziim sonrast ndétral comet analiz

yontemiyle en az DNA hasarmi % 9 ilave edilen grupta tespit etmislerdir.

Rota ve ark. (2005) tris bazli sulandirici ile dondurduklart kdpek spermasinda
¢Ozlim sonrast DNA hasarin1 AO yontemiyle % 2.5 = 0.9 olarak tespit etmislerdir.

Kim ve ark. (2010) tris bazli sperma sulandiricisi ile dondurduklart kopek
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spermasinda ¢oziim SCSA yontemiyle DNA hasarmi % 6.47 + 3.06 bulduklarini
bildirmiglerdir. Evenson ve ark. (2002) erkeklerde SCSA analiz yonteminde DNA
fragmentasyon indexini % 27 nin {izerinde olmasi halinde in vitro fertilizasyon (IVF)
ve intra stoplazmik sperm injeksiyon (ICSI) yontemleri ile gebelik elde

edilemeyecegini bildirmiglerdir.

Baumber ve ark. (2003) dondurulmus aygir spermasi ile taze sperma
orneklerinin  karsilagtirdiklar1 ~ arastirmalarinda  spermanin  dondurulmasi ile
spermatozoon DNA hasari artis1 arasinda bir iliski (p<0.01) oldugunu bununda
nedeni olarak donurma-¢6zdiirme sirasinda olusan ROS {iriinleri oldugunu, hidrojen
peroksitin bu hasarda 6nemli bir rol oynadigini fakat stiperoksit dismutazin herhangi
bir etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir. Yine bu c¢alismada antioksidan olarak alfa-
tokoferol (0.1 mM) kullanildiginda dondurmayi takiben olusan DNA hasarinin

azaldigini tespit ettiklerini bildirmislerdir.

(Cozlim sonrast DNA hasarinda gozlenen farkliliklar arasinda 1rk, mevsim ve
sperma alma metodu gibi faktorlerin yani sira dondurma isleminde kullanilan
sulandiricilar ile sulandiricilarin igerdigi komponentlerin miktar ve oranlari ile
sperma sulandiricisinin igerdigi yumurta sarisi oranlari sayilabilir. Ayrica sperma
sulandiricilarina katilan antioksidanlarin farkli olmasi, spermanin sulandirilmasinda
ve dondurulmasinda kullanilan tekniklerin farkliligi ¢6ziim siiresi ve sicakligindaki

degisimler gibi etkenlerin de rolii olabilir.

Sunulan tez ¢aligmasinda oksidatif stres parametreleri ile ilgili olarak elde
edilen bulgular Cizelge 3.6°da ve Sekil 3.5°de verilmis olup s6z konusu parametreler
bakimindan gruplar arasi farkliliklar gézlenmistir. Ozellikle, MDA agisindan kontrol
grubuna gore lipoik asit ve trolox igeren gruplardaki azalma o6nemli (P<0.05)
bulundu. En yiiksek katalaz aktivitesi kontrol ve lipoik asit igeren grupta en diisiik
trehaloz ve trolox iceren gruplarda elde edildi. Katalaz agisindan taurin, trehaloz ve
trolox igeren gruplardaki diisiis 6nemli (P<0.05) bulundu. GSH bakimindan en
yiiksek deger kontrol ve taurin i¢eren gruplarda elde edilmis ve diger trehaloz, lipoik

asit ve trolox gruplar1 ile aralarindaki farklar istatistiki yonden 6nemli (P<0.05)



92

bulunmustur. Gerek SOD gerekse GSH-Px agisindan kontrol ve antioksidan igeren

gruplar arasinda istatistiki agidan fark bulunamadi.

Bagpmar ve ark. (2011a) tris bazli sperma sulandiricisina farklh
konsantrasyonlarda (1, 2, 4 mM) alfa lipoik asit ilave ederek dondurduklari Merinos
kog spermalarinda ¢oziim sonrast 1mM ilave edilen grupta ortalama LPO (umol-10°
hiicre/mL), SOD (%inh-10° hiicre/mL), GSH-Px (mU/mI-10° hiicre/mL) ve CAT
(mU/mI-10° hiicre/mL) aktivitelerini sirasiyla 16.3 2.6, 1.4 + 0.1, 15.6 + 1.1 ve 102
+ 1.4 olarak bildirmektedirler. Sicherle ve ark. (2011) siit bazli sperma
sulandiricisina 100 pg/ml katalaz ve 100 uM trolox ilave ederek dondurduklari kog
spermasinda ¢oziim sonrasi trolox grubunda ortalama MDA (nmol/10®) diizeyini 1.4
+ 0.20 olarak bildirmislerdir. Andreea ve Stela (2010) tris bazli sperma
sulandiricisina vitamin E ve sistein ilave ederek dondurduklari ko¢ spermasinda
¢oziim sonrast vitamin E ilave edilen grupta MDA (nmol/10%spz) diizeyini 13.60 +
0.70 bulduklarini bildirmislerdir.

Bucak ve ark. (2007) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkl
konsantrasyonlarda ilave ettikleri trehaloz (50, 100 mM), taurin (25, 50 mM),
cysteamine (5, 10 mM), hyaluronik asit (0,5, 1 mg/ml) arastirmalarinda ¢6ziim
sonrast 100 mM trehaloz ve 50 mM taurin gruplarindaki MDA (nmol/ml), GSH
(nmol/ml), GSH-Px (1U/g protein) ve CAT (kU/I) diizeylerini sirasiyla ortalama 8.6
+0.2-11.2+£0.9,2.6 £0.3-29 £ 0.1, 9.6 + 0.6-10.2 + 1.4 ve 1064.8 + 27.8-1037.5 £
68.2 olarak bildirmektedirler.

Coyan ve ark. (2011) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farklh
konsantrasyonda antioksidanlar ilave ettikleri ¢alismalarinda ¢ozdiirme sonrasi
kontrol grubunda elde ettikleri ortalama LPO (umol-10° hiicre/ml), SOD (%inh-10°
hiicre/ml), GSH-Px (mU/mI-10° hiicre/ml) ve CAT (mU/mI-10° hiicre/ml)
aktivitelerini sirastyla 28.6 + 3.3, 1.6 £ 0.1, 13.2 £ 2.1 ve 172.6 = 37.1 olarak tespit
etmiglerdir. Bucak ve ark. (2009) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkh

antioksidanlar ilave ettikleri calismalarinda dondurma-¢ozdiirme sonrasi kontrol
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grubundaki ortalama MDA (nmolL), SOD (U/g protein) ve CAT (kU/g protein)
degerlerini sirastyla 4.1 + 0.3, 3.0 + 0.1 ve 4.6 £ 0.4 bulduklarini bildirmislerdir.

Bagpinar ve ark. (2011b) tris bazli kog sperma sulandiricisina DTE’nin farkli
konsantrasyonlarin1 ilave ettikleri arastirmalarinda ¢6zdiirme sonrasi kontrol
grubunda elde ettikleri ortalama LPO (umol-10° hiicre/ml), SOD (%inh-10°
hiicre/ml), GSH-Px (mU/mI-10° hiicre/ml) ve CAT (mU/mI-10° hiicre/ml)
diizeylerini sirasiyla 24.8 + 2.7, 1.7 + 0.1, 12.9 £ 2.6 ve 220.0 £ 26.7 olarak
bulmuglardir. Bucak ve ark. (2008) tris bazli ko¢ sperma sulandiricisina farkl
antioksidanlar ilave ettikleri calismalarinda dondurma-¢ézdiirme sonrasi kontrol
grubunda elde ettikleri ortalama MDA (nmolL), GSH (nmol/ml), GSH-Px (IU/g
protein) ve CAT (kU/I) degerlerini sirasiyla 9.20 + 0.51, 2.63 £ 0.05, 7.00 + 1.78 ve
738.81 + 39.69 olarak tespit etmislerdir.

(Coziim sonrasi oksidatif stres parametrelerinde literatiir bilgileri ile aralarinda
gozlenen farkliliklar 1rk, mevsim, sperma alma metodu gibi faktorlerin yani sira
dondurma isleminde kullanilan sulandiricilar ile sulandiricilarin  igerdigi
komponentlerin miktar ve oranlarinin 6zellikle sperma sulandiricisinin igerdigi
yumurta sarist oranlarmin farkliligindan ve sulandiricinin - antioksidan ilave
edilmeden once santrifiij yapilip yapilmadigindan kaynaklanmis olabilecegi gibi
spermanin  sulandirilmasinda ve dondurulmasinda kullanilan tekniklerdeki
farkliliklara, ¢6ziim stiresi ve sicakliindaki degisimlere, analizin yapildigi yontem

ve analizi yapan kisi gibi faktorlere bagl olarak da meydana gelmis olabilir.
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5. SONUC

Spermanin basarili bir sekilde dondurulmasi, bir¢ok etkenin optimal sartlarini
gerektiren karmagik bir yontemdir. Bir tiirlin spermasi i¢in standardize edilen
protokol baska tiirler i¢in uygun olamayabilmektedir. Kog¢ spermasinin dondurulma
islemide bunun agik bir 6rnegidir. Ko¢ spermasi ile diger evcil tiirlerin spermasi
arasinda, sperma sulandiricisi, Kriyoprotektantlar, dondurma ve ¢6zdiirme hizlar
gibi ortak noktalar olmasina karsin, ¢dzdiirme sonrasi maksimum canlilik elde
edebilmek ic¢in tiire 6zgli ayr1 bir dikkate ve Ozene gereksinim vardir. Kog
spermasmin dondurulmasinda, ¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreler,
oksidatif stress ve DNA hasar1 {izerine olumlu etkileri olabilecegi diisiiniildiigiinden
sperma sulandiricilarina antioksidan maddeler katilmaktadir. Genel olarak olumlu
etkileri olmakla beraber antioksidanlarin etkileri hayvan tiiriine, antioksidanlarin
tiriine, dozuna, sulandirici kompozisyonuna ve dondurma prosediiriine gore

degisiklik gostermektedir.

Genel olarak motil hiicre sayist azaldiginda fertilizasyonun diistigi
bununda, sperma kalitesi yoniinden olumsuzluk isareti oldugu belirtilmektedir.
Fertizasyonun en onemli gostergelerinde olan motilite ve objektif motilite degeri
olan CASA motilite degerlerinin ¢6ziim sonras1t miimkiin oldugunca yiiksek olmasi
gerek fertilizasyon gerekse dolverimi agisindan dnemlidir. Bu baglamda dondurma-
¢ozdiirme sonrasi sperma Orneklerinde subjektif motilite yoniinden taurin igeren
grubun kontrol grubuna gore olumlu etkisi gozlenmesinin yani sira CASA
parametrelerinden progressif motilite yoniinden kontrol grubu ile antioksidan

katilan tiim gruplar arasindaki fark dikkat ¢ekici bulundu.

Morfolojik bozuklugun lokalizasyonu, ¢esidi ve miktart ile fertilite arasinda
sik1 bir iliski bulunmaktadir. Fertilizasyonda 6nemli rol oynadigindan morfolojik
incelemelerde akrozom ayr1 bir 6neme sahiptir. Dondurma-¢ozdiirme sonrasi

sperma Orneklerinde bas anomalileri yoniinden kontrol grubuna gore trehaloz ve
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trolox igeren gruplardaki azalma, orta kisim agisindan kontrol grubuna gore
antioksidan iceren tiim gruplardaki diisiis ve kuyruk kismi ve toplam anormal
spermatozoon orani agisindan ise trehaloz grubuna gore diger tiim gruplardaki
azalmalarin 6nemli (P<0.05) oldugu goriildii. Bununla beraber anormal akrozom
orani acisindan kontrol grubuna gore diger tiim gruplarin icerdigi antioksidanlarin

etkilerinin olumlu yonde oldugu (P<0.05) gbzlendi.

Coziim sonrasi sperma Orneklerinde gergeklestirilen HE-test sonucu dikkate
allman membran1 saglam ve canli (H+/E-) spermatozoonlar bakimindan kontrol
grubuna gore taurin, trehaloz ve lipoik asit gruplarindaki artiglarin 6nemli (P<0.05)
oldugu gozlendi. HE testi ayn1 spermatozoon iizerinde hem kuyruk ve hem de bas
membranlarinin fonksiyonel biitiinliiklerini belirleyen bir yontem olmasi nedeniyle
fertilizasyonun dnemli bir gostergesidir. Bu nedenle sperma sulandiricisina katilacak
olan taurin, trehaloz ve lipoik asitin fertilite izerine olumlu katkilar saglayabilecegi

kanaatine varildi.

Yiiksek oranlarda DNA hasariin fertilizasyon kayiplarina neden olmasi
nedeniyle dondurma-¢ézdiirme sonrasi spermatozoon DNA hasarinin miimkiin
oldugunca az dilizeyde tutulmasi fertilizasyon icin en Onemli faktorlerdendir.
Cozdiirme sonrasi spermatozoon DNA hasar1 iizerine trehaloz ve lipoik asit igeren
gruplarin kontrol grubuna gore azaltict etkiye sahip oldugunun gézlenmesi trehaloz

ve lipoik asitin dolveriminde olumlu etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.

Dondurma-¢ézdiirme  sonrast  sperma  Orneklerinde  oksidatif  stres
parametrelerinden kontrol grubuna gére MDA diizeylerinde lipoik asit ve trolox
iceren gruplardaki azalma, CAT aktivitesindeki taurin, trehaloz ve trolox igceren
gruplardaki diisiis, GSH degerlerinde ise trehaloz, lipoik asit ve trolox grubundaki
azalmalar o6nemli (P<0.05) bulundu. SOD ve GSH-Px yoniinden kontrol ve
antioksidan igeren gruplar arasinda ise fark gozlenemedi. Spermatozoonlarda

oksidatif stres sonucu olusan lipit peroksidasyonun azaltici etkisi nedeniyle
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sulandiriciya lipoik asit ve trolox ilavesinin yararli olabilecegi kanaati

uyandirmaktadir.

Bununla birlikte bu tez ¢alismasinda kullanilan tiim antioksidanlarin farkl
ozelliklerinden dolay1 sperma sulandiricilarina katilmalarinin faydali olabilecegi ve
ozellikle lipoik asitin gerek oksidatif stres parametreleri ve gerekse DNA hasarini
azaltic1 etkinligi ve heniiz bu alanda yeterli bilgi olmamasi nedeniyle daha genis

kapsamli arastirmalara gereksinim duyulmaktadir.

Sonug¢ olarak, ko¢ spermasimin dondurulmasinda antioksidanlarin olumlu
etkilerinin, antioksidanin tiiriine gore degisebilecegi, antioksidan kullaniminda
sulandirict ve antioksidan etkilesiminin g6z Oniline alinmasi gerektigi ve
antioksidanlarin farkli dozajlarda spermatolojik 6zellikler, CASA parametreleri,
oksidatif stres parametreleri ve DNA hasari {izerine etkisinin daha genis hayvan
materyali kullanarak dolverimi sonuglari ile birlikte degerlendirilmesinin daha

yararli olacagi kanaatine varilmistir.
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OZET

Koc¢ spermasina katilan baz antioksidanlarin dondurma ve ¢ozdiirme sonrasi
spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve DNA hasar iizerine etkileri

Bu c¢alismada, dondurma ¢ozdiirme sonrasi spermaya katilan antioksidanlarin
spermatolojik, CASA, oksidatif stres parametreleri ve DNA hasarlar1 {iizerine
etkilerinin belirlenmesi amaglandi. Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen 2-3 yash
Pirlak 1rkina ait toplam 10 kogtan alinan spermalar birlestirilip 5 esit hacme
boliinerek kontrol basta olmak iizere taurin, trehaloz, trolox ve lipoik asit igeren Tris
bazli sulandiricilar ile sulandirildi. Sulandirilan ornekler 0,25 ml’lik payetlerde 5
%C’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra sivi azot buharinda dondurularak
stv1 azot icerisinde (-196 °C) sakland.

Cozdirilen spermalarda subjektif motilite (% 54.6 + 2.25) ve CASA
motilitesi (% 24.2+1.84), VAP (98.2 + 2.20 um/s) ve VSL (80.1 + 1.88 um/s)
acisindan taurin grubunda en yiiksek degerler tespit edildi. Anormal spermatozoon
bas, orta kisim ve akrozom orani agisindan kontrol grubuna gore (% 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)
gruplarinda en diisiik degerler elde edildi. Spermatozoon HE-test parametrelerinden
H+/E- tip spermatozoonlarda kontrol grubuna gore (% 22.3 £ 0.72) taurin (% 32.6 +
1.31), trehaloz ( % 30.2 + 1.52) ve lipoik asit (% 28.1 £ 1.25) gruplarindaki artiglar
onemli (P<0.05) bulunmustur. DNA hasarinda en diisiik deger yine kontrol grubuna
kiyasla (68.7 + 4.09 AU) trehaloz (43.5 = 4.51 AU) ve lipoik asit (48.4 + 5.27 AU)
gruplarinda gozlendi. Oksidaitif stres parametrelerinden MDA yoniinden lipoik asit
(3.7 £ 0.21 nmol/ml) ve trolox (3.6 £ 0.24 nmol/ml) en diisiik degeri gostererek
koruma saglamistir.

Sonug olarak kog¢ spermasinin dondurulmasinda antioksidan olarak kullanilan
taurin, trehaloz, lipoik asit ve trolox’un etkinliklerinin farklilik gosterdigi bunun
yaninda lipoik asitin gerek oksidatif stres ve gerekse DNA hasarmi azaltici
etkisinden dolay1 digerlerine nazaran iistiinliik sagladig1 ancak tiim antioksidanlarin
farkli dozajlarda spermatolojik 6zellikler, CASA, oksidatif stres parametreleri ve
DNA hasar iizerine etkisinin daha genis hayvan materyali kullanilarak ddlverimi
sonugclari ile birlikte degerlendirilmesinin yararli olacag: kanisina varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, DNA Hasari, H-E testi, Ko¢ Spermasi, 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
°C and frozen 0,25 ml French straws in liquid nitrogen vapour and storage in liquid
nitrogen (-196 °C).

In thawed semen according to subjective motility (54.6 + 2.25 %) and CASA
motility (24.2+1.84 %), VAP (98.2 + 2.20 um/s) and VSL (80.1 + 1.88 um/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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