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SIMGELER VE KISALTMALAR
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H202: Hidrojen Peroksit

LH: Luteinizan Hormon
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OH™: Hidroksil Radikali
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Bu caligma insan sperm kriyopreservasyonu sirasinda, spermde meydana gelen kriyohasarin
sonucu olarak, sperm parametrelerinde meydana gelen olumsuz etkiyi azaltmak i¢in, dondurma
ortamina eklenen silimarin antioksidanin etkisini arastirmak iizere yapilmustir.

Silimarin, devedikeni (Silybum marianum) bitkisinin tohum ve meyvelerinin ektresinden elde
edilen bir flavonoiddir. Silimarin, uzun yillaridir klinik olarak alkole bagl karaciger hastaliklarinin
tedavisinde ve anti-hepatotoksik ajan olarak kullanilmaktadir. Fakat silimarinin asil aktivitesi; icerdigi
flavano-lignanlar ve diger polifenolik bilesikler ile gii¢lii antioksidan 6zellik gostermesidir.

20 normospermik bireyin semen 6rnegi calismaya dahil edilmis olup, drnekler ¢alisma i¢in 6
gruba ayrilmustir. ilk grup kriyopreservasyon isleminin spermde olusturdugu kriyohasarin tespiti i¢in
taze semen Orneginin kullanildigi kontrol grubudur. Diger gruplar ise eklenen farkli konsantrayonlarda
silimarinin dondurulup ¢6ziilen sperm tizerinde etkisinin arastirilmasi i¢in olusturulmustur. Bunun igin
ornek 5’e bolinmiis ve sirasiyla 0, 20, 100, 500 ve 1000 pug/ml silimarin, sperm dondurma ortamina
eklenmistir. 72 saat boyunca -196 C®lik likit azot tankinda saklama islemi gergeklestirilmistir. Daha
sonra Ornekler 37 C%de ¢ozdirilmiis ve tim gruplarda: motilite, plazma membran biitinligi,
mitokondriyal aktivite, akrozomal biitiinliik ve apopitozis parametrelerine bakilmistir.

Dondurup ¢ézme isleminin sperm parametreleri lizerindeki etkisine bakmak i¢in taze semen
ornegi ile silimarin eklenmeden (0 pg/ml) dondurulup ¢o6ziilmiis grup karsilagtirilmis ve
kriyopreservasyon igleminin sperm parametrelerinin tiimiinii anlamli (p<0,05) diizeyde olumsuz
etkiledigi gorillmiistiir.

Kriyohasar iizerine silimarinin etkisinin aragtirilmasi iginde sperm dondurma ortamina
degisen dozlarda silimarin eklenen gruplarda sperm parametreleri karsilastirilmistir. Motilite, plazma
membran biitiinliigli ve mitokondriyal aktivite i¢in en etkili silimarin konstrasyonun: 100 pg/ml ve
500 pg/ml oldugu bulunmustur. Akrozomal biitiinliigiin ise en iyi 1000 pg/ml silimarin eklenen grupta
korundugu goriilmiis ve apopitozis degerlendirmesi igin kullanilan % kaspaz 3 degeri en diisiik 20
pg/ml ve 100 pg/ml silimarin igeren gruplarda oldugu bulunmustur.

Sonuclarimiza gore: sperm kriyopreservasyon ortamina silimarin antioksidanin takviyesi
dondurup ¢6zme islemi sonrasi spermde meydana gelen hasar1 6nemli derecede azaltmistir. Hiicrede
dogrudan serbest radikal temizleme ve mitokondri lizerinde koruyucu etki 6zelligi olan silimarinin,
kriyohasarin ana sebebi olarak goriilen serbest oksijen radikalleri (ROS)’un olugturdugu zararh etkiyi
baskilayabildigi gosterilmis olup, insan sperm kriyopreservasyonunda kullanilabilecegini gosteren ilk
¢alisma olmustur.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan; Kriyopreservasyon; Silimarin
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This study was conducted to investigate the effect of silymarin antioxidant added to the
freezing medium in order to reduce adverse effects on sperm parameters as a consequence of
cryoinjury during human sperm cryopreservation.

Silymarin is a flavonoid derived from the extracts of seeds and fruits of the milk thistle
(Silybum marianum)plant. Silymarin has been used for many years in the treatment of alcoholic liver
diseases clinically and as an anti-hepatotoxic agent. But the actual activity of silimarin is; contain
flavano-lignans and other polyphenolic compounds and exhibit strong antioxidant properties.

Samples of 20 normospermic individuals were included in the study and the samples were
divided into 6 groups for study. The first group is the control group in which fresh semen samples are
used to detect cryoinjury to the sperm of the cryopreservation process.The other groups were
established to investigate the effect of silymarin on frozen spermatozoa in different concentrations.
For this, the sample was divided into 5 and added to the freezing medium of 0 pg / ml, 20 pg / ml, 100
pg / ml, 500 pg / ml and 1000 pg / ml silymarin sperm respectively. Storage was carried out in a -
196°C liquid nitrogen tank for 72 hours.The samples were then thawed at 37°C and the motility,
plasma membrane integrity, mitochondrial activity, acrosomal integrity and apoptosis parameters were
examined in all groups.

In order to see the effect of freezing and thawing on the sperm parameters, frozen-thawed
group was compared without addition of silymarin (0 ug / ml) with fresh sample of sperm and the
cryopreservation process was found to negatively affect sperm parameters as a whole (p<0.05).

Sperm parameters were compared in groups of 0, 10, 100, 500, and 1000 ug / ml silymarin
added to sperm freezing medium in the investigation of the effect of silimarin on cryoinjury.The most
effective silymarin constructions for motility, plasma membrane integrity and mitochondrial activity
were found to be 100 pg / ml and 500 pg / ml. Acrosomal integrity was best preserved in the 1000 pg /
ml silymarin added group and the% Caspase 3rate used for apoptosis evaluation was found to be
lowest in groups containing 20 pg / ml and 100 pg / ml silymarin.

According to our results, the addition of silymarin antioxidant to the sperm cryopreservation
medium reduced freezing damage to the sperm after freezing and thawing. Direct free radical
scavenging and direct protective action on mitochondria have been shown to silymarin inhibit the
deleterious effect of caused by free oxygene radicals (ROS), the main cause of cryoinjury, and have
been the first study showing that it can be used in cryopreservation of human sperm.

Keywords: Antioxidant; Cryopreservation; Silymarin



1. GIRIS

Kriyopreservasyon bir diger adiyla dondurarak saklama hiicreleri sifirin
altindaki derecelerde dondurup stabilize ederek saklama ve istenildigi zaman
kullanma imkanini saglayan islemdir. Sperm kriyopreservasyonu ise igeriginde
sperm hiicresini bulunduran seminal plazma sivisinin dondurularak saklama

islemlerini igerir.

Insan spermasmin kriyoprezervasyonu, yardimci {ireme merkezlerinde,
androloji laboratuarlarinda ve sperm bankalarinda rutin olarak kullanilan bir
prosediirdiir (Gandini ve ark 2006). Radyasyon ve kemoterapi gibi tedavilerden once,
testikiiler hasara neden olabilecek hastaliklar1 tasiyan bireyde, sperm aspirasyon ve
ekstraksiyonu uygulanan azospermik hastalarda tekrarlanan iglemleri 6nlemek adina
fertilitenin ~ korunmasi  i¢in  yaygmm  olarak  kullanilmaktadir. ~ Sperm
kriyoprezervasyonu, ilk olarak 1953 yilinda fertilitenin korunmasi amaciyla tedavi

yontemi olarak kullanilmaya baslanmistir (Bunge ve Sherman 1953).

Kriyopreservasyon isleminin uzun bir gegmise sahip olmasina ragmen, eritme
sonrasi sagkalim orani sinirl kalmis ve ideal beklentileri karsilamay1 basaramamistir

(Li ve ark 2010).

Bu islemin treme devamligi igin biiyiik yararlart vardir. Ancak, sperm
membran lipid kompozisyonunda, mitokondriyal membran potansiyelinde, akrozom
durumu, motilite ve canliliginda olumsuz degisikliklere neden olabilir ve bu olaya
“kriyohasar olusumu” denir. Ayrica sperm DNA hasarinda artisa ve apopitoz ile ilgili
degisikliklere neden olur (Love 2005, Amidi ve ark 2010, Garcia-Herrero ve ark
2011).

Sperm kriyohasarina artmis tuz konsantrasyonuna bagli olarak ozmotik sokun
izledigi hiicresel dehidrasyon, hiicre i¢i buz kristali olusumundan kaynaklanan
fiziksel hasar, termal sok, oksidatif stres (OS) veya reaktif oksijen tiirleri (ROT)

olusumu sebep olur.

Artmig ROT firetimi, lipid peroksidasyonunu (LPO), yapisal degisikliklersi,
kromatin disfonksiyonunu ve DNA hasarin1 indiikleyebilir(Kodama ve ark 1997,
Cocuzza ve ark 2007). ROT ile olusturulan hasardan kaginmak i¢in seminal plazma,
antioksidan enzimleri (sliperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz) ve enzimatik olmayan

1



siiptiriiclileri  (albimin, taurin, {irat ve askorbat) bol miktarda igermektedir

(Venkatesh ve ark 2011).

Bu antioksidanlar spermleri bakteri ve 16kositlerden ve anormal spermlerden
tiretilen oksidanlardan korumaya yardimci olur. Bu nedenle, antioksidan savunma
kapasitesinde azalma semenin kriyoprezervasyonunu takiben canliligin ve
hareketlilik gibi ¢esitli fertilizasyon parametrelerinin olumsuz etkilenmesine neden
olabilir (Martinez-Soto ve ark 2010). Bu olumsuz etkinin azaltilmasi i¢in dondurma
ortamlar1 yaygin olarak farkli antioksidanlar ile takviye edilmistir (Roca ve ark 2005,
Li ve ark 2010, Zribi ve ark 2010).

Silimarin devedikeni (Silypbum marianum) bitkisinin tohum ve meyvelerinin
ektresinden elde edilen bir flavonoiddir. Silimarin 30 yili askin bir siiredir klinik
olarak alkole bagli karaciger hastaliklarinin tedavisinde ve anti-hepatotoksik ajan
olarak kullanilmaktadir (Saller ve ark 2001). Fakat silimarinin asil aktivitesi; igerdigi
flavano-lignanlar ve diger polifenolik bilesikler ile gii¢lii antioksidan &zellik
gostermesi ve buna bagli olarak serbest radikal tutucu islevinin bulunmasidir (de
Groot ve Rauen 1998). Bu ozelliginden dolay1 silimarin ile ilgili birgok caligma

yapilmistir.

Silimarinin hiicre GSH seviyesinde artisa neden oldugu, SOD aktivitesini
arttirdigt ve lipit peroksidasyonunu inhibe ettigini ortaya koyan c¢aligmalar
bulunmaktadir(Bosisio ve ark 1992, Zhao ve ark 2000). Silimarin eklenerek sperm
dondurup saklanmasi ile ilgili literatiirde yanlizca hayvalar ile yapilan birkag calisma

mevcuttur.

Roostaei-Ali Mehr ve Parisoush (2016) yaptigi bir calismada farkl
konsantrasyonlarda silimarin ve kaproik asit eklenmis ko¢ semeninin saklanmasi
aragtirtlmistir. Sperm canliligi, hareketliligi, membran biitiinliigii ve melondialdehit
seviyeleri arastirildiginda sonuglar, silimarinin  sperm  kalitesini  arttirdigi

gozlenmistir.

Purdy ve ark (2004) yaptigi bir caligmada ise keg¢i sperminin saklanmasi
sirasinda eklenen silimarin ve katesin flavonoidlerinin sperm hareketliligine etkisi

arastirilmistir.



Yaptigimiz bu ¢alisma ile fertilitenin korunmasi amaciyla, dondurup- ¢d6zme
islemi (kriyoprezervasyon) uygulanmis spermde meydana gelen kriyohasar1 motilite,
plazma membran biitiinliigli, mitokondriyal aktivite, akrozomal biitiinlik ve
apopitozis gibi parametreleri tlizerinden incelemek ve kriyohasar tizerinde giiglii

antioksidan 6zellige sahip silimarinin etkisinin arastirilmast amaglanmastir.

1.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek genital sistemi bir ¢ift testis, genital bosaltim yollar1 ve bu yollara
yardimci aksesuar genital bezler ve eksternal genital organdan olugmaktadir (Sekil
1.1.). Ureme ve hormon salgilama gorevi olan testisler skrotum iginde spermatik
kord ile asili dururlar. Birlesik tiibiiller i¢eren testis hem ekzokrin hem de endokrin
salgt yapan karisik bezlerdir. Endrokrin salgisi steroid yapidaki testesteron
hormonudur. Ekzokrin salgisi ise testis sivisi (testikiiler luid) ve spermatozoon

(sperm, spermiyum)’dur (Kierszenbaum 2006).

Testisler en dista tunika albuginea ad1 verilen siki diizenli bag dokusu kapsiilii
ile sarilidir. Tunika albuginea, mediastinum testis denilen bir kalinlagsma yaparak
organin parankimasinin i¢ine dogru sokulma yapar. Mediastinum testisten siki bag
dokusu yapisinda 1smnsal bigimde septula testisler ¢ikar. Bu septula testisler
parankimay1 200-300 adet lobuli testislere ayirir. Bunlarin tepeleri mediastinuma

yoneliktir ve piramit bi¢imlidir.

Her lobiil i¢inde olduk¢a kivrimli, 1-4 adet kadar seminifer tiibiil yer alir.
Tiibiillerin arasinda intertisyel bag dokusu ile doludur ve burada interstisyel Leydig
hiicreleri yer almaktadir (L. Carlos Junqueira 2006). Seminifer tiibiiller
spermatogenezis olaymin gerceklestigi yerdir. Cok kivrintili kanallardan olugsmakla
birlikte bu kanallarin uzunlugu 30-40 cm uzunlukta ve 150-250 mikrometre
kalinligindadir. Her bir testisteki seminifer tiibiillerin toplam uzunlugu 250 metre
kadardir.

Her bir seminifer tiibiil rete testise agilir. Rete testis seminifer epitelin
tirlinlerini toplayan kanallar agidir. Seminifer epitelde lamina proprianin bazal
laminaya bitisik i¢ hiicreleri, yassilagarak miyoid ya da peritubuler kontraktil

hiicreleri olustururlar. Bu hiicrelerin ritmik kontraksiyonlari, spermiyumlar ve



seminifer tiibiil sivisinin, seminifer tiiblil ve genital bosaltma yollar1 boyunca ileri

dogru hareketini saglarlar (L. Carlos Junqueira 2006).

Mesane
Prostat

Ampulla
Seminal vesikul
Ejakulator kanal

Bulbouretral Bez

Corpus cavernosum Ductus deferens

(Penis)
Corpus cavernosum Ductus epididymidis
(Uretra) :

: Ductuli efferentes
Glans penis Epicidymie

Testicular lobule

Tunica albuginea Mediastinum testis

Tunica vaginalis

Tubuli recti Rete testis

Sekil 1.1. Erkek genital Sistemi (L. Carlos Junqueira 2006).

Interstisiyel doku iginde kan, lenf kapillerleri, siniizoidler ve etrafinda gruplar

halinde androjen tireten Leydig hiicreleri yer alir (Thakur ve ark 2014).

Erginde seminifer tiibiil epiteli, somatik Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicre serilerini igeren ¢ok katli epitel goriinlimiindedir. Sertoli hiicreleri gelismekte
olan spermatogenetik hiicreleri destekleyerek korur, spermiyogenezin sonunda artik
hiicre kalimtilari1 fagosite eder, sipermiyasyon sirasinda liimene salinimi
kolaylastirir ve seminifer tiibiil limenine protein ve iyondan zengin sivi salgilayan

tek tip hticrelerdir (Kaur ve ark 2014).

Spermatogenik hiicreler ise spermatogenesis sirasinda olusan farkli gelisme

evrelerindeki farkli tip hiicreleridir.

Bunlar:

e spermatogoniumlar,

e primer spermatositler



e sekonder spermatositler,
e spermatidler ve spermiyumlar (sperm-spermatozoon)’dir (L. Carlos
Junqueira 2006).

1.1.1. Spermatogenez

Bir gelisme olgusu olan spermatogenez, farklanmamis ilkel tip erkek iireme
hiicrelerinin  (spermatogoniumlar), ileri derecede farklanmig spermiyumlara

doniismesi olayidir.

Spermatogenez; spermatositogenez, mayoz ve spermiyogenez safhalarindan

olusur.

Seminifer tiibiil epiteli piiberteden 6nce, ¢cok sayida Sertoli hiicresi igerirken,
az sayida ilkel germ hiicresi igermektedir. Piibertede, hipofiz 6n lobundan,
hipotalamustan salgilanan gonadotropin salgilayici hormonun (GnRH) etkisi ile
gonadotropik hormonlar salgilanmaya baslar. Bu hormonlar, Folikiil uyarict Hormon
(FSH) ve Liiteinlestirici Hormon (LH)’lardir.

Bu hormonlarin uyarisi ile tip A spermatogonium’lar1 meydana getirmek
lizere spermatogonium'lar bir dizi mitoz bolinmeye ugrarlar. Tip A
spermatogoniumlarin bir kismi, spermatogenezin ileri yaslara kadar devam etmesi

i¢in kok (stem) hiicreler olarak islev gortirler (Komeya ve Ogawa 2015).

Diger bir kisim ise tip B spermatogoniumlara farklanirlar. Tip B
spermatogoniumlarin mitoz bdliinmeleri ile primer spermatositler meydana gelir.
Spermatogenezin mayoz safhasi baslangicini  olusturan hiicreler  primer

spermatositlerdir.

Primer spermatositler, 46 kromozom sayisina (diploid) sahiptirler. Olustuktan
hemen sonra 1. mayoz béliinmenin profaz safhasina girerler. Insanlarda profaz
sathas1 22 giin siirer. DNA'lar1 replike olur ve normalin iki kat1 kromozom sayisina

ve iki kat1 DNA miktarina sahip olurlar (Hassa 2003).

Benzer kromozomlar metafaz plaginda yan yana gelerek homolog kromozom

ciftlerini olustururlar. Sentromerleri bolgesi harig, sikica birbirlerine degerler. X ve Y



kromozomlar1 homolog olmayip, ancak kisa kollarinin uglarindaki homolog

segmentlerde ¢ift olustururlar.

Sonra tetradlar arasinda gen aligverisi (krossing over) olay1 gerceklesir. Bu
c¢ift yapili homolog kromozomlarin uzunlamasina agilarak, kromatinlerde enine
kirilmalar olugmasi ve bu parcalarin giftler arasinda karsilikli degisimi olayidir. Daha
sonra homolog komozomlar, birbirlerinden ayrilmaya baslarlar. Ancak, ciftler, bir
siire daha kromatidlar arasi degisimin oldugu boélgelerde, birbirlerine bagli kalmaya

devam ederler.

Homolog kromozomlar X seklinde goriiniimiine kiyazma adi verilir. Kiyazma
asamasinda homolog kromozomlar arasinda, karsiliklt gen bloklar1t degisimi

gerceklesir, homolog ¢iftlerin birbirinden ayrilmalar1 da devam eder.

Sonunda, homolog kromozomlar birbirlerinden ayrilirlar ve tetradlar ayrilarak
diyad halini alir. Kromozom ¢iftinin iki {iyesi, ekvator bolgesinde diizenlenerek
boliinme igi (spindle) olusturur. Daha sonra, liyeler karsi kutuplara ¢ekilir ve primer

spermatositler ikiye boliiniirler (Hassa 2003).

Primer spermatositlerden birinci mayoz boliinme ile sekonder spermatosit adi
verilen iki yavru hiicre olusur. Sekonder spermatositler primer spermatositlere oranla
kiiciik hiicrelerdir ve homolog kromozom ciftlerinin birer tiyesini, yani 22 otozom ve

bir seks kromozomu olmak iizere 23 adet kromozom igerirler.

Boylece, 1. mayoz boliinme ile DNA miktar1 2n ve kromozom sayis1 diploid
olur. Sekonder spermatositler, hemen ikinci mayoz bdliinmenin profazina girerler.
Bu bolinmede DNA replikasyonu olmaz, 23 iki yapili kromozomlar iki Kkardes
kromatid igerir ve bunlar sentromerleri boélgelerinden ayrilirlar. Bolinme sonunda,
23 adet tek haploid kromozom sayisina ve In DNA miktarina sahip spermatid

denilen 4 yavru hiicre meydana gelir (Sekil 1.2.).

Iki mayoz boliinme sonunda 1 adet primer spermatositten, haploid
kromozomlu 4 adet spermatid meydana gelir. Bunlarin ikisi 22 + X diger ikisi ise 22

+Y kromozom diizenine sahiptir (Michael H. Ross 2014).
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Sekil 1.2. Spermatogenezin sathalari
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1.1.2. Spermiyogenez

Spermatidlerin olgun erkek iireme hiicresi olan spermiyum ya da

spermatozoonlara doniismesi olayidir (O’Donnell 2014).

Yuvarlak bir hiicre olan spermatidler kuyruklu ve hareketli bir spermiyuma
doniistirler. Bu doniisme olayinda, spermatidte baz1 degisiklikler meydana gelir. Dort

fazda gerceklesen morfolojik farklanmalar su sekilde siralanmaktadir;



Golgi Fazi: Spermatidte ¢ok sayida golgi kompleksi olusumlari goézlenir.
Bunlar periyodik asit-Schiff (PAS) pozitif graniilleri igermektedir. Bu graniiller

akrozomal vezikiilii olusturmak tizere bir araya gelirler (Sekil 1.3.).

Akrozomal vezikiil nukleusun 6n boliimiinii kaplayacak kadar genisler ve
akrozomal kepi olusturarak 6n kutbu belirler. Sentriyoller arka kutba dogru goc eder
ve aksonemi olusturan 9 periferik mikrotiibiil ¢ifti ve iki merkezli mikrotiibiil

pargalar1 bir araya gelmeye baslar.

Kep Fazi: Akrozomal vezikiil en kutupta nukleusun on yarisi iizerinde

genisleyerek akrozomal kep (akrozomal sapka)’i olusturur (Sekil 1.3.).

Akrozom Fazi: Spermatid bazal laminaya dogru yonelerek sertoli hiicrelerinin
icerisine iyice gomiiliir. Cekirdek sekil ve biiylikliik degistirir, kromatin yogunlasir
nukleus yassilasip uzar. Sitoplazmik mikrotiibiiller akrozomdan arka kutba dogru
uzanarak silindirik kilifi (manseti) olusturur. Sentriyollerden gelisen 9 kalin fibril

aksonemin mikrotiibiillerini sarmak iizere kuyurugun ig¢ine dogru uzanir (Sekil 1.3.).

Nukleusu flagellum ile birlestiridigi icin bu liflerin bagladigi bdlgeye
baglayict parca (boyun) adi verilir. Flagellumun yilizeyini sarmak i¢in plazma

membrani arkaya dogru uzanir ve manset kaybolur.

Sperm kuyrugunun orta pargasi dedigimiz kisimda ise mitokondriyonlarin
kaba fibrilleri heliks tarzinda sararak bir kilif olusturdugu kisimdir. Kuyrugun esas
parcasinda ise orta parcanin distalinde longitudinal iki fibroz siitun ve bir¢ok sayida
baglayic1 fibr6z halkalardan olusan fibréz kilifin dis yogun lifleri g¢evreleyerek
flagellumun ucuna kadar ilerledigi kisimdir. Fibroz kilifin en u¢ kisminda kalan ve
yanlizca aksonem mikrotiibiillerini i¢eren en son kisim ise kuyrugun son pargasini

olusturmaktadir.

Maturasyon Fazi: Fazla sitoplazmanin Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite
edildigi fazdir. Spermatidler birbirinden bagimsiz hale gelir ve liimene salinirlar. Bu
ilk spermatozoonlar hareketsizdir ve oositi dolleme potansiyeline heniiz sahip
degildir. Spermatozoonlar kapasitasyonlarmi1 disi genital kanallar1 igerisinde

tamamlar (Sekil 1.3.).
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Sekil 1.3. Spermiyogenezin sathalari. diFiore’nin Histoloji Atlasi’ndan alintilanmis
ve Tirk¢eye cevrilmistir (Eroschenko 2008).

Spermiyogenez, ¢ogunlukla seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinin apikal
sitoplazma girintilerinde geg¢mektedir. Spermiyogenezde olan bir¢ok spermatid,
baslart ayn1 Sertoli hiicresi apikal girintilerine gdmiilii, kuyruklart limene uzamis

olarak dururlar(O’Donnell 2014).

Spermiyumlarin Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiil liimenine atilmalarina
spermiasyon denir. Liimene atilan ve serbest kalan spermatidler yavas yavas genital

bosaltma yollarina geger. Spermiyumlarin seminifer tiibiil liimenine salinmalari



sirasinda, hiicreler arasi kopriiler, artik cisimler olarak geriye kalirlar ve sonra Sertoli

hiicreleri tarafindan fagosite edilirler (L. Carlos Junqueira 2006).

1.1.3. Olgun Spermin Yapisi

Ergin spermiyum, hareketli olup bas ve kuyruk (flagellum) kisimlarindan
olusur (Sekil 1.4.).

Yaklasik 60 mikrometre uzunlugunda olan olgun spermin bas kismi yass1 ve
sivridir ve 4,5 mikrometre uzunlugunda ve 3 mikrometre genisligindedir. Akrozomal
baslik zona pellusidanin delinmesi igin gerekli bir¢ok proteaz enzimi igcermekedir.
Bas kisminda akrozomal kepin posteriorunda ise genetik bilginin tasindig1 nukleus

bulunmaktadir.

Sperm kuyrugu ise boyun, orta parca, esas ve son par¢ca olmak iizere

boliimlere ayrilmistir.

Yaklasik 7 mikrometre uzunlugundaki orta pargada kalin fibrillerin ve
aksonemal kompleksin etrafini saracak sekilde birgcok mitokonriyon kilifin

bulundugu kisimdir.

Esas parca ise yaklasik 40 mikrometre uzunlugundadir. Fibréz kilif, dis

yogun fibriller ve aksonemal kompleksi igerir.

Son parga ise 5 mikrometre uzunlugunda olup kalin fibrillerden yoksun olup

yalnizca aksonemal kompleksi iceren kisimdir (Bruce Alberts 2008).

BOYUN

KUYRUK ORTA BOLOM BAS

MITOKONDRILER  CEKIRDEK AKROZOM

Sekil 1.4. Olgun spermin sematize edilmis yapisi.
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1.2. Semen Analizi

Glinlimiizden infertilite sikayetiyle gelen ciftlerin yaklasik %30’unda
infertilite sebebinin erkek faktoriine bagli oldugu saptanmistir. Semen analizi ise
erkek infertilitesinin belirlenmesinde c¢ok oOnemli bir parametre olup ejekiilatin

incelenmesi islemidir.

Bu test ile baslica semendeki sperm sayisi, hareketliligi ve sperm sekli
degerlendirilir. Semen analizi ilk olarak Edward Martin tarafindan 1902 yilinda
infertilitenin saptanmasi i¢in Onerilmistir. Daha sonraki yillarda analiz i¢in incelenen
parametreler genisletilerek Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan 1980 yilinda
semen analiz klavuzu olusturularak parametreler standartlastirilmistir ve en son 2010

yilinda revize edilmistir.

Cizelge 1.1. Semen analizi i¢in Diinya Saglik Orgiitii’niin en diisiik referans degerleri
(WHO 2010)

Parametreler En Diisiik Referans Deger
Semen voliimii (ml) 1.5 (1.4-1.7)
Total sperm sayist (10°) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10%/ml) 15 (12-16)
Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR,%) 32 (31-34)
Vitalite (canli sperm,%) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar,%) 4 (3.0-4.0)
pH >7.2
Peroksidaz — pozitif 16kosit (10%/ml) <1.0
MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13
Seminal notral glukozidas (mU/ejakiilat) >20

Semen analizi 3 ila 5 giinliik cinsel perhiz sonrasi ejekiilasyon ile elde edilen
semenin miktar, goriiniis, hacim, viskozite, morfoloji, pH, motilite ve semende ki
diger hiicrelerin tespiti ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi gibi bir¢ok parametre

icermektedir.
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Perhiz siiresi énemli olup siirenin 3 giinden kisa olmasi durumunda sperm
saymin azalmasia ancak hareketliligin artigina sebep olurken bu siirenin 5 giinden

uzun olmasi durumunda ise bu durumun tersi gozlenir.

2-3 ayda bir tekrarlanan sperm iiretimi ¢evresel faktorlerden oldukca
etkilenmektedir. Sonuglar degerlendirilirken de =zararli etkenlere maruz kalma

durumuda g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Semen beyazimsi vizkoéz bir sividir ve spermler ile gesitli salg1 bezlerinden
salman sivilart igerir. Ejakiilasyondan sonraki 10-60 dakika i¢inde ise sivilasarak

akiskan hale gelir ve bu olaya likefaksiyon denir.

Steril idrar kabina toplanan sperm mastiirbasyon yolu ile elde edilmektedir.
Bu islem oOncesinde mutlaka idrar tamamen bosaltilmis olmasi ve eller ile penisin
yikanarak kurulandiktan sonra kap veya kapagin i¢ kisimlarina dokunmadan,
herhangi bir kayganlastirici madde kullanmadan meni 6rneginin tamaminin kap i¢ine

steril bir sekide bosaltilmasi gerekmektedir.

Toplanan o6rnek likefaksiyonu i¢in 37°C de 10-60 dk bekletilmelidir.
Likefiye olan semen Ornegi ilk olarak makroskobik olarak degerlendirilir.
Goriintimii, likefaksiyon zamani, rengi, kokusu, voliimii ve viskozitesi

degerlendirilerek not edilir.

Semen rengi opak ve beyazimsi, kokusu atkestanesi bitkisine benzer,

partikiilsiiz ve kansiz goriiniimlii olmalidir.

Vizkozitesi ise pipetleme islemi sonrasinda pipetten damla damla
dokiilmeyecek kadar olmalidir. Likefikasyon siiresi 37 °C de 15 ile 60 dakika

arasinda olmalidir.

Semen pH’s1 7,2 ile 8 arasinda bazik degerdedir ve 6l¢iimii pH kagitlar ile

yapilir.

Mikroskopik degerlendirmesinde konsantrasyonu, motilitesi, canliligi,
agliitinasyonu, morfolojisi ve sperm olmayan hiicreler incelenir. Kimyasal

degerlendirmesi ise pH (power of hydrogen) 6l¢iimii yapilarak yapilir.
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Sperm konstrasyonu spermin fertilizasyon kapasitesinin belirlenmesi igin
kullanilan 6nemli bir parametredir. Yumurtay:r déllemek i¢in belli bir sayida olmasi
gerekmektedir ve bu say1 normal bir semen érneginde 15x10%ml sperm’dir (WHO
2010).

10x10 kareden olusan Makler kamaraya (Sefi Medical Instruments, Israil)
(Sekil 1.5.) 1 damla damlatilan semen, 3 farkli 10 karede (toplam 30 kare) sperm

hiicrelerinin sayilip ortalamasi alinarak konsantrasyon hesaplanir.

Sekil 1.5. Makler sperm sayma kamarasi

Sperm hareketliligi (motilitesi) i¢in 4 farkli deger kullanilmaktadir.

e Progresif motilite ; + 4; lineer ileri yonde hareketli, + 3; genis dairesel hareketli
e Non-progresif motilite ; + 2; yerinde hareketli
e immotilite ; + 1; hareketsiz.

Normal bir semen mililitrede 1 milyondan daha fazla 16kosit icermemelidir.
Semende normalden fazla l6kosit goriilmesi, iireme organlarinda bir enfeksiyon

varligini diistindiiriir.

Ayrica semen Orneginde gelisimini tamamlamamis iireme hiicrelerinin

(germinal inmatiir hiicre) sayisinin mililitrede 1 milyon veya altinda olmasi beklenir.
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1.3. Kriyopreservasyon (Dondurarak Saklama)

Kriyojenik sicakliklarda hiicreleri stabilize ederek saklama ve istenilen
zamanda yeniden kullanma imkani taniyan prosediire kriyopreservasyon (dondurarak

saklama) denir.

Kriyoprezervasyon islemindeki gelismeler sayesinde, oosit ve sperm gibi
erkek ve disi tireme hiicrelerinden, embriyo gibi daha ileri yapili organizmalara kadar
cesitli hiicre tiplerinin diisiik sicakliklarda korunarak saklanmasina imkan veren pek

cok yontemin gelismesine olanak saglamistir (Di Santo ve ark 2012).

Sperm kriyopreservasyonu ise i¢eriginde sperm hiicresini bulunduran seminal
plazma sivisinin sifirin altindaki sicakliklarda dondurularak, daha sonra kullanilmasi
icin saklama islemlerini igerir. Bu islemlerin genel prosediirii ise kriyokoruyucular
ile dengelenen semenin 6nce sogutulmasi, daha sonra -196°C sivi azot icinde
saklanmasi ve c¢oziilirken kriyokoruyuculardan uzaklastirilarak uygun fizyolojik

ortama aktarilmasi basamaklarini icermektedir.

1930’lu yillarda tavsan spermine sifirin altindaki sicakliklarin etkisinin
arastiritlmasi ile baslayan hiicre dondurma c¢alismalari, 1949 yilinda gliseroliinde
saklama ortamina eklenerek kriyokoruyucu etkisinin oldugunun ilk defa kanitlanmasi

ile ilerleme kaydetmistir (Hammond 1930)

[lk olarak 1953 yilinda, fertilitenin korunmasi amaciyla sperm
kriyopreservasyonuna baslanmis ve bu yillarda tanitilan insan spermatozoasinin
kriyoprezervasyonu bir¢ok kisitlamasinin listesinden gelerek simdi yardimci lireme
teknolojilerinin (ART'lerin) ayrilmaz bir pargasini olusturmaktadir (Bunge ve
Sherman 1953).

Sperm kriyoprezervasyonu birgok erkek icin fertilitenin korunmasinda yararl
ve etkili bir yontem saglamaktadir. Kanser hastalari, radyasyon ve kemoterapi gibi
tedavilerden 6nce sperm kriyopreservasyonu fertilitenin korunabilmesi i¢in oldukca
onemli bir avantaj saglar. Ayn1 zamanda diyabet ve otoimmiin bozukluklar gibi bazi
hastaliklarda testikiiler hasara neden olabilir. Ayrica, vazektomi uygulanan
bireylerde fertiliteyi korumak iginde bu yontem kullanilabilmektedir. Perkutanoz

epididimal sperm aspirasyonu veya testikiiler sperm ekstraksiyonu yapilan
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azoospermik hastalarda, tekrarlanan biyopsileri veya aspirasyonlar: 6nlemek igin

dondurulup ¢oziilen spermler kullanilabilir.

Korunmus sperma intrauterin asilama, IVF ve intrasitoplazmik sperm

enjeksiyonu i¢in kullanilmaktadir.

Bununla birlikte donma ve ¢dzme yontemleri, spermatozoayr ¢ok fazla
fiziksel ve kimyasal hasara maruz birakir. Bu yilizden kriyoprezervasyon
prosediirlerinin gelistirmesi igin ¢alismalar devam etmektedir (Said ve Agarwal
2012).

1.3.1. Dondurma yontemleri

Sperm kriyoprezervasyonunda kullanilan ii¢ konvansiyonel dondurma teknigi

vardir; yavas dondurma, hizli dondurma ve vitrifikasyon.

Yavas dondurma

2-4 saatlik zaman araliklarinda iki veya li¢ kademeli sperm sogumasindan
olusan yavas dondurma teknigi Behrman ve Sawada tarafindan onerilmistir

(Behrman ve Sawada 1966).

Elle veya otomatik olarak yari-programlanabilir derin dondurucular

kullanilarak yapilir.

Manuel yontemde, numune oda sicakligindan 5°C'ye kadar, 0,5-1°C/dk
hizinda sogutulur. Ornek daha sonra 5°C'den -80°C'ye 1-10°C/dk hizinda
dondurularak, -196°C'de s1v1 azota daldirilir.

Manuel tekniklerle bagsarili bir sekilde sperm dondurma gosteren calismalara
ragmen, bu prosediiriin tekrarlanabilirligi bazi sorunlara neden olabilmektedir. Bu

sebeple, programlanabilir dondurucular gelistirilmistir (Thachil ve Jewett 1981).

Hizhh dondurma

Ik olarak Sherman tarafindan 6nerilen hizli dondurma tekniginde kriyotiipler
nitrojen buharinda 10-20 dakika bekletilir ve daha sonra -196°C'de sivi nitrojene

alinir (Natarajamani 2017).

15



Azot buharlariin altinda, alttaki sivinin uzakligi ve hacminin bir fonksiyonu
olarak bir termal fark vardir. Ornek baslangigta yavas yavas kriyokoruyucu eklenerek
kanistirilir ve kriyotiiplerdeki karisim bir siire 4°C'de inkiibe edilir. Kriyotiipler daha
sonra -80°C’deki sivi azot seviyesinden 15-20 cm uzakliga yerlestirilir 20 dk

beklenir ve bu agsamadan sonra tiipler siv1 nitrojene batirilir.

Sogutma sirasinda, iki u¢ arasindaki 1s1 farkini en aza indirgemek i¢in tiipleri

yatay konuma getirmek tercih edilir.

Bu teknigin dezavantaji ise sicaklik diisiisii egrisi kontrol edilemez ve donma

sicakliklart -70, -80 ve -99°C arasinda degisebilir.

Vitrifikasyon

Bu yontemin hizli donurmadan farki buz kristallerinin olusumunu engellemek
icin yiiksek ozmolariteli sperm medyumunun kullanilarak ¢ok hizli dehidrasyonun

gerceklestirilmesidir.

Hiicrede cam benzeri hizli bir katilagma meydana getirdigi i¢in bu ismi

almaktadir (Trounson ve ark 1987).

1.3.2. Cozme Yontemleri

Cozme prosediiri de dondurma yontemi kadar oOnemlidir. Hiicrenin,
fizyolojik aktivitesini geri kazanmasinin saglanmasi gerekir. Ani 1s1 degisimlerinden

kaginilmalidir.

Genel olarak, ¢ozme islemi protokolleri 37°C'lik bir eritme sicakliginda
yapilir. Hizli ¢ozlinme i¢in daha yiiksek erime sicakliklarmin kullanimi hiicre

hasarina sebep olabileceginden dolay1 dnerilmez.

Oda sicakliginda 10 dakika eritme ve daha sonra 37°C'de 10 dakika daha
inkiibe ederek ¢dzme, bir termostat veya su banyosu i¢inde 37°C'de 10 dakika
boyunca ¢6zme, oda sicakliginda 15 dakika boyunca bekleterek ¢ozme gibi

yontemler vardir.

Ornek eritildikten sonra, yikama ve santrifiijleme ile kriyokoruyuculardan

uzaklastirilarak kriyoprezervasyon ortamindan ayrilir.
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1.4. Kriyohasar Olusumu

Diisiik sicakliklarda hiicre metabolizmasinin yavaslamast durumu germ
hiicrelerini, embriyolar1 ve dokular1 uzun vadeli saklayabilmemize olanak saglar.
Donma-¢ozme prosediirlerindeki baslica sorun, diisiik sicakliklara maruz kalan
hiicrede meydana gelen hiicre i¢i ve hiicre disi1 suyun faz degisikligi ile iligkili olan

kriyohasardir (Gao ve Critser 2000).

Donma ve ¢ozme sirasinda asil hasar -15°C ila -60°C arasindaki orta sicaklik
araliginda meydana gelmektedir. Hiicreler ve hiicre dist ortam -5°C'de donmamis ve
asir1 sogutulmus halde kalir. -5°C ile -15°C arasindaki sicakliklarda hiicre disi
ortamda buz olusur, ancak hiicre i¢i eriyikler donmaz ve asir1 sogutulur (Gao ve

Critser 2000).

Sogutma hizi ¢ok diisiik olmasi durumu suyun c¢ogunun hiicre digina
cikmasini sebep olur ve hiicre ici eriyikler konsantre olur. Hiicre i¢i donma
gerceklesmeden, hiicreler dehidrate olur, organellerin ve zarlarin hacimleri daralir ve

hiicre yiiksek konsantrasyonlara maruz kalir (Sekil 1.6.).

Bu durum, lipid-protein komplekslerini ve denatiire makromolekiilleri etkiler,
donmamis kanallarin boyutunu azaltir ve irreversibl membran fiizyonunu indiikler

(Mazur ve ark 1972, Wiest ve Steponkus 1979).

Sogutma orani ¢ok yiiksek olursa, hiicre i¢i su tamamen hiicre disina ¢ikmaz
ve hiicre i¢inde donarak sitoplazmada buz kristalleri olusur ve bu durum kriyohasara
sebep olur (Sekil 1.6.) (Mazur 1990, Muldrew ve McGann 1994). Hiicre i¢i buzun

olusumu kriyokoruyucu maddeler eklenerek azaltilabilir (Gao ve Critser 2000).

Bu nedenle, hem yiiksek hem diisiik hizda dondurma ayr1 mekanizmalarla
hiicrenin kriyohasarina sebep olabilir. Sonug olarak, iki sekilde kriyohasar meydana
gelir. Tlki yiiksek sogutma hizlarinda &liimciil olabilen hiicre igi buzun olusumu ve
ikincisi diisiik sogutma hizlarinda c¢6ziiniirliik/elektrolit konsantrasyonu, hiicre
dehidrasyonu ve ekstraselliiler boslukta donmamig fraksiyonun azalmasi nedeniyle

kriyohasar meydana gelebilir.

Her hiicre tipi i¢in en uygun bir soguma hiz1 mevcuttur. Bu hiz hiicre i¢i buz

olusumunu oOnleyecek kadar diisiik ancak c¢oziinen/elektrolit konsantrasyonundan
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dolay1 kriyohasar1 asgariye indirecek kadar yiiksek olarak tanimlanmaktadir (Sekil
1.6.) (Mazur 1990). Coziilme sirasinda da kriyohasar meydana gelebilir. Yiiksek
sicakliklarda ¢oziilme kriyoprotektanlarin hiicreyi yeterince hizli terkedememeleri
nedeniyle ozmotik streste artisa sebep olurken, diisiik ¢coziilme sicakliklar1 yeniden

kristallestirme ile sonuglanir (Mazur ve ark 1972, Wiest ve Steponkus 1979).

Bu nedenle optimum ¢6ziilme oranlari, bu iki durumun ortasinda olmalidir
(Sekil 1.6.). Dolayisiyla, sperm kriyoprezervasyon protokollerindeki gelismeler,
optimum sogutma ve ¢dzme hizlarini bularak kriyohasari olabildigince 6nlemeye

yoneliktir (Juarez ve ark 2011).
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Sekil 1.6. Sogutma hizinin hiicreye etkisi

1.4.1. Spermde Kriyohasar Olusumu

Diger hiicre tiirleriyle karsilastirildiginda, spermatozoa, membranin yiiksek
akigkanlig1 ve diisiik su igerigi (yaklasik %50) nedeniyle kriyoprezervasyon hasarina
daha az hassas gibi goriinmektedir. Buna ragmen, kriyoprezervasyon sperm yapisinin

ve fonksiyonunun olumsuz yonde etkilenmesine neden olabilir.

Insan spermatozoasinin dondurulmasi-¢dziilmesi isleminde hiicre ici ve
hiicre dis1 buz kristallerinin olusmasiyla olusan termal sok, ozmotik sok, hiicresel
dehidrasyon ve oksidatif stres olusumu gibi bazi1 zararli siireclerin olusabilecegi

yapilan birgok ¢aligsma ile gosterilmistir (Stanic ve ark 2000, Watson 2000).
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Sekil 1.7. Kriyopreservasyonun sperm yapisina etKisi
Kriyoprezervasyon, dondurulmus ¢oziilmiis spermin viabilitesini, akrozom
biitiinliiglinii, hareketliligini ve dolleme yetenegini ka¢inilmaz olarak azaltmaktadir

(Sekil 1.7.) (Zeng ve ark 2014, Yeste ve ark 2015).

Kriyoprezervasyonun plazma zarmna etkisi

Zar bitlinligi, sperm hareketliligi ve canliligr i¢cin 6nemli bir faktordiir.
Dondurup-¢6zme islemlerine karsi hiicrenin hassasiyeti plazma membraninin

kompozisyonu ve biyofiziksel 6zelliklerine baglidir (Comizzoli ve Wildt 2013).

Bu islemin plazma membrani iizerine en O6nemli etkilerinden biri soguk
sokudur. Soguk soku, plazma membraninin 5 °C'ye esit veya daha disiik
sicakliklarda kararsiz bir yap1 kazanmasindan sonra ortaya ¢ikan olumsuz etkileri
icerir. Ca®* homeostazi, akrozom biitiinliigii ve zar lipit yapisinin bozulmasi ile

sonuglanir (Casas ve Flores 2013).

Herhangi bir plazma membrani, akiskanligi saglayan fosfolipidleri ve
kolesterol gibi sertligi ve kararliligi saglayan degisen miktarda sterolleri igerir.
Diisiik sicakliklarda, lipitler fiziksel fazlarda (yani sivi ve jel fazli lipidlerde)

degisiklige ugrarlar. Bu nedenle, zar fosfolipidlerinin yanal hareketlerinin
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kisitlanmasi, sicaklik 5°C'den diisiik oldugunda ortaya c¢ikar ve sonugta akigkan

fazdan jel fazina ge¢is meydana gelir.

Farkli membran lipidleri farkli gecis sicakliklar1 gosterdiginden dolay1r bazi
doymamis fosfolipitler digerlerinden daha erken jellestirilir ve faz ayrimi meydana
gelir. Bu olaydan sonra, integral membran proteinleri lipit-faz ayrimlariyla geri
doniistimsiiz sekilde kiimelenir ve membran lipidleri yeniden yapilandirilir. Bu
durumun sonucunda ise bazi kolesterol molekiilleri ortama salimir (Harrison ve
Miller 2000, Vadnais ve Althouse 2011). Bu yapisal degisikliklerin sonucunda, lipid
ve protein etkilesimleri bozulabilir ve iyon kanallar1 gibi bazi proteinler yer degistirir

veya fonksiyonlarini kaybeder (Steponkus 1984).

Bu durum plazma membraninin destabilize olmasini ve segici gegirgenligini
kaybetmesine sebep olur ve bunun sonucunda Ca?* ve bikarbonat gibi iyonlarm
hiicre dis1 boslukta konsantrasyonlar1 artarak homeastazi bozulmus olur (Watson

2000, Bailey ve ark 2008).

Sonug olarak insan spermatozoasinin kriyopreservasyonu, membranin sismesi
ve akrozomal biitiinliiglin bozulmasi1 ve dejenerasyona bagli olarak sperm

hareketliligi ve hiz1 lizerinde olumsuz etkilere sahip oldugu bilinmektedir.

Kriyoprezervasyonun sperm nukleusuna etkisi

Kriyoprezervasyonun sperm nukleusunu nasil etkiledigini degerlendiren
caligmalar kromatin biitlinliigline odaklanmistir. Bu DNA, niikleoproteinler ve DNA

ile niikliieer proteinler arasindaki yapisal etkilesimi ayirt ederek agiklanabilir.

Sperm kromatini esas olarak DNA ve protamin (P1 ve P2) ve %2 ile %15
arasinda histon H1 niikleoproteinden olusur (Ward 2010). Donma-¢6zmenin
protaminler tizerindeki etkisi ile ilgili olarak, spermin nukleusu boyunca P1 ve H1'in
yerinde ve dagiliminda degisiklikler meydana gelir (Flores ve ark 2008, Flores ve ark
2011). Dahasi, sperm kromatininin ana hatlarin1 olusturan protaminlerin sistein
radikalleri arasindaki disiilfit kopriileri yoluyla etkilesimi, dondurulup c¢oziilme

islemi sonrasi bozulmaktadir (Flores ve ark 2011).

DNA fragmantasyonu ile ilgili olarak, Terminal Deoksiniikleotidil transferaz

(TdT)-aracili dUTP-biotin ¢entik-u¢ etiketleme (TUNEL), Sperm Kromatin Yap1
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Analizi (SCSA), Sperm Kromatin Dispersiyon testi (SCD), Comet nétr ve Comet
alkalin testi gibi sperm DNA biitiinliiglinii degerlendirmek icin farkli yontemler

vardir.

Coziilme sonrasinda hemen DNA fragmantasyonunda Onemli bir artig
olmamasina ragmen, dondurulmus ¢6ziilmiis sperm en az 2 saat boyunca 37°C'de
inkiibe edildiginde DNA hasarmnin daha belirgin oldugu gorilmistiir (Alkmin ve ark
2013, Yeste ve ark 2013).

DNA kaynakli kriyohasarin olusumu tiirler arasinda da farklilik gdsterir,
clinkii P1 ve P2'ye sahip olan tiirler, sadece Pl'e sahip olanlardan daha yiiksek
diizeyde DNA parcalanmasi gosterirler. Ornegin, sperm Kriyoprezervasyonu
insanlardaki DNA biitiinliigiinii ve yogunlasmasini bilyiik oranda etkileyebilirken,
kopeklerde boyle bir etki yoktur (Urbano ve ark 2013).

Kriyoprezervasyon sonrast DNA fragmantasyonundaki artisin altinda yatan
mekanizmalar halen tam olarak bilinmemektedir ve oksidatif DNA hasarinin artisi ile
iliskili oldugu distiniilmektedir (Paoli ve ark 2014). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
ile insanlarda, kriyoprezervasyon ile baglantii DNA fragmantasyonun artisi,
kaspazlarin aktivasyonu yerine oksidatif stres ile iligskili oldugunu gdsterilmistir

(Thomson ve ark 2009).

Kriyoprezervasyonun periniikleer tekaya etkisi

Perintikleer teka, sperm cekirdegini ¢evreleyen bir bolgedir ve sperm bas
bolgesini korumak igin hayati 6nem tasiyan sito-iskelet proteinleri igerir (Sutovsky

ve ark 2003).

Bu bolgede doéllenme sirasinda 6nemli bir rol oynayan PLC{ ve PAWP gibi
sperm proteinleri igerir (Escoffier ve ark 2015). Buranin biitiinliigii spermin islevini

uygun bir sekilde yerine getirebilmesi icin olduk¢a 6nemlidir.

Bu ylizden, sperm kriyoprezervasyonunun periniikleer tekaya zarar vermesi

F-aktinin stabilizasyonunda degisiklige ve ¢ekirdek dekondenzasyonuna sebep olur.

21



Kriyoprezervasyon sonrast sperm proteinlerinin seviyeleri, yerleri ve
fonksiyonlarindaki degisiklikler

Sperm kriyoprezervasyonu sperm proteinlerin seviyeleri, lokalizasyonu ve

fonksiyonu iizerinde farkli etkilere sahiptir.

Yapilan bir caligmada taze ve dondurulup ¢6ziilmiis domuz sperminin, sperm
protecomu karsilastirmis (Chen ve ark 2014). Calisma sonucunda sperm prematiir
kapasitasyonu, adhezyon, enerji iiretimi ve sperm-oosit baglanmasi ve flizyonu gibi
coklu siireglerde yer alan 41 kadar proteinde degisiklik oldugu goriilmiis. Bu 41
proteinin altisinin seviyeleri kriyoprezervasyon sonrasinda diiserken diger 35'inin

arttig1 gozlenmis.

Western blotting ile bakildiginda da donmus ve ¢6ziilmiis spermde, AKAP3,
stiperoksit dismutaz 1 (SOD1), TPI1 ve ODF2 ekspresyonunun arttigini
gbzlemlemislerdir. Taze ve dondurulup ¢6ziilmiis insan spermi karsilagtirildiginda da
27 kadar sperm proteininin farkli oldugu bulunmus. Bu durumda,
kriyoprezervasyona cevap olarak ACO2, TEKTI1, VIM, OXCTlI'in azaldig
goriiliirken, ENO1, TEKT3 ve TEKT4'lin anlamli olarak arttigi gézlenmis (Wang ve
ark 2014).

Farkli proteinlerin igerigindeki degisiklikler disinda, kriyoprezervasyonun,
aktin ve mitofusin 2 ve glikoz tasiyict GLUT3 gibi proteinlerin yerini degistirmesine
neden oldugu bildirilmistir (Sancho ve ark 2007, Flores ve ark 2010).

Protein fonksiyonu ile ilgili olarak, kriyohasarin iyon kanal proteinlerinin
islevini etkileyebilecegi de belirtilmistir. Bu islevi kaybetmek dondurulup ¢oziilmiis
spermlerin fertilizasyon yeteneginin azalmasmin temelini olusturabilir. Ornegin, L
tipi voltaj kapili Ca®" kanalinin, [Ca®*] ortalama bazal degeri taze sperme gore
dondurulup ¢6ziilen spermde daha yiiksek bulunmustur ve agonistlerin aracilik ettigi
[Ca*T’i artislari, dondurulup ¢oziilmiis spermlerde taze spermden daha yiiksek
bulunmustur. Bunun tersi olarak antagonistlerin eklenmesi ile verilen yanit
dondurulup ¢6ziilmiis spermde, taze spermden daha diisiik bulunmustur (Albrizio ve

ark 2015).

Biitiin bu bulgular ile donma ¢6zme isleminin bu kanallarin iglevini etkiledigi

sonucuna varilmaktadir.
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Kriyoprezervasyonun mitokondriyal fonksiyon ve ROS iiretimine etkisi

Mitokondri membranida plazma membrani gibi kriyoprezervasyona karsi
oldukga hassasttir. Mitokondriyal aktivitenin, spermde dondurulup ¢oziildiikten sonra

azaldig1 bilinmektedir.

I¢ mitokondriyal membranda oksidatif fosforilasyon yoluyla iiretilen ATP,
motilite saglamak i¢in mikrotiibiillere aktarilir (Wallach ve Zamboni 1987). Bu
nedenle, mitokondriyal aktivitedeki bir bozulma motilitedeki azalmanin baslica
sebebidir.

Mitokondriyal fonksiyon ile ilgili bir diger nokta, reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretimine yoneliktir. Mitokondriyal membran akiskanlifinda bir degisiklik
mitokondriyal membran potansiyelinde degisime sebep olur ve bu durum da ROS’un

serbest birakilmasina neden olabilir (Wallach ve Zamboni 1987, Lasso ve ark 1994).

Hidrojen peroksit (H202), siiperoksit anyonlar (O%) ve hidroksil radikaller
(OH") gibi ROS’larin iiretimi, sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve zona

pellusidaya baglanma gibi 6nemli sperm fonksiyonlarinda kritik bir rol oynamaktadir

(Agarwal ve ark 2006).

Yiiksek ROS konsantrasyonlarina maruz kalinmasi mitokondriyal ve plazma
membranlarinin bozulmasina ve kromozomal ve DNA fragmentasyonuna neden

oldugu i¢in, sperm hareketliligi ve canlilig1 azalir (Taylor ve ark 2009).

Sperm fosfolipid bagh ¢oklu doymamis yag asitlerinin (PUFAs) bis-allikik
metilen gruplarinin oksidatif hasari, lipid peroksidasyona (LPO) yol agar ve bu da
ROS’un spermatozoaya verdigi zararin baslica belirtisidir (Sharma ve Agarwal
1996).

LPO nedeniyle, zarlarin gecirgenligi ve akiskanlifinda meydana gelen
degisimler, sperm hareketinin geri doniigsliz kaybina, hiicre i¢i enzimlerin sizintisina,
DNA hasarina, o00sit penetrasyonundaki zorluklara ve sperm-oosit fiizyonuna yol
acmaktadir (Aitken 1995).

Normal kosullar altinda, ROS'un zararli etkilerini noétralize etmek igin,

spermatozoa ve seminal plazmada ROS'u temizleyen ve hiicresel hasar1 onleyen
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antioksidan sistemlere sahiptir (Gadea ve ark 2011). ROS'un varligi ile sperm
antioksidan aktivitesi arasindaki dengesizlik, sperm kriyohasarinin ana nedenidir

(Ball 2008, Li ve ark 2010).

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif strese karsi ana
savunma faktorleridir (Silva ve ark 2011). iki tip antioksidan vardir: enzimatik

antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar.

Enzimatik antioksidanlar dogal antioksidanlar olarak da bilinirler; glutatyon
peroksidaz (GPx), glutatyon rediiktaz (GR), siiperoksit dismutaz (SOD) ve katalazin

tiimii sperm dogal antioksidan savunma sistemine katilir.

Sentetik antioksidanlar veya diyet takviyeleri olarak da bilinen enzimatik
olmayan antioksidanlar, indirgenmis glutatyon (GSH), iirat, askorbik asit, vitamin E
(atokoferol), karotenoidler (b-karoten), ubikinonlar, taurin ve hipotaurin, selenyum

ve ¢inkodur (Alvarez ve Storey 1989).

Kriyoprezervasyonun apopitozise etkisi

Segici  hiicre olimii  olarak da adlandirilan  apopitoz, hiicrenin
sonlandirilmasina neden olan hiicresel morfolojik degisiklikleri tetikleyen bir dizi

biyokimyasal olayi igerir.

Calismalar, kriyoprezervasyon ve c¢oziilmeyi takiben sperm hiicrelerinde
apopitoz belirteglerinin artma egiliminde oldugunu ortaya koymustur. Kaspaz
aktivasyonu, fosfatidilserin'in  hiicre zarinda dis ylizeye translokasyonu,
mitokondriyal membran potansiyelinin degisimi ve DNA pargalanmasi, insan

spermlerinde goriilen apopitoz belirtecleridir.

Insan spermatozasindaki apopitoz mekanizmalar1 tam olarak anlasilamamis
olsada spermatozoadaki kaspazlarin varligi hiicresel apopitoz i¢in en iyi

belirteglerden biridir.

Apopitoz biiyiik 6lgiide kaspaz adi verilen sistein proteazlarinin aktivasyonu
ile diizenlenir. Bunlar bir NH>™ terminal grup iceren sisteinil-aspartat spesifik inaktif
zimojen olarak iretilen proteazlardir. Apopitoz, aspartat rezidiilarina yiiksek afinite

gosteren kaspazlarin aktivasyonu ile saglanir (Fuentes-Prior ve Salvesen 2004).
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2, 8, 9 ve 10 gibi apoptotik baslatici kaspazlar, efektor kaspazlarini (3, 6 ve 7)
aktive eden ¢esitli substratlarin boliinmesine ve apopitoz siirecinin tamamlanmasina
yol agarlar. Kaspaz-3 aktivasyonu apoptotik kaskadtaki hiicrenin kaderini belirler.

Burdan sonra hiicre 6liimii geri dontistimsiizdiir.

Apopitozun diger bir belirtegi fosfatidilserinin sperm zart dis yiizeyine
translokasyonudur. Bu nispeten erken bir apoptotik belirtegtir (Martin ve ark 1995).
D1s yiizeyde beliren fosfatidilserin, yikim i¢in fagositler iizerindeki ¢esitli reseptorler

tarafindan taninir.

DNA pargalanmasi, spermatozoa'daki ge¢ evre apopitozis i¢in bir belirtegtir.
DNA fragmantasyonuna kismen, bir DNA tamir enzimi olan poli (ADP-riboz)
polimeraz (PARP) 'yi inaktive eden ve hasar gormiis DNA'nin tamirini engelleyen

Kaspaz 3'iin aktivasyonu neden olabilir (Grunewald ve ark 2009).

Son olarak kriyoprezervasyonun sperm hiicrelerinin antioksidan aktivitesini
azalttig1r ve hiicreleri ROS hasarina karsi1 daha duyarli hale getirdigi goriilmiistiir.
Yiiksek konsantrasyonda reaktif oksijen tilirlerinin varligi ve antioksidan enzim
seviyesinin azalmasi sonucu hiicre apopitoza ugramaktadir. Bu gibi durumlarda
apopitoza, apoptotik uyarani hisseden ve BAX ve BAK proteinleri yoluyla dis
mitokondriyal membranin permeabilizasyonunu tetikleyen ve sitokrom c¢ salinimini
saglayan BCL-2 protein ailesinin aktivasyonu aracilik eder. Buna Karsilik, bir
apopitozom olusturmak igin kaspaz-9 APAF-1 ile birlikte aktive edilir, sonug olarak

apopitozis kaskati baslatilir ( Arnoult ve ark 2003).

1.5. Kriyoprotektanlarin (Kriyokoruyucularin) Onemi

Daha 6nce belirtildigi gibi, donma ve ¢dzme ortaminin bilesimi hem yavas
hem de hizli dondurmada kritik bir rol oynamaktadir. Buna ek olarak, yavas
dondurma hiicre i¢inde buz kristallerinin olusumunu 6nlemek i¢in kullanilir, ancak

bu kristallerin olusumu tamamen 6nlenemez.

Bu nedenle kriyokoruyucular donma ve ¢ézme protokollerinden kaynaklanan
stresin azaltilmasi i¢in kullanilir, ancak en uygun konsantrasyonu bulmak oldukca

onemlidir ¢linkii bu maddeler sperm i¢in toksik olabilir (Okazaki ve ark 2009).
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1.5.1. Hiicre Zarindan Gegcemeyen Kriyoprotektanlar

Plazma membranindan gegemeyen kriyokoruyucular siit ve yumurta sarisinda
bulunan proteinler, sekerler ve polivinilpirolidon, hidroksietil nisasta, polietilen
glikoller ve dekstranlar gibi yliksek molekiil agirlikli bilesiklerdir. Buz olusumunu
Onler, protein ve hiicre zarimi stabilize etmeye katkida bulunurlar. Bu bilesikler
kriyokoruyucu rolii ekstraselliiler olarak gelistirirler. Bu ¢6ziinenler hiicre zarii
gecen kriyokoruyucular yokken hiicreyi tam olarak koruyamamasina ragmen, hiicre
zarin1 gecen kriyoruyucularin etkinligini arttirarak hiicre dist konsantrasyonlarinin

azaltmasimi saglarlar (Fahy 1986, Benson ve ark 2012).

Yumurta sarist farkli proteinlerin bir karisimidir ancak ana koruyucu etkisi
LDL aracilidir. Yapilan farkli calismalar ile yumurta sarisi bileseninin diisiik
yogunluklu lipoproteinler (LDL) veya soya lesitiniyle degistirilip degistirilemeyecegi
arastirilmistir. Domuz spermi ile yapilan ¢aligma ile yumurta sarisi1 fraksiyonunun
LDL ile degistirilmesi ile donma ¢oziilme sonrasit kalitesinin arttigi ve DNA

biitiinligiinti olumlu yonde etkiledigi goriilmiistiir (Fraser ve ark 2007).

Buna ek olarak, yumurtanin kaynaginin da elde edilen LDL fraksiyonlarinin
ozelliklerini etkiledigi goriilmiistiir. Ornegin giivercin yumurta sarisindan elde edilen
LDL fraksiyonunun, tavuk, devekusu, ordek ve bildircin yumurtalarindan elde
edilenlerden daha yiiksek kriyokoruyucu etkilere sahip oldugu goriilmiistiir (Wang ve
ark 2012).

Yumurta saris1 proteinlerinin soya lesitiniyle degistirilmesi ile ilgili olarak
insanlar, koclar ve bogalar iizerindeki ¢alismalar farkli sonuglar vermistir. Insanlarda
konvansiyonel sperm kalite parametreleri, DNA biitiinliigii ve hyaluronata baglanma
yetenegi bakimindan, yumurta saris1 ve soya lesitini ile yapilan ¢aligmalarda énemli
farkliliklar goriilmemistir (Reed ve ark 2009). Buna karsin, aygir spermi ile yapilan
arastirmalar, yumurta sarisinin soya lesitiniyle degistirilmesinin  {ireme
performansinin diismesine neden oldugu ve koglarda yapilan ¢aligmalarda ise toplam
sperm hareketliligi, kromatin ve akrozom biitlinliigii tizerinde olumlu bir etki oldugu

gosterilmistir (Papa ve ark 2011, Mata-Campuzano ve ark 2015).
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1.5.2. Hiicre Zarmm Gegebilen Kriyoprotektanlar

Hiicre zarim1 gegen kriyokoruyucular gliserol, DMSO, etilen glikol, metanol,
propilen glikol ve dimetilasetamid gibi bilesiklerdir. Biitiin bu ¢6ziiciiler hiicrelere
niifuz eder ve 1 M'a kadar ve hatta daha yiiksek konsantrasyonlarda bile nispeten
zehirsizdirler (Gao ve Critser 2000).

Etki mekanizmalar1 elektrolit konsantrasyonunu azaltma ve diislik
sicakliklarda ozmotik biiziilme derecesi ile ilgilidir (Mazur 1984). Bu ajanlar,
sitoplazma viskozitesini etkiler, difiizyon hizlarimi degistirir ve lipid ¢ift katmana

yerleserek hiicre zar1 6zelliklerini degistirir (Holt 2000).

Bununla birlikte, bu maddeler hiicreye zarar verebilir ve 5°C'den yiiksek
sicakliklarda ozmotik hacim degisikliklerine neden olabilir. Donmadan 6nce niifuz

etmeleri gerekir ve ¢oziiliirken ¢abucak hiicre disina ¢ikarilmalar1 gerekir.

Son olarak, belirli bir kriyokoruyucunun uygunlugunun, hiicrenin bu ajana
gecirgenligine ve spesifik sitotoksik etkilerine bagli oldugunu ve bu nedenle uygun
kriyokoruyucu konsantrasyonunun hiicre tiirtine bagli oldugu 6nemli bir noktadir

(Gao ve Critser 2000).

1.6. Viicudun Antioksidan Sistemleri

Evrimsel siiregte, canli organizmalar, reaktif oksijen tiirlerine (ROS) ve
reaktif nitrojen tiirlerine (RNS) karsi 6zel antioksidan koruyucu mekanizmalar
gelistirmistir (Surai 2014). Bu nedenle, canli organizmalarin oksijen bakimindan
zengin bir ortamda hayatta kalmalarini saglayan dogal antioksidan sistemleri

mevcuttur.

"Antioksidan sistemler" genel terimi, hiicrelerin serbest radikallerden
korunmasindan sorumlu olan mekanizmalar1 tanimlamaktadir. Koruyucu antioksidan
bilesikler, organellerde, hiicre i¢i veya hiicre dis1 bosluklarda bulunur ve maksimum

hiicresel koruma saglar.

Canli bir hiicrenin antioksidan sistemi {i¢ dnemli savunma basamagi igerir

(Surai ve I. Fisinin 2010, Surai 2014, Kumar ve ark 2015)
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Ik savunma basamagi, serbest radikallerin &nciillerini temizleyerek veya
katalizorleri inaktive ederek serbest radikal olusumunun 6nlenmesinden sorumludur
ve siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) art1

metal baglayici proteinler olmak iizere ii¢ antioksidan enzimden olusur.

Stiperoksit radikali, hiicredeki fizyolojik kosullarda iiretilen ana serbest
radikal oldugundan, hiicredeki birinci antioksidan savunma basamaginin ana unsuru
SOD (EC 1.15.1.1) olarak distniiliir. Bu enzim asagidaki reaksiyonda ki gibi

stiperoksit radikalini parcalamaktadir:
20%+2H+ — H0,+ 0

SOD tarafindan olusturulan hidrojen peroksit, asagidaki gibi GSH-PX veya
CAT ile detoksifiye edilerek suya indirgenir:

H202 + 2 GSH — GSSG + 2H20
2H,0 » — 2H,0 + O,

Gegcis metal iyonlar: lipid hidroperoksitlerinin, aldehitler, alkoksil ve peroksil
radikalleri gibi sitotoksik iriinlere ayrismasini hizlandirir. Bu nedenle, metal
baglayici  proteinlerde (transferrin, laktoferrin, haptoglobin, hemopeksin,
metalotiyonein, seruloplazmin, ferritin, albiimin, miyoglobin, vb.) savunma

sisteminin ilk basamagina aittir.

Ne yazik ki, hiicredeki antioksidan savunma sisteminin ilk basamagi, serbest
radikal olusumunu tamamen engellemek icin yeterli degildir ve bazi radikallerin bu
sistemden sizmasi, lipid peroksidasyonunu baslatmalar1 ve c¢oklu doymamis yag

asitlerine (PUFA'lar), DNA'ya ve proteinlere zarar vermelerine neden olur.

Bu nedenle, savunmanin ikinci basamagi, zincir kirict antioksidanlardan (E
vitamini, ubiquinol, karotenoidler, vitamin A, askorbik asit, iirik asit ve diger bazi
antioksidanlar) olusur. Glutatyon (GSH) ve tioredoksin sistemleri de antioksidan

savunmanin ikinci basamaginda 6nemli bir role sahiptir.

Zincir kiric1 antioksidanlar, cogaltma reaksiyonunun zincir uzunlugunu

olabildigince kisa tutarak peroksidasyonu inhibe ederler. Boylelikle, zincir
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reaksiyonunda peroksil radikal ara friinlerini atarak lipid peroksidasyonunun

artmasini Onlerler.

Bununla birlikte, hiicrede antioksidan savunmanin ikinci basamag bile, lipid
ve protein oksidasyonunu onleyemez ve bazi biyolojik molekiiller hasar gorebilir. Bu
durumda tiglincli savunma basamagi hasar goren molekiilleri ortadan kaldiran veya
onaran sistemlere dayanir. Bu antioksidan savunma basamagi, lipolitik (lipazlar),
proteolitik (peptidazlar veya proteazlar) ve diger enzimleri (DNA tamir enzimleri,
ligazlar, niikleazlar, polimerazlar, proteinazlar, fosfolipazlar, ¢esitli transferazlar, vb.

) igerir.

Biitin bu antioksidanlar birbirleriyle entegre bir antioksidan sistemi
olusturarak viicutta islev goriirler. Hiicredeki antioksidanlarin karsilikli etkilesimi,
serbest radikallerin ve toksik iirlinlerin zararli etkilerinden maksimum diizeyde

hiicreyi koruma i¢in hayati 6neme sahiptir.

Bu nedenle, antioksidan savunmalarinda cesitli se¢enekler bulunmaktadir

(Surai 2014);

. Lokalize oksijen konsantrasyonunu azaltmak

. Pro-oksidan enzimlerin aktivitesini azaltmak ve mitokondride elektron
zincirinin etkinligini arttirmak ve stiperoksit iiretimine yol acan elektron sizintisim
azaltmak

e  (esitli transkripsiyon faktorlerini (6rnegin Nrf2 ve NF-«xB) indiikleyerek
baslangi¢ radikallerini temizleyip birinci zincirin baglamasinin 6nlenmesi ve AO
enzimlerinin sentezi (SOD, GSH-Px, CAT, glutatyon rediiktaz (GR), GST vb.)

e Vita-gen aktivasyonu ve sentezi ve koruyucu molekiillerin artan
ekspresyonu (GSH, tioredoksinler, 1s1 soku proteinleri (HSP'ler), sirtuinler vb.)

e Metal iyonlarinin baglanmasit (metal baglayici proteinler) ve metal
selatlama

e Peroksitlerin radikal ve toksik olmayan {irlinlere donistiilerek
pargalanmasi (Se-GSH-PXx)

e Peroksil ve alkoksil radikalleri gibi atilabilen ara radikallerin

temizlenerek zinciri kirtlmasi (vitamin E, C, GSH, iirik asit, ubikinol, bilirubin vb.)

29



e Hasar gérmiis molekiillerin (metionin siilfoksit rediiktaz (Msr), DNA
onarim enzimleri, saperonlar vs.) onarilmasi veya parcalanmasi.
1.6.1. Silimarin

Silimarin (SM), Silybum marianum (deve dikeni) bitkisinden elde edilen C25

igeren flavonoid karisimidir.

Silybum marianum (Milk Thistle)
Sekil 1.8. Silymarin elde edilen Silybum marianum (milk thistle) bitkisi (Agarwal ve
ark 2006).

Gilinimiizde standartlastirilmis  (silibinin, c¢ogunlukla silybin olarak
adlandirilan) igerigine gore, SM ekstrakti, az miktarda flavonoid ve yaklasik % 65-80
flavonolignanlar (silybin A ve silybin B, izosilybin A, izosilybin B, silikristin ve
silydianin) igerir. Yaklasik olarak % 20-35 oraninda yag asidi icerir ve bu polifenolik
bilesiklerin ¢esitli metabolik diizenleyici etkileri vardir (Comelli ve ark 2007).

H

CHyOH
O~
o OCH,

OH

OH
8]

Sekil 1.9. Silimarinin kimyasal yapis1 (Comelli ve ark 2007).
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Silibin 1959 yilinda flavonolignanlar olarak adlandirilan dogal bilesiklerin
yeni bir ailesinin birinci iiyesi olarak kesfedilmistir (Biedermann ve ark 2014).
Silimarinin baskin ve birinci aktif bileseni olarak bilinmektedir (Hackett ve ark 2013,
Kren ve ark 2013). Bu nedenle silibin igerigi ve silibin antioksidani igeren bilesimler

cesitli model sistemlerde SM'nin biyolojik aktivitesini agiklamak i¢in kullanilir.

Ozellikle SM, karaciger rahatsizliklarini tedavi etmek igin altin standart ilac
olmustur ve deve diken 06zleri, yaklagik 2000 yildir geleneksel bitkisel ilaglar
"karaciger tonikleri" olarak kullanilmistir. Bu nedenle SM, karaciger iizerindeki
antioksidan ve kemoprotektif etkileri ile ¢ok iyi bilinmektedir ve genellikle
tamamlayic1 ve alternatif hepatoprotektif bir ilag olarak regete edilir (Loguercio ve
ark 2007, Post-White ve ark 2007, Federico ve ark 2008, Loguercio ve Festi 2011,
Loguercio ve ark 2012, Stiuso ve ark 2014).

SM’nin aym1 zamanda giicli antioksidan ve doku yenileyici 6zelliginden
hepato-, noro-, nefro- ve kardiyo-koruyucu madde olarakta kullanilmistir. Hayvan
modellerinde ve insan deneylerinde SM'nin antioksidan 6zelligi tizerine gesitli yollari
ve etki mekanizmalarini kapsayan kapsamli arastirmalar yapilmistir (Madrigal-
Santillan ve ark 2014, Milic ve ark 2014, Vargas-Mendoza ve ark 2014, Zholobenko
ve Modriansky 2014).

Bununla birlikte, polifenollerin dogrudan antioksidan (AO) aktivitesinin,
direk olarak viicudun antioksidan savunmasina katilarak etkisini gostermedigi
diistiniilmektedir ve Nrf2 ve NF-«B ve ilgili gen ve protein ifadeleri de dahil olmak
tizere ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin modiilasyonu yoluyla hiicresel antioksidan
savunmanin indiiklenmesi tizerindeki SM / silibin etkisini arastirmak i¢in sadece

sinirli galisma yapilmigtir (Hollman 2014, Surai 2014).

1.6.2. Silimarin'in (SM) Antioksidan Ozellikleri
Silimarin antioksidan savunma sistemine farkl yollarla katkida bulunur;
1. Serbest radikalleri dogrudan temizleyerek
2. Serbest radikal olusumundan sorumlu spesifik enzimleri inhibe ederek

veya stres kosullarinda mitokondrilerin elektron tagima zincirinin biitinligiini

koruyarak serbest radikal olusumunu onleyerek
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3. Cogunlukla Nrf2 ve NF-xB'yi de kapsayan transkripsiyon faktorleri
vasitasiyla bir dizi antioksidan enzim ve enzimatik olmayan antioksidani aktive
ederek hiicrenin optimal redoks durumunun muhafaza edilmesine katilarak.

4. HSP, tioredoksin (Trx), sirtuenler vb. olmak {izere koruyucu molekiillerin
sentezinden sorumlu olan ve stres kosullarinda ilave koruma saglayan bir dizi

vitageni aktif hale getirerek katkida bulunur.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Ornek toplama ve Calisma Grubu Olusturma

Semen Orneklerinin toplanmasi islemi igin Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Tiip Bebek Merkezi Klinigi’ne spermiyogram testi i¢cin bagvuran ve semen
parametreleri World Health Organization (WHO, Diinya Saghk Orgiitii) 2010
kriterlerine gore (WHO 2010 kriterleri Tablo 1’de verilmistir) normospermi sinifina

giren ve ¢alismaya katilmay1 goniillii olarak kabul eden 20 erkek birey se¢ilmistir.

Secilen bireyler spermiyogram testi 6ncesi ¢alisma konusu hakkinda tek tek
bilgilendirilmis olup goniilliiliikk formu imzalatilmistir. Bireyler aktif {ireme
doneminde (20-40 yas arasinda) olup, sigara kullanmayan, herhangi sistemik bir
hastalik, cocuk yasta atesli hastalik, testis travmasi, varikosel gibi {ireme

fonksiyonelligini etkileyen bir hastalik gecirmemislerdir.

Ornekler ii¢-bes giinliik cinsel perhiz siiresi ardindan mastiirbasyon yolu ile

elde edilmistir.

Hastalardan elde edilen taze semen Ornekleri calismamiz i¢in farkli gruplara
ayrilmigtir. Her bir hastanin semen Ornegi 6 gruba boliinmiistiir. Olusturulan bu
gruplar ¢izelge2.1’de 6zetlenmistir. Islem basmaklar1 da sekil 2.1°de sematize

edilmistir.

Cizelge 2.1. Calisma i¢in olusturulan gruplar

1. Grup Dondurma Oncesi (Taze Semen-Kontrol 1)

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin
2. Grup (1000pg/ml)

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin
3. Grup (500pg/ml)

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin
4. Grup (100pg/ml)

Semen + Dondurma Medyumu + Silimarin
5. Grup (20pg/ml)

Semen + Dondurma Medyumu (Donma sonrasi-

6. Grup Kontrol2)
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Sekil 2.1. Islem Basamaklari

2.1.1. Semen Analizi

Verilen semen 6rnegi 37°C’leri inkiibatorde likefiye olana kadar bekletildi.
Bekleme siiresi her hasta icin degismekle birlikte ortalama stire 20 dk’dir. Daha

sonra 10’luk pipet yardimiyla semen 6rneginin hacmi belirlenmistir.
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Likefiye olmus semen Ornegi ¢alisma i¢in 6 grup olusturmak adina esit
hacimde béliinmiistiir. Tk grup olan dondurma éncesi kontrol grubu igin taze semen
orneginden Makler Chamber iizerine 10 pl koyularak faz kontrast mikroskobunda
(Olympus, CX31), 20X objektif altinda tiim kareler sayilarak konsantrasyon ve
motilite degerlendirildi. Konsantrasyon i¢in ili¢ farkli on kare sayilarak ortalama
deger alindi. Calismaya 60-120 10%/ml araliginda sperm sayisina sahip bireyler dahil

edilmistir.

Motilite degerlendirmeleri lineer ileri yonde hareketli olanlar + 4 progresif-
motil, genis dairesel hareketli olanlar + 3 progresif-motil, yerinde hareketli olanlar +

2 nonprogresif-motil ve hareketsiz olanlar ise + 1 immotil olarak degerlendirildi.

Plazma membran biitiinligi (vitalite) degerlendirmesi i¢in Merck Eosin Y
Cozeltisi kullanilmistir. Lam tizerine damlatilan 15 pl semen 6rnegi iizerine 15 pl
boya eklenerek iizeri lamel ile kapatilmistir. Faz kontrast mikroskobunda (Olympus,
CX31), 40X objektif altinda 5 farkli bolgede en az 200 adet sperm hiicresi sayilarak
ortalamalar1 alinmis ve plazma membran biitiinliiglinii koruyan canli hiicrelerin orani

hesaplanmustir.
PH (Merck)’1 belirlenerek degerler kaydedilmistir.

1. Grubun semen analizi sonrasi akrozomal biitiinliigli, mitokondriyal

aktivitesi ve apopitozis degerlendirmeleri yapilmustir.

Diger gruplar icin ayrilan semen Ornegi ise dondurma islemi igin

hazirlanmastir.

2.1.2.Semen Dondurma ve Cézme Islemi

2.,3.,4., 5. ve 6. Gruplar1 olusturmak icin taze semen 6rnekleri 1:1 oraninda
olacak sekilde dondurma medyumu (1067- Origio sperm freezing medium) ile steril
kriyotiipler (Cryo Vial, T3082A) i¢inde karistirilmistir.

Her bir grup i¢cin dondurma medyumu icine farkli konsantrasyonlarda
silimarin eklenmistir. Eklenen silimarin konsantrasyonlari tablo 2.1°de 6zetlenmistir.

6. Grup kontrol grubu olup silimarin eklenmeden yanlizca medyum eklenmistir.
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Semen i¢ine dondurma medyumu damla damla eklenerek
karistirlmistir. Uzerine hasta ismi ve grubu yazilmistir. 10 dk oda sicakhiginda
bekletildikten sonra 15 cm yiikseklikte sivi azot buharinda 30 dk tutulmus ve
sonrasinda s1v1 azot i¢ine (-196 C°) daldirilmusir. 72 saat bekletildikten sonra ¢dzme

islemine gec¢ilmistir.

Swvi azottan ¢ikarilan &rnekler 37 C%lik sicak su banyosunda 1 dk
bekletilerek ¢oziilmistiir. 1:1 oraninda PBS (Phosphate Buffered Saline) (Sigma)
eklenerek 1500 rpm’de 15 dk santrifiij edildikten sonra silipernatant atilarak
kriyoprotektan uzaklastirilmistir. Elde edilen sperm orneklerine ilk basamaktaki taze

semen Ornegine uygulanan islemlerin aynist uygulanmistir.

Semen analizi yapilmis motilite ve plazma membran biitiinliigii (vitalite)
degerleri faz kontrast mikroskobu (Olympus, CX31) altinda 40X biiyiitmede
incelenerek belirlenmistir ve tiim gruplarin yiizdelik degerleri hesaplanmustir.
Akrozomal biitiinligii, mitokondriyal aktivitesi ve apopitozis degerlendirmeleri

yapilmistir.

2.1.3. Akrozomal Biitiinliigiin Floresan Mikroskop ile Analizi

Spermde akrozomal membran biitiinliigliniin degerlendirilmesi islemi i¢in
floresan bagli lektinler kullanilir. Peanut agglutinin (PNA) ve Pisum sativum (PSA)
en c¢ok kullanilan lektinlerdir. Bu lektinler Fluorosein isothiocyanate (FITC),
phycoerthryne (PE), Alexa Fluor gibi floresanlar ile isaretlenir. Calisma ig¢in
kullanilan konjugat FITC-PNA (L7381 Sigma)’dir.

Bunun i¢in 30 pl semen 6rnegi lama yayilarak havada kurutulmustur. Absolu
metanol ile 10 dk fikse edilmistir. Daha sonra lizerine FITC-PNA igeren PBS
soliisyonunu(100pg/ml) damlatilarak 37 C° de 30 dk bekletilmistir ve tekrar PBS ile
yikanarak 100X biyiitmede epifloresan mikroskop (Olympus Bx51) altinda
bakilmistir. Dis akrosomal membran yapisinin bozulmasi lektinin membrana

baglanmasini azaltmaktadir.

Degerlendirme yapilirken spermin bag bolgesinde ki akrozomal kep kisminda
yesil floresan vermesi hasarsiz akrozomun varligini gosterirken, yanlizca ekvatoral

bolgede yesil floresan ya da hi¢ boyanmama durumu akrozamal biitiinliigiin
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bozuldugu anlamima gelmektedir. Degerlendirme yapilirken 5 farkli bolgede 200

hiicre sayilarak ortalama degerler alinmistir.

2.1.4. Mitokondriyal Aktivitenin Floresan Mikroskop ile Analizi

Sperm hiicresinde mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesi igin
MitoTracker adi verilen 6zel floresan boyalar kullanilarak mitokondri membrani

icindeki oksidatif stres hasarinin anlagilmasi saglanmaktadir.

Calismada mitokondriyal aktivitenin belirlenmesinde MitoTracker™ Red FM
(M22425 Thermo Fisher Scientific) kullanilmistir. 1 vial MitoTracker™ Red FM
PBS (1/2000 oraninda) ile sulandirilarak hazirlanmistir. Ependrof i¢cinde 1 milyon
hiicre icin 50 pl seyreltilmis mitotracker soliisyonu olacak sekilde karistirilarak, 30dk

37C%de inkiibe edilemistir.

Inkiibasyondan sonra sperm 6rnegi lama yayilmis ve DAPI igeren floresan
kapatma medyumu (ab104139 abcam) damlatilarak lamel ile kapatilmistir. Daha
sonra epifloresan mikroskop (Olympus Bx51) altinda 100X biiyiitmede
degerlendirilmistir. Floresan isaretli spermlerin yiizdesinin belirlenmesi i¢in en az

bes bolgede 200 sperm sayilmustir.

2.1.5.Kaspas 3 Yontemi ile Apopitozis Belirlenmesi

Normal hiicreler apopitozis sinyali aldiklar1 zaman CAD (kaspazla-aktiflesen
deoksiriboniikleaz) enzimi tarafindan, DNA niikleozom birimlerine ayrilarak
fragmante olur. CAD enzimi normal hiicrelerde ICAD (kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz inhibitorii- DNA fragmentasyon faktor 45) ile bagli formda
bulunur. Kaspaz 3 bu DNaz enziminin aktivasyonunu saglar ve apopitotik siireci

indiikler.

Apoptotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in Kaspas 3’iin immunhistokimyasal

boyama yontemi kullanilmustir.

Bu yontem icin semen Ornegi lama yayilarak kurutulmus ve 15 dk absolu
metanol ile fikse edilmistir. Primer antikor olarak Anti-Caspase-3 antibody
(ab13847) kullanilmistir. immunhistokimyasal boyama i¢in Histostain-Plus IHC Kit,
DAB, broad spectrum (Invitrogen, 859643) kullanilmistir. Kit protokoliine uygun
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islemler yapilmig ve mayer hematoksilen (MHS1 SIGMA) ile ¢apraz boyamasida

yapilarak entellan ile kapatilmistir.

Isik mikroskobunda (Zeiss Axio Imager.Al) 100X biiylitmede bakilarak
apoptotik hiicreler belirlenmis ve sonuglar farkli 5 bolgede 200 hiicre sayilarak

verilmisgtir.

2.1.6.Sonuglarin Istatiksel Analizi

Istatistiksel analiz igin; olusturulan gruplar arasindaki motilite, plazma
membran biitiinliigli, mitokondriyal aktivite, akrozomal biitiinliik ve apopitozis
karsilagtirmalart Oneway ANOVA Testi kullanilarak yapilmistir. Gruplarin sperm
parametreleri (motilite ve plazma membran biitlinliigli) arasindaki korelasyon ise
Pearson kolerasyon testi kullanilarak yapilmistir. p<0.05 anlamli olarak kabul

edilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Semen Analizi Sonuglari

20 normospermik bireyden toplanan sperm 6rneklerinin likefikasyonu sonrasi
gruplar olusturulmustur. Calismamiz iki kontrol grubu igermektedir. Dondurma
Oncesi ve sonrasi spermde meydana gelen kriyohasarin tespiti ic¢in ilk kontrol
grubumuz taze semen oOrnegidir. lkinci kontrol grubumuz ise silimarinin
Kriyopreservasyon iizerine etkisinin tespiti i¢in dondurma islemi sirasinda dondurma

medyumuna silimarin eklenmeyen Srnektir.

Taze semen Ornegi ilk olarak motilite, vitalite, pH, renk, koku, vizkozite,
konsatrasyon gibi makroskobik ve mikroskobik degerlendirmeleri yapilmistir. Ayn

islemler dondurulup ¢6ziilen gruplar i¢inde sirastyla uygulanmistir.

Segilen bireylerin semen Orneklerinde ortalama sperm sayist mililitrede 85,6

X 10 olup en az 61 + 6 10%ml, en fazla 115 = 5 10%/ml konstrasyondadur.

3.1.1. Motilite

Donma 6ncesi ve donup ¢6zme sonrasi sperm hareketliliginde meydana gelen
degisim karsilastirildiginda, dondurup ¢6ziinen spermin hareketliliginde istatiksel
olarak anlaml (p<0,05) diizeyde azalis oldugu goriilmiistiir. Taze semen drnegindeki
sperm Orneklerinin progresif ve nonprogresif olmak iizere toplam hareketliliginin
ortalama yiizde degeri 73+9,6 iken bu deger 6. grup olan silimarin eklenmeden
dondurulup ¢oziilen sperm hareketliligi ile karsilastirildiginda, hareketliligin

%20+7,2’ye kadar azaldig1 goriilmiistiir.

Kontrol gruplar1 disinda, taze semen ile silimarin eklenerek dondurulup
¢oziilen orneklerin toplam yiizde motilite degerlerine baktigimizda da donmanin
sperm hareketliligi lizerinde tiim gruplarda anlaml (p< 0,05) diizeyde azalis oldugu

goriilmiistir (Sekil3.1.)

39



90% -~
80% -
70% -
60% -
50% -

a
C C
40% - b
b b

30% -

20% -

10% -

O% T T T T T

1.Grup (Taze  2.Grup 3.Grup 4.Grup 5.Grup 6.Grup
Semen)

% Toplam Motilite
(Prograsif + Nonprograsif)

Calisma Gruplan

Sekil 3.1. Donma oOncesi (l.grup taze semen) ve dondurulup ¢oziilen sperm
orneklerinde prograsif ve nonprograsif olmak {izere toplam hareketlilik. Degerler her
grup i¢in (n=20); %Toplam motilite + Standart sapma olarak verilmis olup, her farkli
harf (a,b,c) gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilig1 (p< 0,05) ifade etmekedir.

Orneklerin dondurulmasi islemi icin farkli konstrasyonlarda silimarin
kullanilmistir. Bu konstrasyonlar; 0, 20, 100, 500 ve 1000 pg/ml’dir. Esit hacimde
semen Ornegi ve dondurma medyumu (Origio sperm freezing medium) ile farkli
konstrasyonlarda silimarin eklenen Ornekler, dondurularak 72 saat sonunda

¢Ozilmiistiir.

Gruplar karsilagtirildiginda 3. Grup (Semen+Dondurma Medyumu+Silimarin
(500 pg/ml)) ve 4. Grup (Semen+Dondurma Medyumu+ Silimarin (100pug/ml))’larda
ortalama sperm hareketliligi %33+7,2 olup esittir. Diger gruplar ile
karsilastirildiginda (2., 5. ve 6.) gore sperm hareketliliginin istatiksel olarak anlaml
(p< 0,05) diizeyde daha fazla oldugu goriilmiistiir.

2.Grup (Semen+Dondurma Medyumu+Silimarin (1000ug/ml)), 5. Grup
(Semen+Dondurma Medyumu+Silimarin (20pg/ml) ve 6. Grup (Semen+Dondurma
Medyumu) gruplar1 arasinda toplam yiizde motilite degerleri arasinda istatiksel

olarak anlamli (p=0,925, p=0,256) diizeyde bir fark goriilmemistir.

6. Grup yalnizca Semen+Dondurma Medyumu ile dondurulup ¢éziilen grup

olup %20+7,2 degeriyle en az sperm hareketliligi gdsteren gruptur.
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3.1.2.Plazma Memran Biitiinliigii (Vitalite)

Plazma membran biitiinliigline baktigimizda da dondurup ¢6zme isleminin

plazma membran biitiinliigii lizerine olumsuz etki ettigi gorilmistiir.

Dondurma oncesi taze semendeki sperm oOrneklerinde 9%82+8,5 oraninda
plazma membran biitiinligii goriilirken bu oran dondurup ¢6zme sonrasi drneklerde
%27+6’1ara kadar diismiis olup tiim kriyopreservasyon islemi uygulanmis gruplar ile
taze semen karsilastirildiginda plazma membran biitiinliiglinde istatiksel olarak (p<

0,05) anlaml1 diizeyde azalig goriilmiistiir.
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Sekil 3.2. Donma oncesi ve dondurulup c¢oziilen sperm Orneklerinde plazma
membran biitiinliigii yiizdesi. Degerler her grup i¢in n=20 olmak iizere; % Plazma
membran biitiinliigli+ Standart sapma olarak verilmis olup her farkli harf (a,b,c,d)
gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilig1 (p< 0,05) ifade etmekedir.

Dondurulup ¢oziilen gruplar arasindaki karsilastirmaya baktigimizda da 4.
Grup olan 100pug/ml silimarin eklenmis grupta %38,55+6,151 oraninda plazma
membran biitiinliigii goriilmiis olup bu oran gruplar arasinda en yiiksek degerdir ve 2.
Grup, 5. Grup ve 6. Grup ile karsilastirildiginda (p<0,05) anlamli diizeyde fark

gOriilmiistiir.

Ancak plazma membran biitiinliigii agisindan 3. ve 4. gruplar arasinda anlaml

(p=0,997) diizeyde bir fark bulunamamuistir.

2., 5. ve 6. Gruplar arasinda (p=0,784, p=0,213) % plazma membran

biitiinliigli degerleri arasinda anlamli bir farklilik gériillmemistir.
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3.2. Mitokondriyal Aktivitenin Degerlendirilmesi

Dondurma o6ncesi ve dondurup ¢6zme islemi sonrast mitokondriyal
aktivitedeki degisimlerin degerlendirilme islemi MitoTracker Red ile yapilmis olup

epifloresan mikroskop ile 100X liik biiylitmede incelenmistir.

Spermde mitokondrinin bulundugu kisim olan orta kisimda yogun kirmizi
floresan goriilmesi aktif ve hasarsiz mitokondriyal membrana sahip spermin varligini
gostermektedir. Boyanmanin olmamasi mitokondriyal aktivitenin olmadigim

gostermektedir.

Sekil 3.3. Mitokondriyal membran potansiyeli (*) hasarsiz ve (#) hasarli spermin
floresan mikroskop goriintiisii. X100 biiyiitmede.

Dondurma oncesi taze semendeki sperm orneklerinde %78,9+9,3 oraninda
mitokondriyal aktivite gorilirken bu oran dondurup ¢6zme sonrasi Orneklerde
%23,3+7,2’lere kadar diismiis olup tiim kriyopreservasyon islemi uygulanmis gruplar
ile taze semen karsilagtirildiginda plazma membran biitiinliigliinde istatiksel olarak

anlaml (p< 0,05) diizeyde azalis gorilmiistiir.
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Sekil 3.4. Donma o6ncesi ve dondurulup ¢o6ziilen sperm Orneklerinde %
Mitokondriyal Aktivite degerleri. Degerler her grup i¢in n=20 olmak {izere
%Mitokondriyal aktivite + Standart sapma olarak verilmis olup her farkli harf
(a,b,c,d) gruplar arasinda istatiksel olarak anlamliligi (p< 0,05) ifade etmekedir.

Kriyopreservasyon iglemi  uygulanmis gruplar kendi aralarinda
karsilagtirildiginda ise 4. grubun mitokondriyal aktivitesi diger silimarin eklenen

gruba ve kontrol grubuna gore anlamli (p< 0,05) diizeyde daha fazla bulunmustur.

En yiiksek konsantrayonda silimarin eklenmis grup olan 2. grubun %
mitokondriyal aktivite degeri 3., 5. ve kontrol grubu olan 6. gruba gore sirasiyla

p=0,989, p=0,997 ve p=0,293 olmak tlizere anlaml1 bir farklilik goériilmemistir.

Silimarin eklenmeden kriyopreservasyon islemi uygulanmis grubun %
mitokondriyal aktivite degeri %23,3+7,2 olarak bulunmus olup en diisiik aktivitenin

bu grupta oldugu goriilmiistiir.

3.3. Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Fluorosein isothiocyanate (FITC) bagl peanut agglutinin lektini kullanilarak
sperm akrozomal membraninin biitiinliigli degerlendirilmistir. Akrozomal membran

yapisinin bozulmasi lektinin baglanmasini azaltmaktadir.

Sonuglar  epifloresan ~ mikroskop  altinda  100X’liikk  biiylitmede
degerlendirilmis olup akrozomal biitlinliiglinii koruyan spermlerin akrozomal kep

kisminda yesil ve parlak floresan goriilmiistiir ( Sekil 3.5.).
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Akrozomal membrani hasarlanan spermlerde ise yalnizca ekvatoral bolgede

yesil floresan ya da hi¢ boyanmama durumu goriilmiistiir ( Sekil 3.6.)

Sekil 3.5. Akrozomal biitiinliigiinii koruyan spermlerin floresan mikroskop
goriintlisii. Akrozomal kep kisminda yogun floresan 1s1ma goriilmektedir. 100X liik

bliylitmede
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(b)

Sekil3.6. Akrozomal membrani hasarlanan spermlerin floresan mikroskop goriintiisii.
(a) Cok az boyanma (b) Ekvatoral bolgede floresan boyanma goriilmektedir.
X100’Lik biiyiitmede.
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Taze semen O6rneginde ki spermlerin %82+5,3linlin akrozomal biitliniigini
korudugu goriiliirken, donma ve ¢dzme islemi sonrasi akrozomal biitiiniigiinii
koruyan sperm orani %33 +7,6’ya diismiis olup dondurup ¢6zme islemi spermin

akrozomal biitiinliigininiin % degerini istatiksel olarak anlamli diizeyde (p<0,05)

azaltmistir.
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Sekil 3.7. Donma oncesi ve dondurulup ¢oziilen sperm o6rneklerinde akrozomal
biitiinliik ylizdesi. Degerler her grup i¢cin n=20 olmak iizere % Akrozomal Biitlinliik+
Standart sapma olarak verilmis olup her farkli harf (a,b,c,d,e) gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamliligi (p< 0,05) ifade etmekedir.

Dondurulup ¢dzme sonrasi gruplara baktigimizda ise silimarin konstrasyonun
artmasiyla spermde akrozomal biitiinliigiin korundugu goriilmiistiir. En yiiksek
akrozomal biitiinliige sahip spermlerin en yliksek silimarin konstrasyonu eklenen
grupta (2. grup) oldugu bulunmus ve %60+5,9 oraninda spermin akrozomal
biitiinliiglini  korudugu bulunmustur. Diger dondurulup ¢o6ziilen gruplarla
karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05) diizeyde farkli oldugu

gorilmiistiir.

Dondurulup ¢6ziilen gruplar1 akrozomal biitiinliik agisindan birbirleriyle
karsilagtirildiklarinda 4. ve 5. gruplar haricinde diger tiim gruplar arasinda anlaml
(p<0,05) diizeyde farkliliklar olup, 4.ve 5. gruplar arasinda (p=0,875) anlamli bir

farklilik bulunamamustir.
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3.4. Apopitozisin Degerlendirilmesi

Kaspaz adi verilen sistein proteazlarin aktivasyonu ile diizenlenen apopitozis
siirecinin tamamlanmasinda 6nemli rol oynayan, efektdr kaspaz olan Kaspaz 3 “iin
immunhistokimyasal yontem ile belirlenmesi ile apopitozis degerlendirmesi

yapilmustir.

Anti-Caspase-3 antibody ile yapilan boyama 1sik mikroskobu altinda
incelenmistir. 100X ‘lik biliylitmede alinan goriintiilerde goriildiigii gibi kahverengi
boyanmanin oldugu sperm hiicreleri Kaspaz 3 aktivasyonun varliginit gosterirken,
yanlizca mayer hematoksilen ile boyanmis sperm hiicrelerinde apoptotik siirecin

olmadigini géstermektedir (Sekil 3.9.).

‘>(-

Sekil 3.8. Immiinhistokimyalsal ydntem ile boyanmis spermin 1sik mikroskop
goriintiisii. (*) Kaspaz-3 aktivasyonu goriilen sperm, (+) Aktivasyon goriilmeyen
sperm. X100’liik biiyilitmede.

Sonuglar degerlendirildiginde sperm kriyopreservasyonun hiicreyi apoptotik

stirece yonlendirdigi goriilmiistiir.

% 9,35+3 oraninda Kaspaz-3 pozitiflik gorillen taze semen Orneginin

dondurulup ¢oziilmesi sonrasinda degeri %36,6+5,3 oranina yiikselmistir.
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Kaspaz-3 aktivasyon ylizdesi taze semen 6rnegi ile kriyopreservasyon yapilan
tim gruplar karslastirildiginda istatiksel olarak anlamli (p<0,05) diizeyde artis

oldugu goriilmistiir.
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Sekil3.9. Donma o6ncesi ve dondurulup ¢oziilen sperm Orneklerinde Kaspaz 3
yiizdesi. Degerler her grup i¢in n=20 olmak tlizere % Kaspaz 3 + Standart sapma
olarak verilmis olup her farkli harf (a,b,c,d,e) gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamliligr (p< 0,05) ifade etmekedir.

Dondurulup c¢oziilen sperm orneklerine baktigimizda en diisiik Kaspaz 3
aktivasyon yiizdesi, 4. grup olan 100ug/ml silimarin eklenerek kriyopreservasyon

yapilan grupta goriilmiistiir.

Bu deger %24,4+3,7 olarak bulunmus olup 5. grup olan 20 pg/ml silimarin
eklenmis grup hari¢ diger kriyopreservasyon islemi uygulanmis gruplara gore
anlaml (p<0,05) diizeyde diisiik bulunmustur. Grup 4 ve 5 arasinda p=0,481 olmak

uzere anlamli bir farklilik bulunmamaktadir.

En yiiksek silimarin konstrasyonu igeren 2. grup ile 4. ve 5. gruplar arasinda
anlamli (p<0,05) bir farklilik olmakla birlikte, 2. grup ile 3.ve 6. gruplar arasinda

sirastyla p=0,803, p=0,106 olmak {izere anlaml1 bir farklilik goriilmemistir.

Kriyopreservasyon i¢in kontrol grubu olan 6. grubun % kaspaz 3 degeri
%36,6+5,3 olup en yiiksek degerdir. Bu deger 2. grup hari¢ diger tiim gruplar ile
anlamli (p<0,05) diizeyde farklilik géstermektedir.
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3.5. Sperm Parametrelerinin Analizi

B % TOPLAM MOTILITE B % PLAZMA MEMBRAN BUTUNLUGU
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Sekil 3.10. Gruplara gore sperm parametrelerinin karsilastirilmasiDegerler her grup
icin n=20 olmak iizere Parametre + Standart sapma olarak verilmis olup her farklh
isaret (*,#) her grup iginde istatiksel olarak anlamlilig1 (p< 0,05) ifade etmektedir.

Taze semen ve kriyopreservasyon isleminin uygulanmig oldugu gruplarin
tiimiinde sperm parametreleri arasinda korelasyon analizi yapilmis ve tiim guplarda
motilite, plazma membran bitiinliigli ve mitokondriyal aktivite yiizde degerleri

arasinda p<0,01 olmak iizere pozitif yonlii ve anlamli bir iligki bulunmustur.

4.Grubun % motilite, % plazma membran biitiinliigii ve % mitokondriyal
aktivite parametrelerinde ki pozitif yonlii kolerasyonun yaninda, % akrozomal
biitiinliik ve % kaspaz 3 degerleri arasinda r= -0,57, p=0,008 olmak iizere negatif

yonlii anlamli bir iligki bulunmustur.

5. grupta ise % kaspaz 3 degeri ile % plazma membran biitiinligi ve %
mitokondriyal aktivite degerleri arasinda sirasiyla r= 0,569, p=0,09, r=0,544, p=0,13

olmak tizere pozitif yonlii anlamli bir iliski bulunmustur.
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4. TARTISMA

Bu c¢alisma ile semen kriyopreservasyon medyumuna  farkh
konstrasyonlarda (20 pg/ml, 100 pg/ml, 500 upg/ml, 1000 pg/ml) silimarin
eklenmesinin, dondurulup ¢6zme sonrast sperm motilitesi, plazma membran
biitiinligii, mitokondriyal aktivitesi, akrozomal biitinligii ve Kaspaz 3 aktivasyonu

tizerinde olumlu etkiler gosterdigini tespit ettik.

Bu c¢alismanin amaci, kriyopreservasyonu yapilan normal sperm
parametresine sahip erkeklerde dondurma ortamina ilave edilen bir antioksidanin
kriyohasar olusumunu en aza indirgeyerek, ¢oziilme sonrast sperm parametreleri

tizerinde olumlu etkiye sahip olup olmadigin1 belirlemektir.

Memeli spermatozasi, basariyla kriyoprezervasyonu yapilan ilk hiicrelerden
biridir (Talaei-Khozani ve ark 2010). Spermanin dondurulmasi, vazektomi
uygulanan erkekler icin ve HIV ve hepatite kars1 seronegatiflik diizeltilinceye kadar
verici spermanin depolanmasi i¢in, yardimci iireme, radyasyon veya kemoterapi
tedavisi de dahil olmak iizere cesitli durumlarda rutin olarak kullanilir. Testikiiler
sperm  ekstraksiyonu yapilan azoospermik hastalardan alinan spermlerin
depolanmasinda da kullanilir. Intrauterin inseminasyon, in vitro fertilizasyon ve
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi ileri diizeyde yardimet iireme tekniklerinde

kullanilmasi i¢in sperm depolanmasi 6nemli bir dogurganlik rezervi saglar.

Hiicreler, hem donma hem de ¢6zme isleminde siddetli strese maruz kalirlar
(Talaei-Khozani ve ark 2010). Kriyoprezervasyon, sperm plazma zarinda asir1 lipid
peroksidasyonuna neden olabilir ve numunelerin oksijen radikal konsantrasyonunda
genel bir artisa neden olabilir. Yiiksek ROS konsantrasyonlarina maruz kalma, sperm
hareketliligini ve canliligi, DNA biitiinligiind, servikal mukusa penetrasyonunu ve
akrozomal yapiy1 bozar (Critser ve ark 1987, Taylor ve ark 2009, Thomson ve ark
2009).

ROS'un zararl etkilerine kars1 koymak i¢in spermatozoa ve seminal plazma,
ROS'u temizleyen ve i¢ hiicresel hasar1 onleyen bir takim antioksidan sistemler
igerir. Antioksidan sistemler enzimatik ve enzimatik olmayan molekiillerden olusur
(Branco ve ark 2010, Gadea ve ark 2011). Enzimatik antioksidan savunma

mekanizmalar1 glutatyon peroksidaz/rediiktaz sistemi, siiperoksit dismutaz ve katalaz
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icerirken, enzimatik olmayan antioksidanlar indirgenmis glutatyon, iirat, askorbik
asit, vitamin E, karotenoidler, ubikinonlar, taurin ve hipotaurin igerir (Alvarez ve
Storey 1989).

Dondurma ortamina antioksidan molekiiller, enzimler veya her ikisinin
eklenmesi ¢ozme sonrast spermatozoa'nin sagkalim ve DNA biitiinliigiinii iyilestirir
(Kalthur ve ark 2011). Antioksidanlar sadece diyet takviyeleri olarak degil, ayni
zamanda sperm oksidatif stresinin olumsuz etkilerini gidermek icin in vitro kiiltiir
ortaminda da kullanilmaktadir. Ornegin askorbat, genistein, katalaz, ve E vitamini
gibi antioksidan bilesikler, semen dondurma protokollerinin gelistirilmesi i¢in
kullanilmigtir (Taylor ve ark 2009, Thomson ve ark 2009, Martinez-Soto ve ark
2010, Gadea ve ark 2011).

Sperm kriyopreservasyonu prosediirlerinin gelistirilmesi, ¢dzme sonrasi elde
edilen spermin Kalitesini arttirmak igin olduk¢a Onemlidir. Bu baglamda yapilan
caligmalar arasinda dondurma ortamina ilave maddelerin eklenmesi ile eklenen
maddenin 6zelligi ve konstrasyonuna bagli olarak kriyopereservasyon basarisinda

artis gorilmiistiir.
Literatiire baktigimizda bununla ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmstir.

Yapilan ilk caligmalar seminal plazma proteinlerinin ortama eklenmesi ile
basarinin arttirilmaya calisilmasi iizerine olmustur. Bu proteinlerin ortama eklenmesi
ile sperm hareketliligi, akrozom ve membran biitiinliigii ve ROS diizeyinde
degisiklikler goriilmiistiir. Ancak basaridaki artis eklenen seminal plazmanin
hacmine, kullanilan medyuma ve inkiibasyon sicakligina bagli olarak degismektedir

(Fraser ve ark 2007).

Son yillarda yapilan baska bir calismada kolestroliin (kolesterol yiiklii
siklodekstrinler, CLC) siklodekstrin partikiillerine yiiklenerek ortama eklenmesi ile
plazma membranindaki kolestrol miktarlar1 arttirllmaya calisilmistir (Purdy ve
Graham 2004). Elde edilen sonuglara gore sperm plazma membranin stabilitesinin
arttigi, membran ve akrozom biitiinliigiiniin korundugu goriilmiistiir. Bununla
birlikte, 500 x 10%sperm basina 12.5 mg CLC'den yiiksek konsantrasyonlarda CLC

eklenmesinin sperm motilitesine zararli bir etkisi oldugu i¢in, ¢oziindiirme ortamina
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CLC'nin dahil edilip edilmeyecegini arastirmak i¢in daha fazla arastirma yapilmasi

gerekli oldugu diisiiniilmiistiir (Tomas ve ark 2011).

Dondurucu medyumuna aljinat ilavesi ile ¢Oziinme sonrasi sperm kalitesi
arttirtlmaya ¢alisilmis (Hu ve ark 2014).Eklenen aljinatin sperm akrozom
biitiinliglinii 1yi korudugu, SOD ve glutatyon peroksidaz aktivitelerini arttirdig1 ve

dondurulup ¢oziildiikten sonra malondialdehit seviyesini diistirdiigii gézlenmistir.

Yeni bir strateji olarak kriyoprezervasyon medyumuna, donma
prosediirlerinin zararli etkilerine karsi koyan proteinlerin eklenmesi ile ¢oziilme
sonrasi sperm parametrelerinde olumlu sonuglar elde edilmesi beklenmistir. Ornegin,
1s1 sok 70 kDa protein 8'in (HSPAS) ovidukttaki sperm sagkalimini uzattigi ve
sperme yanit olarak oviduktal tek kathi tabakalarda upregiile oldugu bilinmektedir
(Elliott ve ark 2009, Yeste ve ark 2014).

Bu proteinin sperm sagkalimini siirdiirmesini sagladigi mekanizma, sperm
plazmalemmasmin akiskanligini ve stabilitesini korumak i¢in olan yetenegi ile
ilgilidir. Burdan yola ¢ikarak, sigir, rekombinant HSPAS8'in donma ve ¢ozme
ortamma eklenmesinin, ¢Ozililme sonrasinda sperm sagkalimini arttirdig

gosterilmistir (Holt ve ark 2015).

Kriyoprezervasyon ortaminin antioksidanlarla desteklenmesi pozitif

sonuglar ile rapor edilmistir.

Melatonin 1ilavesinin antioksidan o6zelligide goz Oniine alindiginda
dondurulmus ¢oziilmiis semende, sperm canliligini ve motilitesini gelistirdigi ve

¢oziilme sonrasi lipid peroksidasyonunu azalttigr bildirilmistir (Succu ve ark 2011)

E vitamini ve insiilin biiylime faktorii I (IGF-1) eklenmesinin de sperm
canlilifi, hareketliligi ve MDA seviyesi tlizerinde olumlu etkiler gosterdigi

goriilmiistiir (B. ve ark 2013).

Yine baska ¢alismalarda donma ortamina E vitamini, hipotaurin ve dogal
antioksidanlarin (6rnegin; Opuntia ficus-indica’dan elde edilen dogal antioksidan)
takviyesi ile sperm motilitesini arttirirken, DNA fragmantasyonunu azalttii

goriilmiistiir (Taylor ve ark 2009, Meamar ve ark 2012, Brugnon ve ark 2013).
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Calismalarda pozitif etkileri goriilen diger antioksidanlar L-sistein, o-
tokoferol, Lutein, Biitillenmis hidroksitoluen, Trolox ve Askorbik asittir (Roca ve ark
2004, Chanapiwat ve ark 2009, Jeong ve ark 2009, Kaeoket ve ark 2010, Satorre ve
ark 2012, Giaretta ve ark 2015, Varo-Ghiuru ve ark 2015).

Sperm dondurma ve ¢ézme ortamlarina GSH ilavesinin, ¢oziilme sonrasinda
sperm kalitesini arttirdigi, niikkleoprotein yapisini stabilize ettigi ve hem in vivo hem
de in vitro d6lleme yetenegini gelistirdigi goriilmistiir (Gadea ve ark 2005, Yeste ve
ark 2013, Estrada ve ark 2014, Yeste ve ark 2014, Yeste ve ark 2015). Insan
sperminde dondurucuda eritildikten sonra GSH igeriginde% 64'e kadar bir azalma
vardir, bu da antioksidan savunma sisteminin sperm kriyoprezervasyonuna meydan
okudugunu gostermektedir(Gadea ve ark 2011). Ayrica, donma ve ¢bzme ortamina
GSH eklenmesi ROS diizeylerini distirdiigii ve insan sperminin motilitesini

gelistirdigi goriilmiistiir (Gadea ve ark 2011).

Reaktif oksijen tiirevlerinin yarattigt bu hasarlar1 azaltabilmek adina
kriyoprezervasyon sirasinda semen sivisina disaridan antioksidan eklenerek sperm
kalitesi arttirmaya yonelik yaptigimiz bu ¢alismamizda antoksidan olarak silimarin

secilmistir.

Silymarin (SM), Silybum marianum (deve dikeni) bitkisinden elde edilen
C25 igeren flavonoid karigimidir. Silimarinin serbest radikalleri siipiiren giiglii bir
antioksidan oldugu ve hiicre lipid peroksidasyonuna karsi iyi bir koruma sagladig

bilinmektedir (Zi ve digerleri 1998).

Literatiire baktigimizda silimarin ve onun aktif formu silibinin serbest
radikalleri direkt olarak temizledigini gosteren bir¢cok ¢aligma mevcuttur. Silibin ile
insan trombositleri, beyaz kan ve endotel hiicreleri ile yapilan bir ¢galigmada ROS ve
eikozanoidlerin olusumu iizerindeki etkisi arastirilmigtir (Rickling ve ark 1995)
Silibinin insan graniilosit hiicrelerinde giiclii bir HOCI (IC 50 7 uM) temizleyicisi
oldugu gosterilmistir. Aynmi sekilde, silibinin rat karaciger kupffer hiicreleri ile
yapilan bir calismasinda da O* ve NO° iiretimini inhibe ettigi gosterilmistir

(Dehmlow ve ark 1996, Dehmlow ve ark 1996).

Aslinda, Silybin'in siiperoksit anyon temizleme kabiliyeti bulunmamasina

karsin, hem aracili diigiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunu oOnemli
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derecede azaltabildigi (20 pM'de) ve hidroksil radikal olusumu inhibe ettigi
gostermistir (Varga ve ark 2006).

Baska bir in vitro ¢alismada ise serbest radikal temizleme aktivitesi ve
antioksidan o6zellikleri (>200 uM) dort farkli deneyle gosterilmistir (Asghar ve
Masood 2008). Saf silimarin bilesiklerinin serbest radikal temizleme aktivitesinin
kayda deger Olciide degistigi, silidianin ve silikristinin, silibinden 2-10 misli daha
aktif oldugu ve kiitle esasmma gére SM'nin silibinden yaklasik 8 kat daha giicli

serbest radikal temizleyici oldugu gosterilmistir (Dvotak ve ark 2003).

Silimarinin hiicredeki serbest radikal iiretimin ana kaynagi olan mitokondri
tizerine koruyucu etkileri oldugunu gosteren bir¢ok ¢alima da mevcuttur. Mitokondri
hiicrede, oksijenin birincil tiiketildigi ve tekli elektronlar1 oksijene transfer edebilen
cok sayida redoks enzimi igeren ve ROS siiperoksitini (0% ) iireten kismidir. ROS
tirettigi bilinen mitokondriyal enzimlerin basinda, trikarboksilik asit (TCA) dongiisii
enzimleri olan akonitaz ve a-ketoglutarat dehidrojenaz; elektron tasima zinciri (ETC)
kompleksleri I, Il ve IllI; piruvat dehidrojenaz ve gliserol-3-fosfat dehidrojenaz;
dihidroorotat dehidrojenaz; monoamin oksidazlar (MAO) A ve B ve sitokrom b5

rediiktaz gelmektedir.

Mitokondride olusabilecek herhangi bir hasar, oksidatif stresin artisina ve
ROS iiretimi ve temizlenmesi arasinda dengesizlige neden olarak net ROS
iiretiminde artisa neden olur. Uretilen bu ROS, proteinlerin modifikasyonlarina, lipid
peroksidasyonuna ve sonu¢ta mitokondriyal disfonksiyon ile sonuglanan
mitokondriyal DNA hasarina neden olabilir (Sekine ve Ichijo 2015). Bir¢ok c¢alisma
ROS'un zararli etkileri tlizerine odaklanmistir ve su anda mitokondriden iiretilen
ROS'un, hiicrenin strese girmesine neden olan hiicrei¢i sinyal iletim yolaklarinin

diizenlenmesinde de yer aldigi iyi bilinmektedir (Calabrese ve ark 2010).

Oksidatif stresin azalmasindan sorumlu olan mekanizmalardan birisi, SM /
silibinin'in mitokondriyal yap1 ve fonksiyonu iizerindeki koruyucu etkisidir. Aslinda
SM, hiicrei¢i sinyalleri tetikleyerek mitokondriyi patolojik olaylardan korur.
Ornegin, silibinin takviyesinin, elektron tasima zincirini optimize ettigi, elektron
sizintisint ve ROS olusumunu azalttifi ve dogrudan mitokondride ROS fiireten

enzimlerin etkinligini azalttig1 gosterilmistir.
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Rat karaciger hiicresi ile yapilan bir ¢aligmada ise silibinin ilavesinin, SOD
aktivitesini arttirdigi ve mitokondriyal membran potansiyelini diizenledigi ve
mitokondriyal disfonksiyonunu ve hiicre hasarini 6nledigi gosterilmistir (Rolo ve ark
2003).

Bagka bir caligmada ise Silibinin, 10 uM kadar diisiik bir konsantrasyonda
bile, perfiize edilmis sican hepatositlerinde metabolik akisa dayali ROS
olusumundaki artis1 azalttigi  gosterilmistir. Ek olarak, izole karaciger
mitokondriyolojisi {izerine yapilan calismalar, bu diisiik doz silibinin elektron
transfer zinciri aktivitesine bagli olarak ROS iiretimini baskiladigin1 ortaya

koymustur (Detaille ve ark 2008).

Sican karacigerinin sogukta tutulmasi ve sicak reperfiizyonu ile ilgili
yapilan bir caligmada lipid peroksidasyonu arttirdig1 ve siiperoksit anyon olusumuna
sebep oldugu ve GSH ve mitokondriyal ATP igerigini azalttigi gorilmistiir. Bununla
birlikte, silibinin (100 uM) eklenmesiyle bu parametrelerin iyilestigi
gozlenmistir(Ligeret ve ark 2008).

Silimarinin gii¢lii antioksidan 6zelligi kullanilarak sperm kriyopreservasyon
basarisinda artisina yonelik literatiirde ¢ok az ¢alisma vardir ve yanlizca hayvalar ile
denenmistir. Roostaei-Ali Mehr ve Parisoush (2016) ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada farkli konsantrasyonlarda silimarin ve kaproik asit eklenmis kog
semeninin saklanmasi aragtirilmistir. Sperm canliligi, hareketliligi, membran
biitlinliigii ve melondialdehit seviyeleri arastirildiginda sonuglar silimarinin sperm
kalitesini arttirdigi gozlenmistir. Purdy ve ark (2004) yaptig1 bir ¢alismada ise keci
sperminin saklanmasi sirasinda eklenen silimarin ve katesin flavonoidlerinin sperm
hareketliligine etkisi aragtirtlmistir. Calismamiz literatiirde daha Once insan spermi
kriyopreservasyonunda  silimarinin  kullanilmasi  ile ilgili bir ¢alisma

bulunmadigindan bu alanda 6nciil nitelik tagimaktadir.

Motilite, spermatozoanin fertilizason kapasitesini belirleyen en Onemli
ozelliklerden biridir (Branco ve ark 2010). Yiikksek ROS yogunluguna maruz
kalinmas1 mitokondriyal ve plazma membranlarinin bozulmasina, kromozomal ve
DNA parg¢alanmasina ve sperm hareketliliginde azalmaya neden olur (Baumber ve
ark 2003).
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Calismamizin ilk basamaginda 20 normospermik erkek bireyden toplanan
semen Ornekleri, donma oOncesi ve dondurulup ¢6zme sonrasi karsilagtirmasi

yapilarak kriyopreservasyonun hiicreye verdigi hasar tespit edilmistir.

Sonuglara baktigimizda literatiile uyumlu olarak motilite ve plazma
membran biitiinliigii parametreleri soguktan olumsuz yonde etkilenmistir. Toplam %
motilte degeri taze semende %73+9,6 iken dondurup ¢6zme sonrast %20+7,2’ye
diismiistiir. Taze semende plazma membran biitinligi ylizdesi %82+8,5 iken
dondurulup ¢ozme islemi sonrast %?27+6 kadar inmistir. Ortama farkh
konstrasyonlarda silimarin eklenerek ¢oziilme sonrast bu oranlar arttirilmaya
calisgtlmistir. Beklenildigi gibi kriyopreservasyon iglemi uygulanmis ve silimarin

eklenmis gruplar hig silimarin eklenmeyen gruplara gore daha iyi sonuglar vermistir.

Motilite ve plazma membran biitiinliiiiniin korunmasi i¢in en uygun
konstrasyonlarin 100pg/ml ile 500 pg/ml arasindaki silimarin oldugu goriilmiistiir.
100 pg ve 500 pg silimarinin ortama eklenmesi ayni etkiyi gostermis olup aralarinda
anlamli  (p<0,05) diizeyde bir fark goriilmemistir. 20 upg/ml silimarin
konstrasyonlarinda da bu parametreler i¢in iyilesme s6z konusudur ancak bu fark
kontrol grubu olan hi¢ silimarin eklenmeyen gruba gore anlamli (p<0,05) diizeyde

bulunmamastir.

Kriyokoruyuculuk i¢in 20 pg/ml silimarin yeterli bir miktar olarak
goriilmemistir. 1000 pg/ml silimarin konstrasyonu ise motilite ve plazma membran
biitiinliigli parametreleri i¢in 20 pg/ml silimarin eklenmis grup ve kontrol grubuyla
arasinda anlamli (p<0,05) diizeyde bir farklilik bulunmamistir. ROS’un zararh

etkisini azaltmak i¢in optimum konstrasyonu uygulamak olduk¢a énemlidir.

Mitokondrinin apopitozun kontroliinde 6nemli bir rolii oldugu gibi aym
zamanda enerji iiretimi, redoks durumunun modiilasyonu, ozmotik regiilason ve Ca?*
homeostazi gibi farkli hiicresel islevlerde ana rol oynar (Rasola ve Bernardi 2007).
Kriyoprezervasyon, hiicre ici Ca?" konsantrasyonlarindaki degisikliklerle birlikte
oksidatif ve ozmotik streslerle iliskili oldugundan, mitokondrinin kriyohasar
olusumunda biiyiik etkisi vardir. Daha once manda, boga, insan ve at sperm

hiicrelerinde oldugu gibi normal spermlerin dondurulup-¢6ziilmesinden sonra
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mitokondriyal membran potansiyelinde asir1 bir azalma (erken apopitoz benzeri

fenomen) tespit edilmistir (Paasch ve ark 2004, Ortega-Ferrusola ve ark 2008).

Mitokondrial aktivite, 6nceki ¢aligmalara gore dogrudan sperm motilitesi
ile iliskilidir (Gravance ve ark 2000, Espinoza ve ark 2009). Mitokondriyal ATP
tiretimi ve dolayisiyla mitokondriyal membran potansiyeli kriyopreservasyondan
olumsuz bir sekilde etkilenebilir. Dondurma ortamina antioksidan maddeler

eklenerek mitokondriyal biitiinliik korunmaya ¢alisilmistir.

Bu alanda yapilan ¢alismalardan biri, Trolox'un dondurma medyumuna
eklenmesi ile domuz sperminin mitokondriyal aktivitesi {izerinde doza bagimli bir
koruyucu etkisi oldugunu gostermistir (Pefia ve ark 2003) . Ayn1t maddenin 60 ve 120
uM'lik  konsantrasyonlarda ko¢ sperminin kriyoprezervasyon ortamina ilave
edilmesiyle mitokondriyal biitiinliigiin korundugu goézlenmistir (Silva ve ark 2012).
Ancak, milimolar araliktaki Trolox'un mitokondriyal aktivitede azalmaya neden

olduguda goriilmiistiir .

Antioksidan ilavesinin dondurup ¢6zme prosediiriiniin kritik asamalar1
esnasinda hiicre i¢i yollara miidahale ederek olumsuz bir etki yaratmasida
mimkiindiir. Bizim ¢alismamizda silimarinin mitokondri {izerinde sperm
kriyopreservasyon islemi sirasinda olusabilecek hasara karsi koruyucu etkisi
aragtirtlmistir. MitoTracker Red Fm kullanilarak mitokondriyal membran potansiyeli
Olciimii  yapilistir. Dondurup ¢6zme islemi, taze semen ile karsilastirildiginda,
mitokondriyal membran potansiyeli olduk¢a azalmistir. Bu etkiyi azaltmak adina
farkli konstrasyonlarda eklenen silimarinin en etkin oldugu konsantrason araliginin

100 pg/ml - 500 pg/ml oldugu goriilmiistiir.

% mitokondriyal aktivite degerlerine baktigimizda diger konstrasyonlarda
(1.000 pg/ml, 20 pg/ml ve 0 pg/ml) eklenen silimarinin mitokondriyal aktiviteye
etkisi p>0,05 olmak tizere anlamli bir farklilik icermemektedir. Bulunan degerler
daha 6nce belirtildigi gibi motilite ve plazma membran biitiinliigiinde oldugu gibi en
uygun konstrasyon araligimmin 100 pg/ml - 500 pg/ml oldugunu gostermis olup 20
pug/ml silimarinin kriyohasari engellemek adma yetersiz kaldigi, 1.000 pg/ml
silimarinin ise muhtemelen osmolariteyi etkileyerek hiicre yolaklarini1 baskilayip

negatif etki gosterdigi sonucuna varilabilir.
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Yapmis oldugumuz pearson korelasyon analiziylede tiim gruplar i¢in sperm
parametrelerinde p<0,01 olmak iizere pozitif yonli iliski bulunmus olup motilite,

plazma membran biitiinliigii ve mitokondriyal aktivitenin siki iligkisi gosterilmistir.

Kriyoprezervasyon, prematiire kapasitasyon veya akrozom reaksiyonlara
neden olur. Akrozomal biitiinligii olumsuz yonde etkiler. Antioksidan ilavesi ile
akrozomal biitiinliiglin korunmasi i¢in yapilan baz1 c¢aligmalarda, Ornegin;
Dondurulmus ¢6ziilmiis tavsan, boga ve keginin spermatozoasi ve 5°C'ye sogutulmus
koyun spermatozoa'sinda eklenen antioksidanin canlilik ve akrozom biitiinliiglinii
arttirdig1 gosterilmistir (Tuncer ve ark 2010, Sari6zkan ve ark 2014). Baz1 bulgular
ise dondurma ortamina quercetin eklenmesinin sperm yasayabilirligi ve akrozom
biitiinligii izerinde herhangi bir etki gostermedigi yoniindedir (P> 0.05). Quercetin
flavonoidlerinden biridir ve iki degerlikli katyonlari selatlayip temizleyerek serbest
radikal olusumunu 6nleme ve bdylece hidroksil radikallerinin olusumunu sinirlama
ozelligi sayesinde antioksidan koruma sagladigi bilinmektedir. Yine de, Gibb ve ark
(2013)ve Silva ve ark (2012) kriyoprezervasyon Oncesi quercetin eklenmesinin
sperm yasayabilirligi veya akrozom biitlinliigiinii 6nemli 6l¢iide etkilemedigini ve bu
da quercetin'in antioksidan etkisinin bu kalite 0Ozelliklerini kapsamadigini

diistindiirmektedir.

Literatiirde yer alan bu degisik verilere gére akrozomal biitlinliikte dahil tiim
sperm parametrelerinin kriyohasara karsi korumada eklenen maddenin tiiriine bagl
olarak degisken sonuglar elde edilebilecegi sonucuna varilmaktadir. Bizim
calismamizda silimarinin akrozomal biitiinliik tizerine etkisinde motilite, membran
biitiinliigii ve mitokondriyal aktiviteden farkli olarak silimarin konsantrasyonunda Ki
artisin akrozomal membran biitlinliiglinde oldukca iyi koruma sagladigi gézlenmistir.
Diger parametrelerde goriilen optimum konsatrasyon araligr olan 100-500 pg/ml,
akrozomal biitlinlik icin gecerli bulunmamistir. 1.000 pg/ml silimarin eklenen
ortamin sperm akrozomal biitiinliiglinii en yiiksek diizeyde korudugu goriilmiis olup
deger %604+5,9 olarak bulunmus ve bu degerin diger silimarin eklenen gruplara gére

anlamli (p<0,05) diizeyde artmis oldugu goriilmiistiir.

Daha 6nce yapilan ¢alismada ortama silimarin eklenerek 5°C’de saklanan

spermler lizerinde 100 pg/ml silimarinin akrozomal biitlinliigii en yiiksek diizeyde
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korudugu bulunmustur(Silva ve ark 2012). Yapilan bu g¢alismada donma islemi

uygulanmamis yanlizca sogukta saklama yapilmistir ve kog spermleri kullanilmistir.

Literatiirde yer alan bu bilgi ile bizim bulgularimiz arasindaki farkliliklarin
sebebi, uygulanan saklama isleminin farkliligi ve kullanilan spermin kaynaginin

farklilig1 olabilir.

Hayvan modelleri ile yapilan ¢aligmalarda, kriyoprezervasyonun,
mitokondriyal membran potansiyeli, kaspaz aktivasyonu, membran gecirgenligi ve

fosfatidilserinin translokasyonu gibi apopitoz bulgularini arttirdigi goriilmiistiir.

Bir c¢alismada, kriyoprezervasyonun Kaspaz 3, 8 ve 9'un aktivasyonu ile
anlamli olarak iliskili oldugunu ve mitokondriyal membran potansiyelinin
bozuldugunu gostermistir. Bununla birlikte, DNA fragmentasyonunda onemli bir

degisiklik gozlemlenmemistir (Paasch ve ark 2004).

Benzer sekilde, hastadan ve saglikli donorlerden toplanan Orneklerin
kriyoprezervasyonu, membran yiizeyinde fosfatidilserin translokasyonu gosteren
spermatozoa yiizdesinde bir artisa neden olurken, bu artis DNA biitlinliigiinde 6nemli

bir degisiklik ile iligkili bulunmamustir (Duru ve ark 2001).

Genel olarak, kriyoprezervasyon sirasinda sperm DNA fragmantasyonunun
ortaya ¢ikist agikliga kavusturulamamaktadir. Mevcut yeni ¢alismalar, sperm DNA
fragmentasyonunun,  kaspazlarin ~ ve  apopitozun  aktivasyonu  yerine,
kriyoprezervasyon sirasinda oksidatif stresin artis1 ile iliskili oldugunu ileri

stirmektedir (Thomson ve ark 2009).

Kriyoprezervasyon sirasinda ortaya c¢ikan mitokondriyal membran
akigkanligindaki degisiklik ROS salinimina yol agacaktir. Daha sonra, salinan ROS,
yiiksek siklikla tek ve ¢ift sarmal DNA kopmalar: olan sperm hiicrelerinde DNA

hasarina neden olur.

Calismalar ile spermatozoanin kriyoprezervasyonu ve ¢oziilmesi sirasinda
ROS iiretimi siireci 1yi gosterilmistir. Hem insan spermleri hem de seminal 16kositler
tarafindan ROS firetiminin 4°C'ye sogumada arttig1 bildirilmistir (Wang ve ark
1997). Dolayisiyla, 16kositleri iceren dondurularak saklanan semen 6rnekleri, DNA

parcalanmasina daha yatkin olabilir. Buna ek olarak, kriyoprezervasyon isleminin,
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sperm hiicrelerinin antioksidan aktivitesini azalttigi ve ROS ile olusturulan hasara

daha duyarli hale geldigini gosterilmistir (Lasso ve ark 1994).

Sperm DNA fragmantasyonunun olusumu, Kriyoprezervasyonun sonucu
olmayabilir, ancak c¢oziinme ile daha fazla iligkili olabilir. Sperm DNA
fragmantasyonunun zamanla hizli bir sekilde artmasi, ¢oziinmeden sonraki ilk 4 saat
boyunca en yiiksek oranda goriilmiistiir. Bu nedenle, ¢dziinmiis sperm ornekleri

klinik ortamda olabildigince ¢abuk kullanilmalidir (Gosalvez et al., 2009).

Dondurulmus ile taze spermler kiyaslandiginda, kriyoprezervasyonun
aktiflestirilmis pan-kaspazlarin yiizdesinin %21'den % 47'ye arttirdig1r goriilmiistiir.
flging bir sekilde, aktive edilmis kaspaz konsantrasyonu artan gliserol
konsantrasyonu ile %7'den %14'e pozitif korelasyon gdstermistir (Grunewald et al.,
2005). Ek olarak, kriyoprezervasyon sonrasi saglikli donérlerde aktiflestirilmis
Kaspaz-1’in, infertilite hastalarinda Kaspaz-8’in ve hem hasta hem de dondr

gruplarda Kaspaz-9'un 6nemli miktarda arttig1 gosterilmistir (Wiindrich ve ark 2006).

Spermatozoa'daki apopitozun derecesi, kullanilan kriyoprotektan tipi ve
uygulanan protokollerle iliskili  goriinmektedir. Farkli  kriyoprezervasyon
protokollerinin uygulanmasindan sonra fosfatidilserin hiicre zar1 dis ylizeyine
translokaysonunu degerlendirmek ic¢in annexin V baglamasi kullanilmaktadir.
Annexin V negatif spermatozoa yilizdesi, TEST-yolk buffer ile dondurulmus olarak
saklanan spermatozoada en yiiksek bulunmus. Kriyo-sokuna maruz birakilan
spermlerde (higbir kriyoprotektan olmayan) annexin V baglanmasi en yiiksek oranda
goriilmiistiir (J Glander ve Schaller 1999).

Benzer sekilde, %14 gliserol uygulamasi, %7 gliserolden daha yiiksek
miktarda aktive edilmis kaspaz ile sonuclanmistir. Bu nedenle, gliseroliin, sperm
kriyoprezervasyonu sirasinda mitokondriye toksik etkisi yoluyla dogrudan kaspaz

aktivasyonuna katkida bulunabilecegi diisiintilmiistiir (Wiindrich ve ark 2006).

DNA’nin fragmante olmasi apoptotik siirece girmis hiicrelerde CAD
(caspase activated DNaz -kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz-) enzimi tarafindan
DNA’nin niikleozom birimlerine ayrilmasiyla gerceklesir. CAD normal hiicrelerde
ICAD’a (inhibitor of caspase-activated deoxyribonuclease-kaspazla aktiflesen

deoksiriboniikleaz inhibitorii- DNA fragmentasyon faktor 45) bagli inaktif formda
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bulunur. Apopitoz siirecinin baslamasiyla sinyal alan hiicrelerde Kaspaz 3 tarafindan
CAD’lar aktive edilir ve DNaz (endoniikleaz) olan bu enzim ¢ekirdek DNA’sinin
hizli bigimde 180-200 baz ¢iftlik niikleozomal birimlerine ayrilmasini saglar
(Sakahira ve ark 1998).

Insan spermatozasindaki apopitoz mekanizmalari tam olarak anlasilamamis
olsa da spermatozoadaki kaspazlarin varligi hiicresel apopitoz i¢in en 1iyi
belirteglerden biridir. Efekor kaspaz olan Kaspaz-3 aktivasyonu apoptotik kaskadtaki
en 0onemli kaspazlardan olup hiicre 6liimii geri doniisiimsiiz olarak indiiklemektedir.
Bu yiizden ¢aligmamizda apopitozis degerlendirmesi ic¢in yanlizca apoptotik

hiicrelerde olusan Kaspaz 3 ‘lin immunhistokimyasal boyama metodu uygulanmistir.

Dondurup ¢6zme isleminin Kaspaz 3 yiizdesini anlamli (p<0,05) derecede
arttirdign gozlenmistir. Taze semende Kaspaz 3 yiizdesi 9,25+3 bulunmus olup,
dondurup ¢dzme isleminde bu degerin %36+5,3 ¢ yiikseldigi goriilmiistiir. Kaspaz 3
yiizdesinde ki bu artisin kriyopreservasyon isleminin apoptotik siireci anlaml
derecede  tetikledigini  kanitlamustir.  Literatiire  baktigimizda  kullanilan
kriyokoruyucunun tiiriine gore Kaspaz 3’iin aktivasyonu azaltilmaya calisilmis ve
sonuglarin bazilarinda koruyucu etki goriilmezken, bazilarinda azalis tespit
edilmistir. Bizim calismamizda eklenen silimarin’in konstrasyon bagimli olarak

Kaspaz 3 yiizdesinde kontrol grubuna gore azalis gortildiigi tespit edilmistir.

Kaspaz 3 yiizdesinde azalis1 en iyi gordiigiimiiz, optimum konstrasyonlar
20pg/ml ve 100pg/ml olarak bulunmustur ve aralarinda anlamli (p<0,05) bir farklilik
bulunamamaistir. Diger konstrasyonlarin Kaspaz 3 yiizdesinde ki etkisi kontrol grubu
ile karsilastirildiginda anlaml bir etki gostermedigi goriilmiistiir. 500 pg/ml silimarin
takviyesinin 1000 pg/ml silimarin eklenen gruba gore % kaspaz 3 degeri daha az
¢ikmis olsada p=0,803 olmak {izere anlamli bir farklilik icermemektedir. 1000 pg/ml
gibi yiiksek konstrasyonda silimarin Kaspaz 3 ylizdesinde onemli bir azalis
saglayamamis olup etki gdstermemistir. 1000 pg/ml silimarin igeren grubun %
Kaspaz 3 degeri kontrol grubuna gore daha fazla ¢ikmamis olmasi silimarinin
herhangi toksik etki yaratip hiicreyi apopitozise siiriiklemedigini gostermistir. Bu
sonucun ortama e¢klenen yabanci bir madde olan silimarinin ters bir etki

yaratmadigini diisiindiirmiistiir.
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Calismamizda sperm kriyopreservasyon islemi sirasinda spermde olusan
kriyohasar1 motilite, plazma membran biitiinliigii, mitokondriyal aktivite, akrozomal
biitiinliik ve apopitozis parametreleri {izerinde incelemis olup, dondurma ortamina
silimarin antioksidaninin takviye edilmesiyle bu parametrelerde iyilesme
saglayabilecegimizi gostermis olduk. Sonuc¢larimizin ¢ogu literatiir ile uyum
gostermis olup insan sperminin kriyopreservasyonu igin kriyokoruyucu olarak
ortama silimarinin eklenmesi iizerine daha Once yapilmig bir calisma
bulunmamaktadir. Sonucglarimiz silimarinin  bu alanda etkin bir sekilde

kullanilabileyecigini kanitlayan dnciil bir ¢aligsma niteligindedir.

62



5. SONUC ve ONERILER

Yaptigimiz bu c¢alismada farkli konstrasyonlarda silimarin eklenmis
dondurma ortamlar1 kullanarak insan sperm kriyopreservasyonu sonrasi ¢Oziilmiis
spermin kalitesinde artis1 degerlendirdik. Bunun ic¢in 20 normspermik erkek bireyin
semen Ornekleri kullanlmis olup her bireyin drnegi 6 gruba béliinmiistiir. 1k grup
taze semen Ornegi, 2., 3., 4., 5. ve 6. gruplar sirasiyla 1.000 pg/ml, 500 pg/ml, 100
png/ml, 20 pg/ml ve 0 pg/ml silimarin dondurma ortamina eklenerek 72 saat boyu —
196 C°de saklamis ve sonrasinda 37C°de ¢oziilmiistiir. Tiim gruplarin motilite,
plazma membran biitiinligi, mitokondriyal aktivite, akrozomal biitiinliik ve

apopitozis parametreleri degerlendirilmistir.

Elde ettigimiz sonuglar literatiirle uyumlu olarak kriyopreservasyon isleminin
sperme Onemli derecede hasar verdigi goriilmiis ve antioksidan takviyesi ile bu
hasarin azaltilmasi bagarilmistir. Degerlendirdigimiz parametrelere baktigimizda
farkli konstrasyonlarin farkli parametreler iizerinde daha olumlu etki géstermesi yine
literatiirde yapilan calismalar gibi bulunmustur. Bu farkliliklar1 daha aza indirgemek
icin calistgimiz konstrasyonlar arasindaki farki azaltmali ve secilen konstrasyon

aralig1 genisletilerek ¢alisma genisetilebilir.

Sonuglara baktigimizda 100 pg/ml ve 500 pg/ml konstrasyon da silimarin
eklenmesi, diger konstrasyonlara gdre motilite, plazma membran biitiinligii ve
akrozomal biitlinliikk a¢isindan daha olumlu etkilemis ancak 20 pg/ml silimari ise
apopitozis parametresi i¢in daha iyi sonuglar vermistir. Bunlarin aksine literatiirde
rastlanmayan bir sonug ise 1.000 pg/ml silimarin ekledigimiz grubun akrozomal
biitiinltigli daha iyi korudugu yoniindedir. Bu farklili§in sebebi silimarinin kimyasal
yapisinin akrozomal biitiinliik {izerine etisinin diger eklenen antioksidanlarin etki

mekanizmalarindan daha farkli bir yolla etki ettigi diistiniilebilir.

Kriyopreservasyon {iizerine yapilan gecmis ¢alismalarin  sonuglarina
baktigimizda ¢ok degisken oldugu goriilmektedir. Bu farklililar insan veya hayvan
kaynakli spermin yapisal farkliliklari, kullanilan antioksidanin kimyasal yapisi,
secilen konstrasyon aralikalari, uygulanan kriyopreservasyon protokolii gibi ¢ok

degiskenli parametrelerden kaynaklaniyor olabilir.
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Bizim calismamiz silimarinin dondurma ortamina eklenmesi ile ¢oziilen
spermin kalitesini arttirmaya yonelik insan spermi ile yapilan ilk ¢aligmadir.
Literatiire bu alanda katki saglanacagi diisiiniilmekte olup, ¢alisma 6rneklem sayisi
arttirtlarak ve konstrasyon araliklar1 genisletilerek yapilacak invitro ve ayrica invivo

caligmalar ile gelistirilebilir.
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