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ONSOZ

Giiniimiizde genetik kaynaklarin saklanarak gelecek yillara aktarilmasi onemli bir
konudur. Ureme biyoteknolojisi, tiirlerin soyunun korunmasi ve klinik uygulamalar1 gibi
genis bir kullanim alanina sahip olan spermanin dondurularak saklanmasi islemi, bu anlamda

biiyiik bir dneme sahiptir.

Ayrica insan beslenmesi i¢in vazgecilmez bir yer tutan hayvansal proteinin dnemli
bir kaynagimi olusturan kirmizi etin dretilmesi baglaminda ana faktorlerden birisi olan
koyunculugun etkin bir sekilde siirdiiriilebilmesi de gen kaynaklarinin basarili bir sekilde
muhafaza edilebilmesine ve gelecek nesillere aktarilabilmesine baglidir. Ko¢ spermasinin

dondurularak saklanmas1 bu agidan ayri1 bir 6nem arz etmektedir.

Kog¢ spermasiin yeterli dolverimini saglayacak sekilde dondurulmasi, suni tohumlama
uygulamalarim daha pratik ve ekonomik yapacagi gibi daha dogru ve giivenilir pedigri
kayitlarimin tutulmasi saglanacaktir. Ayrica yiiksek genetik kapasiteye sahip koglarin genis

populasyonlarda kullanimi olanakli hale gelecektir.

Ko¢ spermasimin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi esnasinda olusan membran lipit faz
degisimine, ozmotik-mekanik strese ve ortamda gelisen serbest oksijen radikallerine bagh
olarak membran yapilarinda ve hiicre organellerinde yapisal deformasyonlar, DNA’da
kirilmalar olugmakta, bu olumsuz etkiler sperma sulandiricilarina antioksidanlarin ilavesiyle

azaltilabilmekte ve ¢6ziim sonu spermatozoon fonksiyonlar1 iyilestirilmektedir.

Yaptigim tez caligmast siiresince tecriibe ve birikimlerinden faydalandigim sayin;
Prof. Dr. Kenan COYAN, Prof. Dr. Mehmet Bozkurt ATAMAN, Prof. Dr. Nuri BASPINAR,
Do¢.Dr. Mustafa Numan BUCAK’a tesekkiir ederim.

Yardimlarimi esirgemeyen Prof. Dr. Mehmet Emin TEKIN, Ars. Gor. Dr. Alper
YILMAZ, Ars. Gor. Dr. Ali YIGIT, Ars. Gor. Semih ALTAN, Ars. Gor. Siikrii GUNGOR,
Ars. Gor. Caner OZTURK, Ars. Gor. Nagehan DEMIR, Uzman Avni iLIK’e ve her anlamda

destek gordiigiim aileme siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIiS

Koyunculuk Anadolu insanmin tarih boyunca ugrastigi en 6nemli hayvan
yetistiriciligi dallarindan biridir. Koyun yetistiriciligi et, siit ve siit iiriinleri, yiin ve
deri iiretimi agisindan iilkemiz ekonomisinde nemli yer tutmaktadir. Kirsal alanda
yasayan halkimiz i¢in kolay bir ugras alan1 ve ayn1 zamanda ekonomik giivence olan
koyunculuk en eski hayvansal iiretim alanlarindan biridir. Koyun yetistiriciligi
kodyden kente gociin 6nlenmesi, issizlik ve ekonomik krizden cikisa katkis1 agisindan
da onemlidir. Yakin tarihimizde koyunculugun o6zellikle Dogu ve Giiney Dogu
Anadolu Bolgelerinde yasayan halkimizin ©Onemli bir gecim kaynagini

olusturdugunu da goriiyoruz (TESK 2010).

Koyunculuk alaninda biyoteknolojik yontemlerden de faydalanilarak verimi
artirmak ve yiiksek verimli yavrular elde edebilmek icin, suni tohumlama, seksiiel
siklus senkronizasyonu, embriyo nakli, embriyolarin dondurulmasi, ikizlik oraninin
artirllmasi, embriyoda veya spermada cinsiyet tayini gibi bir takim yontemler gittikce
yaygin bir sekilde kullamlmaktadir. Ister birim hayvan basina verimi artirmak, ister
mevcut hayvanlarin verimlerini koruyup siirekliligini saglamak konusunda olsun
uygulanan bu biyoteknolojik yontemlerin ana amaci verim yoniinden iistiin erkek ya
da disi genotipinin yaygimlastirilmast seklinde olmustur (Akyol 2001). Bu

yontemlerden birisi de spermanin dondurulmasi islemidir.

Ko¢ spermasinin dondurulmasi ve dondurulmus spermalarla ilk suni
tohumlama uygulamalar1 Sovyetler Birligi'nde baglamis, daha sonra Avrupa
ilkelerine gecmistir. Tiirkiye’de ise Cumhuriyet’in ilk yillarinda baslatilan koyun
1slahi calismalan giiniimiizde heniiz istenen basariya ulasamamistir (Tekin ve ark
2006). Tiirkiye, 22 000 000 civarinda koyun varlig1 ile hayvancilik sektoriinde
onemli bir yere sahipken, verim acisindan istenen diizeye ulasamamustir (TUIK
2010). Bunun c¢esitli nedenleri olmakla birlikte, ko¢ spermasinin dondurulmasinin
zorlugu ve koyunlarda suni tohumlamanin etkin yapilamamasi sayilabilir. Bu
nedenle aragtiricilar ko¢ spermasinin dondurma teknik ve yontemleri iizerinde

yogunlagsmislardir (Windsor ve ark 1994).



1.1.Koclarda Spermatogenezis

Kocglarda spermatogenezisi 1rk, yas, 1s1, nem, bakim ve giin 1s1g1n1in uzunlugu
gibi cevre faktorlerinin etkiledigi ve bu faktorlerin spermatolojik dzelliklerde biiyiik
varyasyonlar olusturdugu bildirilmektedir (Saleh 1997). Ozellikle koclardaki
reprodiiktif — aktivitenin yilin belli donemlerinde etkilendigi bildirilmigtir
(Karagiannidis ve ark 2000). Ko¢ ve tekede cinsel aktivitenin yil boyunca siireklilik
gostermesine karsin, aktivasyon yaz ve sonbaharda, kis ve ilkbahara gore daha

yiiksek olmaktadir (Delgadillo ve ark 1991).

Spermatogenezis koglarda 46-49 giin kadar siirmektedir. Epididimal taginma
ise yaklasik olarak 12-14 giin arasinda degismektedir. Sertoli hiicrelerinden ayrilarak
tubulus seminiferus liimenine gegcen spermatozoonlar rete testis aracilign ile
epididimise taginirlar. Spermatozoonlar epididimal go¢ sirasinda olgunlasirlar. Bu
goc sirasinda spermatozoonda membran permeabilitesinin artmasi, akrozomda
biiyime ve gelisme, kuyruk organellerinin bicim ve yerlerinde degisimler,
kromatinde yogunlagma, proteinlere baglanma ve basin bilylimesi gibi yapisal
degisiklikler goriiliir. Ayrica spermatozoonlar epididimal go¢ sirasinda sitoplazmik
damlaciklarin1 kaybederler ve motilite yetenegini de bu gegis sirasinda kazanirlar.
Ejakiilasyon sirasinda eklenti bezleri salgilar1 spermatozoonlar ile karisarak ejakiilati

olustururlar (Coyan ve ark 2002) .

Kog¢ ve tekede spermatogenezisin bir gostergesi olan testis agirhgr da yil
boyunca Oonemli degisim gostermektedir. Testis agirligi, ilkbaharda genel olarak en
diisiik iken, yaz sonuna dogru maksimum diizeye ulagmaktadir. Testis agirhig Ile —
de - France ki1 koglarda Subat — Mart’ta 200 g, Temmuz’da 350 g ve Alpin irki
tekelerde ge¢ Mayis — erken Haziran’da 100 g, ge¢ Ekim — Kasim ortasinda ise 150
g olarak saptanmistir (Delgadillo ve ark 1991, Cheminau ve ark 1992). Kog¢ ve
tekelerde testis agirligi bakimindan goriilen farkliliklar, spermatogenezis bakimindan
goriilen mevsimsel degisim ile iliskilidir. Ornegin, ilkbaharda testis parankimasinin
gram1 bagina ortalama 8.5x10° spermatozoa liretilirken, sonbaharda 12,2x10°
spermatozoa iiretilmektedir (Ortavant 1959). Yine, koglarda rete testislerden c¢ikan
giinlik sperm miktarinin ilkbaharda minumum (1x10°%), yazin sonunda ise

maksimum (4.8x109) oldugu belirlenmistir (Dacheux ve ark 1981).



1.2. Ko¢ Spermasimin Genel Ozellikleri

Diger ciftlik hayvanlar ile kiyaslandiginda 1k, yas, beslenme, sperma alma
yontemi, sperma alma sikligi, sperma alma zamani ve mevsim gibi faktorlere bagl
olmak ile birlikte kog¢ ve tekelerde ejakulat hacmi ¢ok diisiiktiir. Kog¢ ejakulat hacmi
ortalama 1 ml dir. Saglikli bir kog¢ ejakulatin rengi gri-beyazdan krem rengine kadar
degisim gosterebilir. Ko¢ spermasi normalde koyu kivamhi ve diisiik vizkoziteye
sahiptir. Spermanin kivami ile yogunlugu arasinda dogrusal bir iliski oldugu
bildirilmektedir. Ko¢ spermasinin motilitesi ortalama %70, pH s1 6.2-6.9 arasinda
degismekte olup 3x10° /ml yogunlugunda ve ortalama %20 anormal spermatozoon

oranina sahip oldugu belirtilmektedir (Evans ve Maxwell 1987).
1.3. Ko¢ Spermasinin Dondurulmasi

Damizlik  koglarin  spermalarinin = uzak  mesafelerdeki  hayvanlarda
kullanilabilme imkam saglamasinin yaninda degerli koglarin spermasinin alinip
saklanmasinin gerekliligi gibi faktorlere de bagli olarak sperma dondurma

calismalan baslatilmistir (Emsen ve Kosum 2009).

Kog¢ spermasi dondurmaya kars1 oldukg¢a hassastir. Bu durumun temel nedeni
spermatozoa membraninin  Onemli bir kismimm doymamis yag asitlerinin
(fosfolipitler) olusturmasidir. Buna bagli olarak spermatozoanin dondurulmasi
sirasinda yapilan sogutma islemleri spermatozoa membranimin geriye doniisiimil
olmayan siv1 fazdan jel fazina gegmesine neden olmakta ve membran i¢i enzimlerin
kinetiginde degisimlere yol acarak ¢6ziim sonu canliligin azalmasina sebebiyet

verdigi one siiriilmektedir (Watson 1995).

Spermatozoonlarda dondurmaya bagli olarak meydana gelen hasarlar fiziksel,
biyokimyasal veya fonksiyonel olabilmektedir. Fiziksel hasarlar, plazma ve akrozom
membranlarinda veya mitokondrial kilifta yani spermatozoonun orta kisminda
meydana gelmektedir. Ko¢ spermatozoonlarinda daha c¢ok fiziksel hasarlara

rastlanilmaktadir (Bailey ve ark 2000, Salamon ve Maxwell 2000).

Plazma ve akrozom membranlari, nukleus (cekirdek) ve lokomotor denilen
orta kistma gore daha hassastirlar. Akrozomun dis membrani icteki membrana gore

daha kolay hasar gormektedir (Salamon ve Maxwell 2000).



Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis ko¢ spermasindan elde edilen diisiik fertilite
oranlari, aragtirmacilari bu konuda calismaya yonlendirmis ve farkli sulandirici
formulasyonlari, sulandiriciya ¢esitli hormon, vitamin, seker, antioksidan maddelerin

ilave edilmesine yoneltmistir (Gokgen ve ark 1985, Chen ve ark 1993).

Sulandiriciya katilan cesitli kryoprotektif maddeler ise dondurulmus-
¢Ozdiiriilmiis spermanin fertilitesini olumsuz yonde etkilemektedir. Dolayisi ile
gliserol gibi kontraseptif ozellige sahip kryoprotektanlarin oraninin azaltilabilmesi
sulandirici icerisine katilacak antioksidanlara bagli oldugu 6ne siiriilmektedir ( Purdy

2006, Bucak ve ark 2007).

Diger taraftan ko¢ spermasinin dondurulma basarisinda asim mevsimine gegis
doneminin ve agim mevsimin 6nemli etkisinin oldugu da bildirilmistir. Koclarda
mevsimsel degisikliklerin sperma parametreleri iizerine etkili oldugunu ve
dolayistyla seminal plazmadaki spesifik proteinlerin yoklugunun ve toplam protein
konsantrasyonlarindaki azalmanin donmus spermadaki diisiik motilite ile baglantili
olabilecegi bildirilmistir (Smith ve ark 1993). Buna ek olarak yapilan calismalarda
sezon i¢inde alinan ko¢ spermasinin dondurulabilme basarisinin daha yiiksek oldugu

bildirilmistir (Fiser ve ark 1986, Oztiirkler ve ark 1999).

1.4. Serbest Radikaller ve Etkileri

Serbest radikaller, dis orbitalinde tek sayida elektron bulunan atom veya
molekiiller olup hem organik hem de inorganik yapilarda bulunurlar. Eger elektron
eslesmemis ise molekiil daha reaktif duruma gelir ve kararsizlasir. Serbest radikaller
yapilari, fiziksel ve kimyasal oOzellikleri, hiicresel kaynaklari, rol oynadiklar
tepkimeler ve etkileri ile cesitli klinik durumlarin patogenezinde rol oynarlar

(Halliwell ve Chirico 1993).

Serbest radikaller genel olarak; reaktif oksijen tiirleri (Stiperoksit radikali,
ozon, singlet oksijen, hidrojen peroksit, hidroksil radikali, hipoklorik asit, alkoksil
radikali, peroksil radikali, hidroperoksil radikali), reaktif nitrojen tiirleri (nitrik oksit,
nitrik dioksit, peroksinitrik) ve reaktif siilfiir tiirleri (thiyl radikali) olarak

siniflandirilirlar (Fehrenbach ve Northoff 2001).



Yasamin devamliligi icin gerekli oksijenin metabolitleri olan reaktif oksijen
tiirleri, hiicre fonksiyonlarinda bozukluklara neden olmaktadir. Oksidatif stres,
reaktif oksijen tiirlerinin artigina ve antioksidan koruma mekanizmasinda azalmaya
sebep olarak iireme fonksiyonunun bozulmasina yol a¢gmaktadir (Ulutas ve ark

2005).

Spermatozoon tarafindan diisiik oranlarda iiretilen serbest radikaller ise
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunun baslatilabilmesi i¢in gereklidir (Zini ve ark

2000).

Hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklari; aktiflesmis fagositler,
antineoplastik ajanlar (bleomisin, doxurobisin, andriamisin), radyasyon, aliskanlik
yapan maddeler (alkol, uyusturucu), cevresel ajanlar (hava Kkirliligi yapan
fotokimyasallar, pestisitler, sigaradumani, anestezikler), stres (streste artan
katekolamin sonucu katekolaminlerin  oksidasyonu), Kii¢ilk molekiillerin
oksidasyonu (tiyoller, hidrokarbonlar, katekolaminler, flavinler), enzimler ve
proteinler (ksantin oksidaz, triptofan dehidrojenaz, hemoglobin), mitokondrial
elektron transport zinciri, endoplazmik retikulum (ER) ve niikleer membran transport
sistemi (sitokrom Paso, sitokrom bS5), peroksizomlar (oksidazlar, flavoproteinler),
plazma membram (lipooksijenaz, lipid peroksidasyonu, fagositlerde NADPH
oksidaz), oksidatif stres yapici durumlar (iskemi, travma, intoksikasyon) seklinde
siralanabilir (Kappus 1987, Cheesman ve Slater 1993, Akkus 1995, Ozcan Oruc ve
ark 2004).

Serbest radikaller, ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, kanser, alerji,
diabet, katarakt gibi bircok hastaligin patogenezinde rol oynayan ve bu nedenle son
zamanlarda tizerinde en cok calisilan konular arasinda yer almaktadir. Mitokondrial,
endoplazmik ve niiklear elektron transport sistemlerinde (sitokrom P-450),
peroksizomlarda, monosit ve notrofillerin fagositozu gibi normal metabolik olaylar
sirasinda bol miktarda serbest radikal iiretilir. Bu radikallerin olusumunu ve meydana
getirecegi hasar1 Onlemek i¢in viicutta bir ¢cok savunma mekanizmalar1 gelismistir.
Eger bu radikaller savunma mekanizmalarimin kapasitesini asarlarsa hiicrelerin lipit,
protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi 6nemli bilesenlerinde hasara neden olurlar

(Aydilek ve Aksakal 2003).



Ayrica serbest radikaller mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller
permeabiliteyi bozar, hiicrenin potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu artirir.
Proteaz, fosfolipaz, elastaz, siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz, triptofan
dioksijenaz ve galaktoz oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken alfa-1-antitripsin

gibi baz1 savunma sistemlerini inaktive ederler (Akkus 1995).
1.4.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkisi

Membran lipidleri oksidanlarin en énemli hedeflerindendir. Hiicre membrani
serbest radikaller igin kritik bir bariyerdir, ciinkii serbest radikaller hiicre
komponentleri ile etkilesim icin bu bariyeri gegcmek zorundadir. Membran lipid
peroksidasyonu sonucu membran biitiinliigii bozulmasi ile membran proteinleri,
reseptorleri ve ayrica bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar. Lipid
peroksidasyonu, yaglarin oOzellikle poliansatiire yag asitlerinin oksidatif oksijen
bagimli yikimi olarak tarif edilir ve dallanan bir zincir reaksiyonudur. Olayda
genelde bir enzim varligir gerekli olmamasina ragmen demir, bakir gibi metaller
tarafindan katalizlenir. Lipid peroksidasyonu, hiicre zarinda bulunan poliansatiire yag
asitlerinin alfa-metilen gruplarindan hidrojen atomunun uzaklagtirilmasiyla
baglatilmaktadir (Southorn ve Powis 1988, Del Maestro 1991, Young ve
Parthasarathy 1994). Hidrojen atomunun uzaklastirilmasiyla yag asidi lipid radikali
halini alir. Yapida molekiil ici cift baglarin yer degistirmesi ve ardindan molekiiler
oksijenle etkilesim sonucunda lipid peroksil radikali ortaya cikar. Bunlar da yeni
lipid radikallerinin olusumuna yol acarken, kendileri de lipid hidroperoksitlerine
dontismektedir. Lipid hidroperoksitleri yikimlanarak biyolojik olarak aktif yapilar
olan aldehit ve karbonil bilesiklerine doniisiir. Lipid peroksidasyonun en onemli
irlinii malondialdehid (MDA) dir. U¢ ya da daha fazla cift bag iceren yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucunda MDA meydana gelir. Olusan MDA, hiicre
membranlarindan iyon alis-verisine etki ederek membrandaki bilesiklerin ¢apraz
baglanmasina yol agar ve iyon gecirgenliginin ve enzim aktivitesinin degisimi gibi
olumsuz sonuglara neden olur. MDA bu 6zelligi nedeniyle, DNA’nin nitrojen bazlar
ile reaksiyona girebilir ve bundan dolay1r mutajenik, hiicre kiiltiirleri i¢in genotoksik
ve karsinojeniktir (Porter 1984, Placer ve ark 1990, Kalender ve ark 2002, Mercan
2004).



Ayrica hiicre yiizeyindeki hormon reseptorleri, glukoz 6 fosfat dehidrogenaz
ve Na"K"-ATPaz gibi enzimler LPO sirasinda inaktive olur. Boylece LPO hiicrelerde
dejeneratif, mutajenik ve karsinojenik bozukluklara neden olabilir (Halliwell ve

Gutteridge 1996).
1.4.2. Serbest Radikallerin Spermatozoon Uzerine Etkileri

Sperma fonksiyonlarinin aksamasi ve infertilite iizerine bir¢ok cevresel,
fizyolojik ve genetik faktor etkilidir. Bu faktorlerden spermatozoonlar iizerine etkili
olan serbest radikaller tarafindan olusturulan oksidatif hasar 6nem kazanmaktadir
(Sikka 1996). Son yillarda dondurulma ve ¢ozdiiriilme esnasinda spermatozoonlarda
ortaya c¢ikan hasarlar mikro diizeyde ortaya konabilmis, dondurulma sirasinda olusan
oksidatif stresin onemli hasarlara yol actigi bildirilmistir (Potts ve ark 2000). Bu
faktorlerin sperma fonksiyonlar iizerine etki mekanizmasinin anlagilmasi, yeni ve

etkili tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi agisindan 6nem arz etmektedir.

Oksidatif stresin normal spermatozoon fonksiyonlarini bozabilecegi,
spermanin yiiksek oksijen basinci altinda inkubasyonu ile spermatozoon motilitesinin
hizl bir sekilde azaldiginin goriillmesiyle ortaya konulmustur (MacLeod 1943). Aym
aragtirmacit spermatozoonlarin, spermada bulunan c¢esitli ajanlarin etkisiyle hidrojen
peroksit iiretebilecegini ve iiretilen hidrojen peroksitin de katalaz enzimi tarafindan

ortadan kaldirilabilecegini belirtmistir (O’Flaherty ve ark 1997).

Birgok tiiriin spermasinda tiretilen baslica radikalin siiperoksit radikali oldugu
cogu arastirmaci tarafindan belirtilmektedir (Holland ve ark 1982, Alvarez ve Storey

1983b, Alvarez ve ark 1987, Aitken ve Clarkson 1988).

Artan seminal oksidatif stres iiriinleri spermatozoon DNA’sindaki hasarla
birlikte spermatozoonun plazma membraninda lipid peroksidasyona, spermatozoon
motilitesi, metabolizmas1 ve fertilizasyon kapasitesinde ise azalmalara neden olarak

spermatozoonun fonksiyonunu engellemektedir (Armstrong ve ark 1999).

Serbest oksijen radikalleri simirli seviyede oldugunda spermatozoanin

kapasitasyonunda fizyolojik role sahiptir (Thundathil ve ark 2003).



Spermatozoonlarin serbest radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyona
olduk¢a duyarli olmasinin nedeni, plazma membraninin doymamis yag asitleri
bakimindan oldukg¢a zengin bir yapiya sahip olmasidir. Serbest oksijen radikalleri,
spermatozoon membraninda yaptigr degisikliklerle membranlardaki akiskanligi
etkiler ve dejeneratif bir etki olusturur. Ciinkii membrandaki akiskanligi saglayan
esas 0Oge, plazma membraninda bulunan doymamis yag yapisidir. Lipit
peroksidasyonun cok diisiik oranlarda sekillenmesi bile membran akiskanliginda ani
bir azalmaya neden olur. Bu durum, spermatozoonun akrozom reaksiyonu ve ovum
katmanlarina penetrasyon oranimi azaltir (Hammerstedt 1993, Dalvit ve ark 1998,

Potts ve ark 1999, Zini ve ark 2000).

Peroksidasyonun bir sonucu olarak plazma membram igerisinde yiiksek ve
diisiik akiskanliga sahip multifazik bolgelerin olusmasi Fosfolipaz A, enzimini aktive
eder. Aktivasyon sonucunda membranda yag asitlerinin kayb1 ve lipit tabakasi
izerine zararli etkileri olan lisofosfolipitler ortaya cikar (Aitken ve ark 1989).
Boylece peroksidatif hasar membran iizerinde yayilir ve spermatozoonlarin motilite
ve canliliginda onemli kayiplar sekillenir (Aitken ve ark 1989, Hammerstedt 1993,
Watson 2000).

Aerobik ve yar1 aerobik ortamlarda oksijen radikallerinin iiremesi
kacimilmazdir. Kisa siireli saklamada agzi kapatilmis tiip icerisinde tutulan spermanin
yiizeyi ile tiipiin agiz kismi arasinda bulunan oksijen, aerobik metabolizmanin
olusabilmesi icin yeterlidir. Buzdolabi 1sisinda saklanan spermatozoonlarin
metabolizmasi tamamen kaybolmadigi gibi, serbest radikalleri iceren toksik iirtinlerin
birikimi de spermatozoonlara zarar verebilmektedir. Kisa siireli saklama sirasinda
ortaya cikabilecek peroksidasyonun spermatozoon iizerinde irreverzible motilite
kaybi ve plazma membraninda yapisal hasar gibi olumsuz etkileri vardir

(Hammerstedt 1993, Windsor ve ark 1993, Vishwanath ve Sahannon 1997).

Blesbois ve ark (1999), bekleme siiresine bagli olarak sekillenen oksidatif
stresin spermatolojik ©zellikler iizerine etkisini arastirdiklart calismada; horoz
spermasini iki giin siireyle +2 ila +5 °C’de saklayarak motilite, 6lii-canli, morfolojik
yonden normal spermatozoon orani ve lipit yapisindaki degisimleri izlemislerdir.
Calisma sonunda motilite oran1 %87’den %46’ya, canli oran1 %96’dan %89’a,

normal spermatozoon oram1 %84’den %47 ye ve toplam lipit oran1 ise 820 pg/ 10”



dan 620 ug/lOg’a diismiigtiir. Arastirmacilar seminal plazmada bulunan lipit
miktarindaki degisimin 6nemli olmadigim1 ifade ederlerken spermatozoon
membraninda bulunan toplam lipit miktarindaki degisimin ise istatistiksel olarak

onemli oldugunu belirtmislerdir.

Serbest oksijen tiirlerinin detoksifiye edilmesine yonelik olarak sperma
icerisinde bulunan dogal antioksidanlarin (glutatyon peroksidaz, glutatyon, vitamin
C, taurin) diizeyleri spermatozoada donma-¢oziinme sirasinda olusan (soguk soku,
ozmotik degisim, lipit peroksidasyonu gibi) hasarlan engelleyememektedir (Griveau

ve ark 1995, Bilodeau ve ark 2000).

Ozellikle yetersiz antioksidan madde iceren tris-yumurta saris1  gibi
sulandiricilar, dondurma-¢ozdiirme sirasinda ortaya c¢ikan oksidatif stres ve reaktif
oksijen radikallerine kars1 spermatozoaya yeterli koruma saglayamamaktadir (Parrish

ve ark 1986).

Bu olumsuz etkilere ilave olarak hiicre organellerinde goézlenen yapisal
degisiklikler ile DNA kirilmalarina karst ¢esitli  antioksidanlar sperma

sulandiricilarina eklenmeye baslamistir (Bucak ve ark 2007).

Antioksidanlar genel anlamda serbest radikallerin sekillenmesini inhibe
ederek organizmay1 zararh etkilerinden korumakta ve bu sayede hiicreler oksidatif

hasara kars1 vital fonksiyonlarin siirdiirmektedirler (Ozata ve ark 2003).
1.5. Antioksidanlarin islevi

Serbest oksijen tiirlerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasar
onlemek icin viicutta bircok savunma mekanizmalar1 geligsmistir. Bunlar antioksidan

savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak bilinirler (Akkus 1995).

Genel olarak antioksidan maddelerin gorevi; serbest radikallerin hidrojen
koparip calmasinda kendilerini ortaya atarak serbest radikallere hidrojen verip
etkinliklerini durdurmaktir. Yani antioksidan maddeler, serbest radikalleri daha
baslangi¢ta doyurarak onlarin devaml etkinliklerine mani olmaktadir. Fakat serbest
radikal olusumu 151k ve metaller nedeniyle devam ediyorsa buna bagl olarak

antioksidan madde gittikce harcanip tiiketilecektir. Eger gerekli tedbirler alinip da



yeterli miktarda antioksidan katilmis ise daha once serbest radikaller durdurulmus

olacaktir ve antioksidan etki uzun siire devam edecektir (Cakmak 2003).

Antioksidanlarin  serbest oksijen radikallerine karsi etkileri; zincir
reaksiyonun bagslamasini durdurmalari, baslayan radikal zincir reaksiyonunu
kirmalari, radikal olusumunun baglamasina engel olmalari, peroksitleri parcalamalari
ve lokal oksijen yogunlugunu azaltmalar suretiyle sekillenmektedir (Cheeseman ve

Slater 1993).

Her antioksidan farkli serbest radikale etkilidir ve antioksidanlar kombine
edildiklerinde birbirlerini tamamlayici etki gosterirler (Vishwanath ve Sahannon

1997, Upreti ve ark 1997).

Antioksidatif savunma mekanizmalari; A, E, C vitaminleri, [B-karoten,
indirgenmis glutatyon (GSH) gibi baz1 vitamin ve kimyasal maddeler ile cesitli
antioksidan ve enzimlerden olusur. E vitamini, yapisindaki fenolik hidroksil
grubundan dolay1 giiclii bir antioksidan 6zellik gosterir. Zincir kirict antioksidatif
etkinligi ile membran fosfolipitlerinde bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerini
(PUFA) serbest radikal hasarindan koruyan ilk savunma hattini olusturur (Aydilek ve
Aksakal 2003). Vitamin E’nin en Onemli fonksiyonlarindan birisi intraselliiler
antioksidan olarak islev gormesidir. Hiicre zarlarindaki doymamis bag tasiyan
lipitlerin oksidasyonunu 6nleyerek zar yapisinin bozulmasini engeller. Ayn1 zamanda
metabolik reaksiyonlar esnasinda meydana gelen ve oldukga zararli olan serbest
radikalleri notralize ederek toksik etkilerini Onler. Bir molekiil Vit. E, 100 molekiil
doymamis yag asidinin peroksidasyonunu onleyebilmektedir (Bagpinar ve Kurtoglu

2003).

En onemli antioksidan enzimler; siiperoksit anyonunu H>O,’ye doniistiiren
siiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve H;0O,’yi suya indirgeyen katalazdir (Guemouri ve ark
1991).

1.6. Antioksidanlarin Simflandirilmasi

Antioksidanlar genel olarak primer ve sekonder (antioksidan sinerjistleri)

olmak {iizere iki sekilde siniflandirilirlar.
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1.6.1.Primer antioksidanlar

Birincil ya da diger adiyla zincir parcalayan antioksidanlar; lipid radikalleri
ile ortamdaki oksijeni kullanarak daha kararli bir iiriin olusumunu saglamaktadirlar.
Bu bilesenler, fenolik yapida olup, serbest radikal zincirlerinin lipid oksidasyonunu
engellemektedirler. Dogal ve sentetik tokoferoller, alkil galatlar, BHA, BHT, tersiyer
biitil hidrokinon bu gruba bagli olarak fonksiyon gostermektedirler (Djarmati ve ark

1991).

Saglikli dokuda oksijen, atmosfere gore daha diisiik oranda oldugundan
biyolojik dokularda oksijen basinci Onemlidir. Cogu gida antioksidanlarn lipid
otooksidanlarin1 engellemektedirler. Ayrica fenolik antioksidanlar, indiiksiyon
periyot siiresinin uzamasinda etkilidirler. Yag icerisine katilmalar1 durumunda,

biiylik oranda bozunmay1 geciktirirler (Cuvelier 1994).

Otooksidasyon reaksiyonlart iizerinde antioksidan konsantrasyonlarinin etkisi
pek cok faktore baghidir. Bunlar arasinda antioksidanlarin yapisi, oksidasyon
kosullari, oksidasyona ugramis yapidaki degisimler sayilabilir. Fenolik
antioksidanlarin, antioksidan aktivitesi yiiksek konsantrasyonlarda etkinligini
yitirmektedir. Bunlar prooksidant yapt kazamirlar. Bu durum asagidaki
reaksiyonlarda agiklanmaktadir:

AH + O, —A + HOO
AH + ROOH —RO + H,O + A
Endo (1985), klorofilin karanlikta antioksidan etkisini bu mekanizma ile

aciklamaya caligmstir.

1.6.2. Sekonder antioksidanlar

Sekonder antioksidanlar diger ad1 ile antioksidan sinerjistleri, ortamda primer
antioksidanlar bulunmadig1 durumda aktivite gosteremezken tersi durumda lipidlerin
otooksidasyon reaksiyonunu geciktiren, otooksidasyon zincirinin, serbest
radikallerden kararli tiirlere doniisiimiinii saglayan bilesikler haline doniisiirler.
Bunlar, metal iyonlar1 ile reaksiyon sonucunda etkili hale gelmektedirler. indirgen
ajanlardan askorbik asit, ortamda tokoferollerin ya da diger fenolik maddelerin

bulunmasi ile sinerjist etki gosterebilmektedir (Ozdalyan 1998).
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Selat yapici ajanlar

Bunlar, prooksidan ortamdaki, metal iyonlarini baglayarak, hidroperoksitlerin
bozunmasi sonucunda radikal olmayan tiirlerin elde edilmesini icerirler. Gida
lipidleri genellikle iz miktarda metal iyonlar1 icermektedir. Iyonlar ortamda enzimler
ya da bunlarin bozunma iiriinlerinin bulunusu ile artmaktadir. Metal iyonlari,
rafinasyon ekipmanlarinda, metal kaplarda ya da hidrojenasyon siireclerinde yogun
olarak bulunmaktadir. C)megin sitrik asit, amino asit, etilen diamin tetra asetikasit
(EDTA) bunlar arasinda sayilabilir. Metalik iyonlarla, ornegin bakir ve demir
katalitik olaylarda lipid oksidasyonunu hizlandirirlar. Kelatlar bazen sinerjist etki
gosterebilirler. Bunlar genellikle fenolik antioksidanlarin aktivitesini desteklerler.

Ayrica bunlardan bazilar1 prooksidan aktiviteye sahiptirler (Rossel 1983).

Oksijen tutucu ajanlar

UV radyasyonunu absorplayarak ya da tekli oksijeni kullanarak aktivite
gosterirler. Bu gruba ornek olarak verilen askorbik asit (vitamin C), askorbil
palmitat, izo askorbik asit ve sodyum tuzlar1 yag iceren gidalarda stabiliteyi
saglamak amaciyla kullanilirlar. Askorbil palmitatin % 0.01 oraninda katilmasi
bitkisel yaglardaki acilig1 giderme yoniinden BHA ve BHT’ den cok daha etkilidir.
Oksijen tutucu oOzellikteki askorbik asitin aktivitesi, siselenmis ve kutulanmig
tiriinlerde etkilidir. Ancak yagh gidalarda kullanimi 6nerilen askorbil palmitat, yag
fazinda ¢oOziinirligti arttinic1 etkisi nedeniyle kullanilmaktadir (Cuvelier ve ark

1992).
1.7. Antioksidanlarin Sperma Dondurulmasindaki Etkileri

Dondurulmus/cozdiiriilmiis spermatozoanin kolay lipit peroksidasyonuna
ugramas1 ve membranlarin biiyiik oranda lipit icermesi gelisen peroksidatif hasara
ve sperm disfonksiyonlarina karsi etkili antioksidan sistemlerinin arastirilmasina

yol agmistir (Alvarez ve Storey 1983a, Bilodeu ve ark 2000).

Memeli hayvanlarin viicut sivilann ve reprodiiktif dokularinda yiiksek
oranlarda bulunan antioksidan maddeler, eksojen olarak sperma sulandiricilarina
katildiginda spermadaki serbest radikallerin neden oldugu hiicre membranlarindaki

yag asitleri ve fosfolipitlerin peroksidasyonunu minimuma indirmektedir. Boylece
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lipit peroksidasyonunun spermatozoon akrozomunda neden oldugu hasar
azaltilabilmekte ve dolayisiyla elde edilen dol verimi Onemli Olciide
yiikseltilebilmektedir (Aitken ve ark 1989, Beconi ve ark 1991, Vishwanath ve
Sahannon 1997, Donnelly ve ark 2000).

Kog¢ spermatozoasi diger tiirlere gore daha yiiksek oranda lipit icermektedir.
Bu durum donma esnasinda meydana gelen oksidatif strese duyarliligl artirmakta,
spermatozoon plazma membran hasarlarina, motilite kaybina, akrozom biitiinliigiiniin
bozulmasina ve fertilite kayiplarina yol agmaktadir. Son yillarda dogal olarak
epididymis ve seminal plazmanin yapisinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan
inositol, taurin, hipotaurin, askorbik asit, desferal, prolin, alfa-tokoferol, BHT, SOD,
katalaz gibi maddelerin antioksidan Ozelliklerinden faydalanma yoluna gidilmistir
(Pomares ve ark 1994). Antioksidan 6zelligi olan maddeler in vitro kosullarda kog
spermasinin  kisa ve uzun siireli saklanmasinda lipid peroksidasyona Kkarsi
spermatozoon motilitesini ve spermatozoanin membran biitiinliiglinii korumaktadir

(Dziuk ve ark 1972).

Seminal plazma, icerdigi antioksidan etkili maddeler ile spermatozoonlari
oksidatif strese karsi korur. Spermatozoonun DNA’s1 ise oksidatif strese karsi
kendisinin giiclii yapist ve seminal plazmada bulunan antioksidan maddeler

tarafindan korunmaktadir ( Saleh ve Agarwal 2002).

Bir¢ok arastirici cesitli antioksidanlar1 kullanarak farkli yontemlerle kog

spermasini kisa siireli saklamislar ve dondurmuslardir.

Dondurulmus ko¢ spermasindan dol verimini artirmak amaciyla 6zellikle
dondurma asamasinda spermaya antioksidanlar, vitaminler ve hormonlar
katilmaktadir. Vit. E'nin ko¢ spermatozoonlarinin membran biitiinliigiinii koruyarak
ve membran dayanikliligini artirarak akrozom bozukluklarinin olusmasini 6nledigi
ve bu nedenle Vit E katilarak dondurulmus kog¢ spermalartyla daha iyi d6l verimi
saglandig1 belirtilmistir ( Gokgen ve ark 1985). Ayrica, Vit E’nin bulundugu ortamda
peroksitlerin yikimlandig1 ya da iiretimlerinin azaldig1 ve oksidasyonun yavasladigi

bildirilmektedir (Tiimen ve ark 1991).
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Sanchez-Partida ve ark (1997), ko¢ spermasinin dondurulmasinda 100 mM ve
tizeri konsantrasyonlarda kullanilan taurinin daha diisiik dozlarinin tersine

spermatozoa motilitesini 6nemli dl¢iide diisiirdiigiinii bildirmislerdir.

Gokgen ve ark (1985), koglarda ejakiilatin bir boliimiine PGF,a, bir boliimiine
Vit E katmiglar ve bir bolimiinii ise kontrol olarak birakmiglardir. Spermayi
dondurup ¢ozdiirdiiklerinde, ¢ozdiirme sonrasit akrozom bozuklugu oraminin Vit E

katilan grupta diger gruplara gore dnemli derecede diisiik oldugunu belirtmislerdir.

Uysal ve Bucak (2007)’1n kog¢ spermasint 5 mM, 10 mM ve 20 mM sistein
ekledikleri ve sisteinsiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklar1 ¢alismadan
elde ettikleri spermatozoa motilitesi, 10 mM sistein iceren sulandirici grubu harig

paralellik gostermektedir.

Sarlos ve ark (2002), ko¢ spermasina antioksidan kattiklar1 ¢calismalarinda 48.
saate kadar antioksidanin koruyucu etkili oldugunu, bu saatten sonra ise motilitede

belirgin bir diisiis goriildiigiinii bildirmektedirler.

Uysal ve ark (2007) farkli antioksidanlar eklenmis sulandiriciyla boga
spermasini dondurmuslar ve hyaluronik asit ve sistein eklenmis gruplarda anormal

spermatozoa oranlarini sirasiyla % 8.1 ve % 11 olarak tespit etmislerdir.

Bucak ve ark (2007), ko¢ spermasini kisa siireli sakladiklar1 bir ¢calismada,
hipoozmotik sigme testi (HOS-test) yoniiyle degerlendirmisler ve saklamanin 24.
saatinde taurin (50 mM), glutatyon (5 mM), trehaloz (50 mM) gruplarinin, 24. ve 30.
saatte ise sadece trehaloz (50 mM) iceren grubun (%60.0£1.2 ve %58.1£1.8), diger
gruplara gore Onemli oranda spermatozoon plazma membran biitiinligiini

sagladigin belirtmisglerdir.

Pomares ve ark (1994) yaptiklarn calismalarinda, sperma sulandiricisina
glutatyon peroksidaz katarak dondurduklan kog¢ spermasinda ¢6ziim sonrasi akrozom

bozukluklarinin azaldigini tespit etmislerdir.

Uysal ve ark (2000), farkli antioksidanlarla dondurduklar1 ko¢ spermalarindan
¢Ozdiirme sonrasi en yiiksek spermatozoa motilitesini (%62.83) ve en diisiik anormal

spermatozoa orani (%15.83) ile 6lii spermatozoa oranini (%32.77) 50 mM taurin
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bulunduran Hepes sulandiricisiyla elde etmislerdir. Yine Uysal ve ark (2000), 10 mM
Vitamin C veya 50 mM taurin iceren Tris ve Hepes sulandiricilariyla dondurduklari
Akkaraman ki koglardan ¢6zdiirme sonrasi en iyi sonuglar1 hepes+taurinle elde

etmislerdir.

Maxwell ve Stojanov (1996), ko¢ spermasina kattiklart SOD, katalaz,
sitokrom-c ve glutatyon peroksidazin spermatozoa motilitesinde zamana bagl olarak

sekillenen diisiisti azalttigini ve akrozom biitiinliigiinii korudugunu bildirmislerdir.

Tekin ve ark (2006), ko¢ spermasin1 20, 50 ve 80 mM taurin igeren ve taurin
icermeyen (kontrol) tris sulandiricisiyla sulandirmiglar ve dondurma-¢ozdiirme
sonrasi spermatozoa motilitesini sirasiyla % 38.7, 31.1, 26.5 ve 34.4 ve anormal

spermatozoa oranini % 18.7, 18.4, 17.0 ve 19.0 olarak bulmuslardir.

Coyan ve ark (2010), yaptiklar1 bir c¢alismada koc¢ spermasini tris
sulandiricistyla sulandirarak metiyonin (1,2,4 mM) iceren gruplar + 5 °C’de 24, 48
ve 72 saat siireyle ekilibre etmisler ve 1 mM metiyoninin (%77 + 1.2) 72 saat

sonunda motilite oram verdigini vurgulamislardir.

Berlinguer ve ark (2007), ko¢ spermasina trehaloz katarak sulandirmiglar ve
muhafaza siiresi boyunca yaptiklar1 kontrollerde antioksidanlarin spermatozoon

canliligi iizerine olumlu etkisi oldugunu saptamiglardir.

Atessahin ve ark (2008) Ankara teke spermasini 5 mM, 10 mM ve 15 mM
sistein ekledikleri ve sisteinsiz tris (kontrol) sulandiricilariyla dondurduklarn
calismadan elde ettikleri akrozoma bagli anormal spermatozoa oranlarini sirastyla %

9, % 9.5, % 6.6 ve % 8.7 olarak bulmuslardir.

Bucak ve Uysal (2008) Saanen teke spermasini 5 mM sistein, 25 mM taurin,
50 mM trehaloz katilan ve antioksidan kullanilmayan tris kontrol grubu
sulandiricilariyla dondurduklan spermalardan ¢ozdiirme sonrasi sirasiyla % 64, %

46, % 54, % 53’liik motilite elde etmislerdir.

Sanchez-Partida ve ark (1997), yaptiklar1 bir calismada ko¢ spermasinda
¢Ozdiirme sonras1 spermatozoa motilitesini, 50 mM taurin katilmis % 3-5 gliserol

bulunduran Tris sulandiricisiyla % 60’ 1n iizerinde bulduklarinmi belirlemislerdir.
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Pena ve ark (2004) sperma sulandiricilarina hyaluronik asit katilmasinin
motilite kaybin1 azaltti§i ve spermatozoon membran biitiinligiini daha iyi
korudugunu saptamiglardir. Mara ve ark. (2007) teke spermasim yagsiz siit tozu,
tempol ve tempol+hyaluronik asit sulandiricilar1 kullanarak 4°C ‘de 24 saat kisa
sireli olarak saklamislar ve hyaluronik asit eklenmis sulandirici grubunun

spermatozoa motilitesini daha iyi korudugunu bildirmislerdir

1.7.1. Curcumin, Ellagik asit ve Metiyoninin Antioksidatif Etkinligi

Curcumin, polifenolik yapida olup igerigindeki hidroksil gruplar antioksidan
ozellik kazandirmaktadir (Gupta ve ark 2009). Curcumin serbest radikalleri tutarak
DNA’y1 oksidatif hasardan korur (Ahsan ve ark 1999). Radyasyona kars1 koruyucu
etkisi, antioksidan oOzelliginden kaynaklanmaktadir. Radyasyon hasarinda ortaya

cikan serbest radikalleri baglar (Sreejayan ve ark 1997).

Curcuminin hidroksi ve azotdioksit radikalleri iceren farkli reaktif oksijen
tiirlerini giderdigi belirtilmistir. Aym1 zamanda farkli hayvan modellerinde de lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi goriilmiistiir (Reddy ve Lokesh 1994, Sreejayan ve
Rao 1994, Unnikrishnan ve Rao 1995).

Curcuminin kuvvetli bir antioksidan oldugu kadar antiviral, antikarsinojen,
antimikrobiyal, antiparaziter, yangi giderici, kolesterolii diisiiriicii etkisi ve immun
sistemi destekleyici etkisi oldugu goriilmiistiir. Ayrica curcuminin GST ad1 verilen
kanserojen maddelerin viicuttan atilmasinda gorev alan ve DNA zararina karsi
dokular1 korudugu diisiiniilen enzimi faaliyete gecirdigi bildirilmektedir (Sharma ve

ark 2001, Koo ve ark 2004).

Bucak ve ark (2010a) yaptiklar1 bir caligmada Ankara kecisi spermasini
curcumin (2.5, 5, 10 mM), inositol (2.5, 5, 10 mM), karnitin (2.5, 5, 10 mM) iceren
ve antioksidan i¢cermeyen tris sulandiricisiyla sulandirmislar ve dondurma-¢ézdiirme
sonrasi 2.5 mM curcuminin % 6543 motilite verdigini gérmiisler ve kontrol, inositol
(2.5, 5, 10 mM) ve 10 mM Kkarnitine gore anlamli oranda yiiksek sonug¢ verdigini

kaydetmislerdir.
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Sisteinle birlikte standart 20 aminoasit arasinda siilfiir atomu igeren
aminoasitlerden bir digeri de metiyonindir. Metiyonin tiirevi olan S-adenozil
metiyonin, enzimatik reaksiyonlarda metil grubu vericisidir. Metiyonin,
transsiilfiirasyon reaksiyonlarindaki katkisiyla sistein, karnitin ve taurin sentezinde
rol alir. Ayrica fosfatidilkolin ve diger fosfolipidlerin sentezinde de kullanilir.
Metiyoninin viicutta yanlis doniisiimii ateroskleroza yol agabilir. Standart genetik
kodda sadece bir kodona sahip olan iki aminoasitten biri metiyonin (AUG), digeri ise
triptofandir (UGG). Metiyonin kodonunun diger bir o6zelligi, ribozomlarin
mRNA'dan protein sentezleme islemine baglayabilmeleri icin baslangi¢c sinyalini

tasimasidir (Kahraman 2008).

Metiyonin hiicreleri oksidatif hasardan korur ve detoksifikasyonda 6nemli bir
rol oynayarak selatlann dokulardan uzaklastinr (Patra ve ark 2001). Ayrica
metiyoninin 6nemli bir etkisi de serbest oksijen radikallerinin rediiksiyonunda

onemli bir rol oynamasidir (Liu ve ark 2008).

Tuncer ve ark (2010), Angora tekesi spermasini rafinoz (2.5, 5, 10 mM) ve
metiyonin (2.5, 5, 10 mM) iceren ve antioksidan icermeyen tris sulandiricisiyla
sulandirmiglar ve dondurma-c¢ozdiirme sonrasi 2.5 mM ve 5 mM metiyoninin
ozellikle kontrole gore sirasiyla % 63,6 = 7 ve 63,4 + 3.1 motilite oranlariyla yiiksek

bulmuslardir.

Coyan ve ark (2010) yaptiklan bir calismada kog¢ spermasimi tris
sulandiricistyla sulandirarak metiyonin (1,2,4 mM), ditiyoeritritol (0.5, 1, 2 mM) ve
kontrol i¢eren gruplar1 + 5 °C’de 24, 48 ve 72 saat siireyle ekilibre etmisler ve 1 mM
metiyoninin (%77 + 1.2) 72 saat sonunda kontrol grubuna (%66 + 4.9) gére anlaml

oranda yiiksek motilite oran1 bulmuslardir.

Dogal bitki fenolii iceren ellagik asit ise kuvvetli bir antioksidan olup aym
zamanda antimutajenik ve antikarsinojenik ozellikler igerir. Ozellikle pankreatik
kanser hiicrelerinde iiremeyi baskilayic1 ve apoptozisi indiikleyici etkisi vardir

(Edderkaoui ve ark 2008).

Yapilan bir calismada ellagik asit ve quersetin gibi fenolik maddelerin
farelerin akcigerlerinde antikarsinojenik etki gosterdigi belirtilmistir (Khanduja ve

ark 1999).

17



Yapilan bagka bir calismada ise ratlarin karaciger dokusunda mikrosomal
proteinlere baglanan ellagik asitin lipid peroksidasyonunu engelledigi bildirilmistir

(Priyadarsini ve ark 2002).

Ozkaya ve ark (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada ellagik asitin, aliiminyum
kloriir (AICl3)‘lin ratlarin karacigerinde olusturdugu oksidatif stresi azalttigi,
glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) aktivitelerini ise

artirdig1 vurgulanmastir.

Tiirk ve ark (2008), ratlarda yaptiklar bir ¢calismada ellagik asitin epididimal
sperm yogunlugunu ve sperm motilitesini artirdigin1 ve anormal sperm oranlarinda

artisa sebep olan cisplatinin etkinligini azalttigim belirtmislerdir.

Benzer bir caligmada da Ceribasi ve ark (2011), ratlarda adriamisinin
epididimal sperm parametreleri iizerine gosterdigi olumsuz etkilere ve testislerde
olusturdugu lipid peroksidasyon ve apoptozise karsi ellagik asitin koruyucu etki

gosterdigini vurgulamislardir.
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2. GEREC VE YONTEM
2.1. Gerec

Calismada 2-5 yash 4 bas ergin Konya-Merinos kogtan alinan ejakiilatlar
kullanildi. Koglarin bakim ve beslemesi Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi

Arastirma ve Uygulama Ciftliginde standart yetistirme kosullarinda yapildi.

2.2. Yontem

Ejakiilatlar, asim sezonunda (sonbahar) ve asim sezon disinda (ilkbahar) suni
vajen yardimiyla haftada iki kez, 4 hafta siiresince alindi. Alinan ejakiilatlardan
uygun Ozellik (sperma yogunlugu >3%10° spermatozoa/ml; motilite >% 80)
gosterenler pooling yapilarak spermanin sulandirilmasi ve dondurulmasi isleminde

kullanildi.

Spermalarin sulandirilmasinda temel Tris sulandiricisina (297.58 mM tris,
96.32 mM sitrik asit, 82.66 mM fruktoz) %15 yumurta sarisi, gliserol %35, penisilin
500 IU/ml, streptomisin 500 IU/ml ilave edildi. Hazirlanan sulandiricinin pH’s1 6,8-
7,0 olarak ayarlandi. Pooling yapilan ejakiilatlar 32°C’ta 10 esit hacme boliinerek
curcumin (1 mM, 2 mM, 4 mM), ellagik asit (I mM, 2 mM, 4 mM), methionin (1
mM, 2 mM, 4 mM) iceren ve antioksidan icermeyen (kontrol) Tris sulandiricisiyla
ml’de yaklagik 4x10® spermatozoa olacak sekilde sulandirildi. Sulandirma islemini
takiben sperma numuneleri 10 dakika oda 1sisinda tutuldu. Ardindan 0.25 ml’lik
payetlere cekilerek yaklasik 120-150 dakika +5°C’ta ekilibrasyona birakildi ve
ekilibrasyonu izleyen siiregte sivi azot buharinda (~-120°C) 10 dakika dondurularak
-196°C’taki siv1 azotta saklandi. Calisma asim sezonunda 8, asim sezonu disinda 8,

toplamda 16 replikasyondan olustu.

Calismada antioksidan iceren ve icermeyen sperma numuneleri, sulandirma,
ekilibrasyon ve dondurma/¢ozdiirme sonrasi spermatolojik muayenelerden
spermatozoa motilitesi, anormal spermatozoa orant ve hipoozmotik sisme testi
(HOST) yoniiyle degerlendirildi. Spermalar en az 48 saat sivi azotta bekletilen

payetlerin 37°C’ta 30 saniye bekletilmesiyle ¢ozdiiriildii.

Spermatozoa motilitesi 37°C’ta 1sitma tablali faz kontrast mikroskobun 400x
biiylitmesinde lam-lamel arasina alman bir damla sperma numunesinde en az 3

mikroskop sahasina bakildi, sahalardaki motilite degerlerinin ortalamas1 % motilite
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oran1 olarak kaydedildi. Anormal spermatozoa oran1 Hancock sivisina alinan sperma
numunesinin faz kontrast mikroskopun immersiyon objektifinde lam-lamel arasina
alman bir damlasinda spermatozoa bas, akrozom ve kuyruk anomalilerinin % olarak
tespit edilmesiyle belirlendi. Plazma membraninin fonksiyonel biitiinliigliniin
belirlenmesi icin HOS-test uygulandi. HOS-test, 100 mOsM hipoozmotik sivinin 300
ul’sinin 30 pl sperma numunesiyle karigtirilarak 37°C’ta bir saat bekletilmesiyle
yapildi. Bu karisimdan yapilan frotide faz kontrast mikroskopun 400x biiyiitmesinde
toplam 400 spermatozoa sayildi, bunlardan kivrik ve sismis kuyruga sahip olanlar %

olarak ifade edildi.
2.2.1. istatistiki Hesaplamalar

Istatistik analizlerde farkli gruplarin Karsilastirilmasinda varyans analizi,
aralarinda 6nemli farklilik bulunan ikiden fazla grubu karsilastirmak icin de Post Hoc
Tukey HSD testi uygulandi. Istatistik programi olarak SPSS 15.0 for Windows
Evaluation Version kullanildi. Farkliligin P<0.05 diizeyde olmasi onemli kabul

edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Sperma Numunelerinde Sezon ici Sulandirma Sonu Bulgular

Elde edilen bulgular Cizelge 1.1.’de verildi. Motilite bulgular1 agisindan
antioksidan iceren gruplar kontrol grubuna gore belirgin bir {istiinliikk sagladi
(P<0.05). Anormal spermatozoa oranlar1 degerlendirildiginde bas ve akrozom
disindaki diger bolgeler acisindan C 4 mM (10,1 +0.6), kontrol(12,6 +0.9) grubuna
gore koruma gosterdi (P<0.05). Gruplar arasinda HOST, anormal bas ve anormal

akrozom diizeyleri yoniinden onemli bir fark goriilmedi (P>0.05).

Cizelge 1.1. :Sezon i¢i sulandirma sonrasina ait spermatolojik parametreler (xxSEM)

Sezon ici Sulandirma Sonu Parametreler

Gruplar Motilite % | Host % Anormal Spermatozoa Oram1 %
Bas Akrozom Diger
Kontrol 75,0£0,0° | 68.1+25 25+09 1.3+£0.5 126+09°

Metiyonin | mM | 83.1£25° | 66.8+3.7 |3.0%0.5 1204 11.7+1.9®

Metiyonin2mM | 793+49° | 65.0£26 |28%0.6 1.6£05 11.8413%

Metiyonin4 mM | 793 +62° | 668%3.7 | 3.0£0.5 20+05 105+15°

Curcumin 1mM 82,5+37% | 65.6+4.1 25+£0.7 1.5+£05 11.5+1.6%

Curcumin 2 mM | 81,8 +53" | 66.8+3.7 22+0.8 1.6 £0.7 11.7+1.6%®

Curcumin4mM | 81,8+25° | 66.2+35 [23+05 1507 10.1£06°

Ellagikasit ImM | 80,6 £5,6% | 66.8 3.7 20+09 1.2+04 11.8+£09®

Ellagikasit2 mM | 82,5+2,6" | 68.7 £2.3 20+09 1.5+£0.5 10.8+1.2%

Ellagikasit 4 mM | 81,8 £4,5" | 67.5+2.6 26+0.7 1.6 £0.7 105£09™

P * - - - *

a-b: Ayni siitundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir
(*: P<0.05).

-: Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

3.2. Sperma Numunelerinde Sezon ici Ekilibrasyon Sonu Bulgular
Elde edilen bulgular Cizelge 1.2.’de verildi. HOST degerleri agisindan M 2
mM ( 65,0 £2.6), kontrol (58,1 +3.7)’e gore daha yiiksek membran koruyucu etkinlik
sagladi (P<0.05). Anormal bas oranlari agisindan E 1 mM ( 2,1 +0.8), kontrol ( 3,2
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+0.4) grubuna nazaran diisiikk deger gosterirken (P<0.05) , diger gruplar arasindaki
farklihik ©nemsizdi. (P>0.05). Motilite, anormal akrozom ve diger bolgelerdeki

anomali oranlar1 gruplar arasinda bir farklilik gdstermedi (P>0.05).

Cizelge 1.2.:Sezon i¢i ekilibrasyon sonrasina ait spermatolojik parametreler(x+SEM)

Sezon ici Ekilibrasyon Sonu Parametreler
Gruplar Motilite % Host % Anormal Spermatozoa Oram1 %
Bas AKkrozom Diger

Kontrol 78.1+5.3 58.1+3.7° 32+04° 2.2+0.4 12.8 +1.1
Metiyonin 1 mM | 75.6 £ 4.1 61.8+2.5% 3.1+03% 2.0 +0.7 12.8 +1.1
Metiyonin2mM | 70.0 84 | 65.0+2.6° 3.0+0.5% 2.2+0.7 12.7 +0.8
Metiyonin 4 mM | 70.0 £10.3 | 60.6 +4.1° 26+07%® 2.7 +0.4 11.7 +£1.0
Curcumin 1 mM 73.7+7.4 60.0 3.7 ® 26+0.5%® 2.140.6 122+1.2
Curcumin 2 mM 75.0+7.0 | 61.2+35% 25+07%® 25405 12.0+1.6
Curcumin 4 mM 72.5+8.4 612+35% 23+0.5% 23405 11.2 +0.7
Ellagik asit I mM | 72.5+5.9 61.8+3.7% 2.1+0.8° 22404 12.8 0.9
Ellagik asit2 mM | 73.7 + 6.4 62.5+£2.6% 25+05% 2.0+0.7 12.0 0.7
Ellagik asit 4 mM | 73.7 5.1 61.842.5% 27+£07% 22404 11.6 £0.5
p - * * - -

a-b: Ayn siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar onemlidir
(*: P<0.05).

-2 Gruplar aras1 farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

3.3. Sperma Numunelerinde Sezon i¢ci Dondurma-Cozdiirme Sonu Bulgular

Elde edilen bulgular Cizelge 1.3.’de verildi. HOST ve anormal akrozom
diizeyleri gruplar arasinda anlamh bir fark gostermedi (P>0.05). Motilite oranlarina
bakildiginda kontrol (45,0 £5,9) grubu, antioksidan gruplarina gore daha diisiik
spermatozoa motilitesi oran1 verdi. Anormal bas oram acisindan E 1 mM (2,3 £0.9),
kontrol (3,6 +0.9)’e gore daha diisiikk deger gosterdi (P<0.05). Ayrica bas ve
akrozom disindaki diger bolgeler agisindan anormal spermatozoa diizeyleri i¢in C 4
mM (12,2 £+0.4) ve E 4 mM (12,2 +0.7) gruplarinin, kontrol (13,7 £1.0) ve M 1 mM
(13,8 £0.8) ‘a gore onemli dl¢iide koruma sagladig: belirlendi (P<0.05).
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Cizelge 1.3. : Sezon i¢i dondurma-¢ozdiirme sonrasina ait spermatolojik parametreler

(x+SEM)
Sezon Ici Dondurma- Cézdiirme Sonu Parametreler
Gruplar Motilite % Host % Anormal Spermatozoa Oram %
Bas Akrozom Diger
Kontrol 450+59° [525+2.6 3.6+09° 25405 [13.7+1.0°
Metiyonin I mM | 58.7+8.7% [ 543+32 3.1£03% 27+04 [13.8+08°
Metiyonin2mM [ 51.2+9.1* |[51.8+25 33+£0.5%° 3.0£07 [ 13.6+1.1°%
Metiyonin4 mM | 53.1+122° | 51.8+3.7 32+£0.7%° 31£0.6 |[13.5+07%
Curcumin I mM | 53.7+7.4* |51.8+45 28+0.6" 3.0£05 [ 13.0+1.0%
Curcumin2mM | 55.0+3.7" |[51.8+25 26+07% 33+0.5 [13.5+£09%
Curcumin4 mM [ 50.6+4.9* [525£26 28+0.6" 31£0.6 | 122+04°
Ellagik asit | mM | 543+5.6° | 525426 23+£09° 32407 [13.6£09%
Ellagik asit2mM | 56.2+83" | 537435 3.0+0.7% 27+1.1 [133£07%
Ellagik asit4 mM | 54.3 £82* | 525£2.6 28+08" 32404 [ 122+07°
D % - m - m

a-b: Ayni siitundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (*: P<0.05).

-2 Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

3.4. Sperma Numunelerinde Sezon Dis1 Sulandirma Sonu Bulgular

Elde edilen bulgular Cizelge 2.1.’de verildi. Motilite bulgular1 kontrol (61,8
+7.0) grubuna gore M 1 mM (70,0 £5.3), M 2 mM (72,5 £2.6), M 4 mM (75,0 £2.6),
C ImM (71,8 £5.3), C4 mM (70,0 £3.7), E 2 mM (70,6 +3.2), E 4 mM (71,2 £6.4)
gruplarinda daha yiiksek sonug verdi (P<0.05). HOST degerlerine bakildiginda M 2
mM (64,3 £1.7 ), C 2 mM (58,1 £2.5) ve kontrol (56,8 £3.7) gruplarina nazaran daha
iyi membran koruyucu etkinlik sagladi (P<0.05). Ancak diger gruplar arasinda
istatistiksel acidan anlamli bir fark goriilmedi (P>0.05). Anormal bas oranlar
incelendiginde M 4 mM (2,5 £0.5), kontrol (3,5 £0.5) grubuna gore diisiik oran
verirken (P<0.05), diger gruplar i¢cin onemli bir fark goriilmedi (P>0.05). Anormal
akrozom oranlart gruplar arasinda bir farklilik gostermezken bas ve akrozom
disindaki diger bolgelerdeki anormal spermatozoa oranlarinda C 4 mM (15,6 £1.0),

C2mM (17,3 £0.7) ve kontrol (17,5 £0.5) gruplarina gore diisiik sonug verdi.
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Cizelge 2.1.:Sezon dis1 sulandirma sonrasina ait spermatolojik parametreler

(xxSEM)
Sezon Dis1 Sulandirma Sonu Parametreler
Gruplar Motilite % Host % Anormal Spermatozoa Oram %
Bas AKkrozom Diger
Kontrol 61.8+7.0°¢ 56.8+3.7° 35+£05° 3.0+£0.5 17.5+05°

Metiyonin 1 mM | 70.0 + 5.3 ® 61.8+3.7" |27+07" |25£0.7 16.0 1.3

Metiyonin2mM | 72.5+2.6™ 64.3+1.7° 27+07® [26£05 15.8+0.8"

Metiyonin 4 mM | 75.0+2.6° 61825 [25+05° [22+07 15.8+1.2"

Curcumin 1 mM 71.8+53% 61.8+37%® [28+06™ [26+0.9 16.7+1.2%

Curcumin 2 mM 68.1+3.7"™ 58.1+25° [27+07%® [26+05 17.3+07%®

Curcumin 4 mM 70.0 £3.7% 612+35® [27+04%™ [23+0.7 15.6+1.0¢

Ellagikasit 1 mM | 6.2 + 3.5 593+32% [28%06™ |28+03 16305

Ellagikasit2mM | 79g+32%® | 59.3£32% [27+04® |23£05 17.0£0.7 ™

Ellagikasit 4 mM | 71.2+6.4% 60.0£3.7" [3.0£00" |25+05 17.0£0.7 "

* * * *
|y

a-b-c: Ayni siitundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir
(*: P<0.05).

-: Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

3.5. Sperma Numunelerinde Sezon Dis1 EKilibrasyon Sonu Bulgular

Elde edilen bulgular Cizelge 2.2.’de verildi. Motilite degerleri yOniinden
kontrol (46,2 £2.3); M 1 mM (58,1 £5.9), M 2 mM (58,7 £3.5), M 4 mM (62,5 +5.3),
C ImM (59,3 £7.7), C 4 mM (56,2 £3.5), E 2 mM (55,6 +4.9) gruplarina gére daha
diisiik spermatozoa motilitesi orant verdi (P<0.05). Ayrica M 4 mM (62,5 £5.3) ve C
1mM (59,3 £7.7) gruplan ile C 2 mM (50,6 £3.2) grubu arasinda istatistiksel acidan
fark gozlendi (P<0.05). HOST degerlerine bakildiginda M 4 mM ve C 1mM (55,0
+3.7) (56,8 +2.5) gruplari, kontrol (49,3 +4.9) grubuna gore daha iyi membran
koruyucu etkinlik saglarken (P<0.05), diger gruplar arasindaki farkliliklar 6nemsizdi
(P>0.05). Anormal spermatozoa oranlarinda bas ve akrozom anomalileri agisindan
gruplar arasinda o©nemli farkliliklar goriillmedi (P>0.05). Diger bolgelerdeki
anomaliler yoniinden C1 mM (16,3 +£0.7); E 4 mM(17,1 £0.8), E 2 mM(17,2 £0.4) ve
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E 1 mM (17,5 +0.7) gruplan hari¢ diger gruplara gore daha diisiik oran verdi

(P<0.05).

Cizelge 2.2.:Sezon dis1 ekilibrasyon sonrasina ait spermatolojik parametreler

(x+SEM)
Sezon Dis1 Ekilibrasyon Sonu Parametreler
Gruplar Motilite % Host % Anormal Spermatozoa Orani %
Bas Akrozom Diger
Kontrol 46.2+231° 493+49° [37+04 33+05 | 17.6+0.7°
Metiyonin 1 mM | 58.1 +5.9 525+46™ |[37+04 31406 |17.8+09°
Metiyonin 2 mM | 58.7 3.5 525426 |[3.1£03 3005 | 18.1+0.6°
Metiyonin 4 mM | 62.5+5.3° 56.8+25* |[3.0+0.0 31+0.6 | 17.8+0.6°
Curcumin I mM | 593+7.7%® 55.0+3.7* |32+04 28+0.6 | 163+0.7°
Curcumin 2 mM | 50.6 +3.2 51.8+25® [3.6+05 3305 | 17.8+£0.6°
Curcumin 4 mM | 56.2 +3.5™ 53.1+25% [3.6+05 31+0.6 | 17.8+08°
Ellagik asit 1 51.2+64° 51.8+25® |35+05 31+08 |[17.5+£07®
glll\:gik asit 2 55.6 4.9 ™ 525426 [33+£05 31+03 [ 17.2+04%
]r;lll\:gik asit 4 53.7 4.4 53.1+£25® [35+£05 31£0.6 | 17.1+£08%
mM
D ¥ ¥ . . ¥

a-b-c-d: Ayni siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir

(*: P<0.05).

-2 Gruplar aras1 farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

3.6. Sperma Numunelerinde Sezon Dis1 Dondurma-Coézdiirme Sonu Bulgular

Elde edilen bulgular Cizelge 2.3.’de verildi. Motilite bulgularinda M 4 mM (
43,1 £3.7), M 2 mM (45,6 £5.6), M 1 mM (44,3 £8.2) , C 4 mM ( 43,1 #4.5), C
ImM (40,0 £7.5), degerleri kontrol (29,3 +4.9)’e gore daha yiiksek spermatozoa
motilitesi oran1 verdi. (P<0.05). HOST degerleri incelendiginde C 4 mM (48,1 £2.5)
, kontrol (41,2 £3.5) ve E 4 mM (40,6 +4.1) gruplarina gore daha iyi membran
koruyucu etkinlik gosterdi (P<0.05). Diger gruplar arasinda HOST degerleri yoniiyle
anlamli bir fark goriilmedi (P>0.05). Anormal bas oranlarinda M 2 mM (3,0 +0.0)
degeri, kontrol (4,3 £0.5), C 2 mM (4,0 £0.5), E 1 mM (4,3 £0.5), E 2 mM (4,2 £0.4)
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ve E 4 mM (4,1 £0.8) degerlerine gore daha iyi koruma sagladi. Bas ve akrozom

disinda kalan bolgelerdeki anormal spermatozoa oranlarina bakildiginda, kontrol

(20,0 £1.3) grubu, M 1 mM (17,8 £1.1), M2 mM (17,6 £0.7) ve C4 mM (18,3 +1.1)

gruplarma gore daha yiiksek oran verdi (P<0.05).

Cizelge 2.3.:Sezon dis1 dondurma-¢6zdiirme sonrasina ait spermatolojik parametreler

(x+SEM)
Sezon Dis1 Dondurma-Cozdiirme Sonu Parametreler

Gruplar Motilite % Host % Anormal Spermatozoa Oram %

Bas Akrozom Diger
Kontrol 203+49° |[412+£35" 43+05° 3.7+0.4 200 £ 1.3°
Metiyonin | 443 +82% [47.5£53% 3.6£05% 3.6+0.5 178 1.1
1 mM
Metiyonin | 45.6+5.6° | 47.5£2.6% 3.0+£0.0° 3305 17.6 £0.7°¢
2 mM
Metiyonin | 43.1+3.7° | 46.8£4.5™ 35+05% 3.6+0.5 18.7 £0.7%
4 mM
Curcumin | 40.0£7.5% [ 45.0+3.7™ 38+0.6% 3.5+0.7 19.1 £0.6™
1 mM
Curcumin | 33.1£53" [425+2.6" 40+0.5° 3.840.3 19.1 £0.9%
2 mM
Curcumin | 43.1+4.5% [48.1+25" 37+07% 3.340.5 183 1.1
4 mM
Ellagik 36.2+6.4™ | 41.8+4.5% 43+05° 3.8 0.6 18.5+0.5%
asit 1 mM
Ellagik 38.7£4.4™ | 43.7+35% 42+04° 3.6+0.5 18.8 £0.8™
asit 2 mM
Ellagik 36.2+6.4™ | 40.6+4.1° 41+0.8° 4.0 0.5 193 £1.4%
asit 4 mM
p * * * _ *

a-b-c: Aym siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir

(*: P<0.05).

-2 Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05).
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4. TARTISMA

Kog¢ spermasinin basarili bir sekilde dondurularak tohumlamada kullanilmasi
entansif koyun yetistiriciligini ve 1slahim dogrudan etkilemektedir. Kog
spermatozoonu plazma membraninin doymamig yag asitlerinden zengin olmasi
nedeniyle reaktif oksijen tiirlerince olusturulan lipit peroksidasyonuna son derece
duyarlidir. Spermanin dondurulmasi, donma iglemi sirasinda gelisen soguk sokunu,
membran yapilarindaki faz degisimine bagli hasar1 ve oksidatif stresi dogurmakta,
gelisen oksidatif stres ve olusan sitotoksik aldehitler (malondialdehid vb.)
spermatozoon fonksiyonlariin hasar gérmesine neden olmaktadir (Aitken 1994). Bu
nedenle sperma sulandiricilarina katilan kriyoprotektif ve antioksidatif 6zellikli kimi
katki maddeleriyle ortamda gelisen soguk soku hasari minimize edilebilmektedir.
Antioksidan bilesiklerin ayn1 zamanda kriyoprotektan 6zelliklerinin de olmasi, bu
maddelerle dondurulan spermalardan daha iyi sonuglar alinmasini saglamaktadir

(Alvarez ve ark 1983, Kobayashi ve ark 1991, Bucak ve ark 2010b).

Sunulan tez calismasinda 1, 2 ve 4 mM dozlarinda sulandiriciya katilan
curcumin, ellagik asit ve metiyoninin sezon ici ve sezon dis1 sulandirma, ekilibrasyon
ve dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametrelerden motilite, HOST ve

anormal spermatozoa oranlar iizerine etkileri arastirildi.

Sperma numunesinde ileriye dogru diizgiin dogrusal hareket eden
spermatozoonlarin, hareketsiz veya diger hareket bicimi gosteren spermatozoonlara
orant motilite orami olarak tanmmlanmaktadir. Spermatozoonlarin disi genital
kanalinda ilerleyebilmeleri kuyruklarinin yapacagi kam¢i hareketlerine ve frekansina
baghdir (Coyan ve ark 2002). Motiliteyi regiile eden bir diger faktor ise cAMP’dir.
cAMP konsantrasyonunun artmasi, protein kinaz aktivasyonunu artirmakta ve bunun
sonucunda aksonem proteini fosforolize olarak spermatozoon motilitesinde artisa ve

hiperaktivasyona neden olmaktadir (Vitt 1997).

Sunulan tez calismas1 motilite bulgular1 yoniinden degerlendirildiginde, sezon
ici sulandirma sonrasinda kontrol grubu, diger gruplara gore daha diisiik oran verdi.

Sezon i¢i ekilibrasyon sonrasinda motilite oranlarinda gruplar arasinda onemli bir
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fark goriilmezken, sezon i¢i dondurma-c¢dzdiirme sonrasinda motilite orani, kontrol

grubunda diger gruplara oranla anlaml dl¢iide diisiik olarak belirlendi.

Sezon dis1 sulandirma sonrasinda motilite bulgular agisindan kontrol degeri;
Cl mM, C4 mM, M1 mM, M2 mM, M4 mM, E2 mM, E4 mM gruplarina oranla
anlaml 6l¢iide diisiik bulundu. Sezon dis1 ekilibrasyon sonrasinda motilite degerleri
yoniinden kontrol; C1 mM, C4 mM, M1 mM, M2 mM, M4 mM, E2 mM gruplarina
gore daha diisiik deger gosterdi. Sezon dist dondurma-cozdiirme sonrasinda ise
motilite bulgular1 acisindan C4 mM, C1 mM, M4 mM, M2 mM, M1 mM gruplan

kontrol grubuna gore anlamh diizeyde yiiksek bulundu.

Calismada sezon i¢i ve sezon dis1 sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma-
¢Ozdiirme sonunda antioksidanlarin etkilerinin farkli sonuglarla kendini gostermesi,

sezon i¢inde ve sezon disinda sperma bilesenlerindeki degisimlere baglanabilir.

Sunulan tez calismasinda spermatolojik parametreler iizerine etkinligi
degerlendirilen antioksidanlardan curcumin, polifenolik yapida dogal bir antioksidan
olarak apoptozisi Onleyici, yangi giderici, antitoksik ve antikanserojen etkilere
sahiptir (Surh ve ark 2001, Goa ve ark 2004). Curcumin, yiiksek kriyoprotektif ve
anioksidatif etkilerinden dolay1 cesitli hiicre sistemlerini soguk soku ve oksidatif
hasara karst korumaktadir (Abuarqoub ve ark 2007). Diger yandan curcuminin
hemoglobin molekiiliinii azotdioksit radikalleri iceren reaktif oksijen tiirlerine ve
ratlarin beyin ve karaciger hiicrelerini lipit peroksidasyonuna karst korudugu
vurgulanmistir (Sreejayan ve Rao 1994, Reddy ve Lokesh 1994, Unnikrishnan ve
Rao 1995).

Curcuminin yara iyilesmesinde antioksidan roliinii ortaya koyan keratonistler
ve fibroblastlardaki hidrojen peroksitin sebep oldugu hasar1 6nledigi belirtilmektedir

(Phan ve ark 2001).

Bucak ve ark (2010a) yaptiklar1 bir calismada Ankara kecisi spermasini
curcumin (2.5, 5, 10 mM) iceren tris sulandiricisiyla sulandirmiglar ve dondurma-

¢Ozdiirme sonrasi 2.5 mM curcuminin % 65+3 motilite verdigini belirtmislerdir.

Sunulan tez calismasinda sezon i¢i dondurma-¢ozdiirme sonrast 2 mM

curcuminin %55,0+3,7 olarak verdigi motilite degeri, Bucak ve ark (2010a)’nin
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buldugu 2.5 mM curcuminin %65+3 olarak verdigi motilite degerinden diisiik
bulunmustur. Bu durum c¢alismalarda kullanilan hayvan tiirtine ve kullanilan

antioksidan dozuna baglanabilir.

Curcumin hiicrelere hizlica penetre olmakta ve lipofilik o6zelliklerinden
dolay1 plazma membram gibi membranoz yapilarin i¢inde yogunlagsmaktadir (Jaruga
ve ark 1998). Koc¢ spermatozoonu plazma membraninin doymamis yag asitlerinden
zengin olmast nedeniyle serbest oksijen radikallerinin olusturdugu lipit
peroksidasyonuna son derece duyarli oldugu diisiiniildiigiinde curcuminin plazma
membram iginde yogunlasmasi dolayisiyla reaktif oksijen tiirlerinin olumsuz
etkilerini minimize etmesi, sunulan calismada da bu yonde etkinlik gosterdigini

diisiindiirmektedir.

Sunulan  caligmada  spermatolojik  parametreler {izerine  etkinligi
degerlendirilen bir diger antioksidan da metiyonindir. Metiyonin yapisinda siilfiir
grubu tagimasi nedeniyle, oksidatif strese sebep olan kursun gibi metallerle selat
olusturabilmektedir (Parcell 2002). Bu durum metiyoninin oksidatif stres altindaki
doku ve hiicrelerin oksidasyondan korunmasi i¢in antioksidan savunma sistemi

olarak gorev yaptigim gostermektedir (Atmaca 2004, Stadtman ve ark 2005).

Patra ve ark (2001), sicanlara dort hafta boyunca kursun asetat ve izleyen
besinci hafta boyunca oral yolla metiyonin vermisler, kan serumunda kursun;
karaciger, bobrek ve beyinde ise malondialdehid (MDA) diizeylerinin diistiigiinii

tespit etmislerdir.

Metiyoninin hiicreleri oksidatif hasardan korudugu ve detoksifikasyonda
onemli bir rol oynadig: farkli arastirmacilar tarafindan da vurgulanmaktadir (Patra ve

ark 2001, Liu ve ark 2008).

Tuncer ve ark (2010), sezon i¢inde Angora kecisi spermasini metiyonin (2.5,
5, 10 mM) iceren tris sulandiricistyla sulandirmislar ve dondurma-¢6zdiirme sonrasi
2.5 mM ve 5 mM metiyoninin sirastyla % 63,6 = 7 ve 63,4 = 3.1 motilite oram

verdigini belirtmislerdir.
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Bucak ve ark (2010b), boga spermasinit metiyonin iceren (2.5, 7.5 mM) tris
sulandiricistyla sulandirmislar ve dondurma-¢ozdiirme sonrast 2.5 mM metiyoninin

% 41.3 = 1.8 motilite oran1 verdigini bulmuglardir.

Sunulan tez caligmasinda sezon i¢inde dondurma-¢dzdiirme sonrast 2 mM
metiyonin i¢in elde edilen % 51.2 + 9.1’lik motilite degeri, Bucak ve ark.
(2010b)’nin 2.5 mM metiyonin i¢in elde ettikleri % 41.3 £ 1.8’lik degerden yiiksek,
Tuncer ve ark. (2010)’nin 2.5 mM metiyonin i¢in elde ettikleri % 63,6 £ 7 oranindaki
motilite degerinden ise diisiik bulunmustur. Bunun nedeni c¢aligmalarda kullanilan
antioksidanin farkli dozlarindan kaynaklanabilecegi gibi, spermasi degerlendirilen
hayvanlarn tiire 6zgii farkli spermatolojik 6zelliklerine sahip olmasi ve kullanilan
sperma sulandiricilarinin igeriklerinin farkli oranlarda olmasi gibi faktorlere
baglanabilir. Ayrica yapilan calismalardan da goriildiigii gibi antioksidanlarin
etkilerinin spermatozoa motilitesi iizerinde gosterdigi farkli etkiler, spermanin
sulandirilmasi ve dondurulmasi sirasinda uygulanan protokollerden kaynaklanmig
olabilir. Sunulan tez ¢alismasinda kullanilan antioksidanlarin spermatozoa motilitesi
izerinde farkli oranlarda farkl etki gostermesi de Bucak ve ark (2010b) ve Tuncer ve

ark (2010)’nin ¢calismalarinda elde edilen bulgularla uyumluluk gostermektedir.

Sunulan tez calismasinda spermatolojik parametreler iizerine etkinligi
degerlendirilen ellagik asit ise kuvvetli bir antioksidan olup dogal bitki fenolii icerir
ve aym zamanda antimutajenik ve antikarsinojenik ozelliklere sahiptir. Ozellikle
pankreatik kanser hiicrelerinde iiremeyi baskilayic1 ve apoptozisi indiikleyici etkisi

vardir (Edderkaoui ve ark 2008).

Fenolik bilegiklerin multiple hidroksil gruplarindan 6zellikle 3',4'-o-
dihidroksi gruplarina sahip olanlarinin oksidatif strese karsi en etkili antioksidan
olduklar bildirilmektedir. Bu antioksidanlardan birisi de ellagik asittir (Anne ve ark

1998).

Yapilan bir calismada ellagik asit ve quersetin gibi fenolik maddelerin
farelerin akcigerlerinde antikarsinojenik etki de gosterdigi belirtilmistir (Khanduja ve

ark 1999).
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Yapilan bagka bir calismada ise ratlarin karaciger dokusunda mikrosomal
proteinlere baglanan ellagik asitin lipid peroksidasyonunu engelledigi bildirilmistir

(Priyadarsini ve ark 2002).

Ozkaya ve ark (2010), ellagik asitin aliiminyum kloriir (AICl3)‘iin ratlarin
karacigerinde olusturdugu oksidatif stresi azalttigimi, glutatyon (GSH), glutatyon

peroksidaz (GSH-Px) ve katalaz (CAT) aktivitelerini ise artirdiginmi vurgulamislardir.

Ellagik asitin sahip oldugu fenol yapist nedeniyle serbest radikallerin zararl

etkilerine kars1 savunma rolii tistlendigi diisiiniilmektedir.

Tiirk ve ark (2008), ratlarda yaptiklar1 bir ¢calismada ellagik asitin epididimal
spermatozoon yogunlugunu ve motilitesini artirdigini, anormal spermatozoon
oranlarinda artisa sebep olan cisplatinin etkinligini ise azalttiZini belirtmislerdir.
Benzer bir calismada da Ceribas1 ve ark (2011), ratlarda adriamisinin epididimal
sperm parametreleri iizerine gosterdigi olumsuz etkilere ve testislerde olusturdugu
lipid peroksidasyonu ve apoptozise karsi ellagik asitin koruyucu etkinlik gosterdigini

vurgulamiglardir.

Ellagik asitin, adriamisin ve cisplatinin sperma hiicreleri iizerinde olumlu

etkiler saglamasi, sunulan tez ¢aligmasindaki etkisiyle paralellik gostermektedir.

Hipo-osmotik sisme testi (HOST), spermatozoonun hiicre zar biitiinliigtinii
ve islevselligini Olcer. Spermatozoon membran biitiinliigi sadece metabolik
faaliyetler icin degil, aym zamanda kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve oosit
yiizeyine spermatozoonun tutunma olaymnin gerceklesmesinde de fonksiyonel bir
oneme sahiptir. Bu nedenle membran fonksiyonunun belirlenmesi, spermatozoonun
fertilizasyon kapasitesinin bir gostergesidir (Jeyendran ve ark 1984). Sperma
hiicreleri hipoozmotik bir ortama konuldugunda fonksiyonel hiicrelerin kuyruklari
siser ve kivrilir. Soyle ki; HOS test, farkli ozmotik basinca sahip iki ortam arasinda
ozmotik basing dengeleninceye kadar fonksiyonel biitiinligii bozulmamis aktif bir
membrandan suyun taginmasi esasina dayanmaktadir (Jeyendran ve ark 1992).
Hipoozmotik bir medyuma birakilan sperma hiicreleri icerisine suyun girmesi
neticesinde hipoozmotik bir stres olusur. Fonksiyonel bir sperma plazma membran,

HOS testi boyunca intraseliiler ve ekstraseliller sivi arasinda ozmotik basinci
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dengelemeye calisir. Bu sirada spermatozoon icerisine suyun girmesiyle hacimde bir
artis meydana gelerek sismeye basladigi ve kuyruklarinin kivrildigi gozlenir
(Jeyendran ve ark 1984, Jeyendran ve ark 1992, Sliwa 1993, Correa ve Zavos 1994,
Lagares ve ark 2000, Nie ve Wenzel 2001). Spermatozoon kuyrugunun fibriler
kismini saran hiicre zar1 bas kismin1 saran membran boliimiine gore daha gevsektir.
Bu nedenden kuyruk kismi diger bolgelere gore daha bariz sekilde siser. Kivrilma
plazma membraninin sismesinden ileri gelir. Diisiik ozmotik basinca sahip
ortamlarda kimyasal ve fiziksel yonden saglam spermatozoonun kuyruk kisminda
sismeler olusurken, kuyruk membraninda islevsel bozukluk olan hiicrelerde herhangi

bir degisiklik meydana gelmez (Ahmadi ve Soon-Chye 1997).

Sunulan tez  ¢alismasi  hipo-ozmotik  sisme  testi  yOniinden
degerlendirildiginde, sezon i¢i sulandirma, dondurma ve c¢ozdiirme sonrasinda
gruplar aras1 6nemli bir farklilik gériilmezken sezon ici ekilibrasyon sonrasinda M2
mM grubu, kontrole gore daha yiiksek oranda membran koruyucu etki gosterdi.
Sezon disinda ise HOST bulgular1 ag¢isindan sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma-
¢Ozdiirme sonrasi gruplar arasinda anlaml Olgiilerde farkli sonuglar elde edildi.
Sezon dis1 sulandirma sonrasinda M2 mM grubu HOST degeri, C2 mM ve kontrol
gruplarma gore, sezon dis1 ekilibrasyon sonrasinda M4 mM ve C1 mM gruplan
HOST degerleri kontrole gore ve sezon dist dondurma-¢6zdiirme sonrasinda ise C4
mM grubu HOST degeri, E4 mM ve kontrol gruplaria goére membranin fonksiyonel

biitiinliiglinii daha yiiksek oranda korudugu goriildii.

Jeyendran ve ark (1992), yaptiklan bir calismada HOST sonuglar % 60’dan
yukar1 olan ejakiilatlar1 normal, %50 ve altinda olan ejakiilatlart anormal olarak

siniflandirmiglardir.

Sunulan tez c¢alismasinda sezon i¢i sulandirma ve ekilibrasyon sonrasi ve
sezon dig1 sulandirma sonras1 gruplarda genel olarak HOST sonuglarinin % 60’dan
yukar1 gozlenmesi, kullanilan spermanin kalitesinin yiiksek oldugunu ve kullanilan
antioksidanlarin spermatozoanin fonksiyonel membran biitiinliigiinii iyilestirdigini
gostermistir. Bu oOzellikteki spermatozoonlarin uygun tohumlama zamaninda
etkinlikle kullanilmasi, basarili sonuglar verebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica
sonuclarimiza gore ellagik asitin, curcumin ve metiyonine gére membran biitiinliigii

bakimindan diisiik etkinlik gosterdigi gozlendi.
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Spermatozoonlarin normal formundan ayrilmasi fekondasyon kabiliyetinin
azalmasima neden olur. Ozellikle ejakiilattaki anormal spermatozoonlarin oraninin
%20’yi asmasi fertiliteyi olumsuz yonde etkiler. Anormal spermatozoonlarin genel
orani diisiikk olsa bile basa bagh bozukluklarin oraninin %S5’in, akrozoma bagl
bozukluklarin oraninin %10 un, proksimal sitoplazmik damlaciklarin oraninin %3’iin

tizerinde olmamasi gerekmektedir.

Anormal spermatozoonlar olusumuna gore primer, sekonder ve tersiyer
olarak tamimlanir. Primer bozukluklar genellikle spermatogenezis sirasinda olusur.
Sekonder bozukluklar epididmal gecis esnasinda, tersiyer anomaliler ise ejakiilasyon
sonrasinda spermaya yapilan islemler sirasinda olusur. Spermatozoonlarda goriilen
bozukluklar primer nedenlerden kaynaklaniyorsa orta kisim ve kuyruk formunda
anomaliler mevcuttur. Sekonder anomalileri ise ¢Oziilmiis bas, proksimal ve distal
protoplazmik damlaciklar, kuyrugun basa ve orta kisima sarilmasi ve akrozom

¢Oziilmesi gibi durumlar olusturur (Coyan ve ark 2002).

Ayrica anormal spermatozoonlarin olusum nedenleri olarak seksiiel dinlenme,
mevsim, ejakiilasyon sikligi, kalitim, hormonal bozukluklar, testislerdeki patolojik
lezyonlar, spermanin uygun olmayan sekilde islenmesi (sulandirma, sogutma,
dondurma, c¢ozdiirmedeki aksakliklar), cevresel faktorler, rontgen ve radyoaktif
1sinlar, enfeksiyoz hastaliklar, skrotum iizerinde etkili olan sicak ve soguk, kalitsal
testis hipoplazisi, edinsel testis dejenerasyonu, epididimisin disfonksiyonu, irk ve
yasin ilerlemesi de gosterilebilir (Arthur ve ark 1989). Ayrica lokal hipoksi, leydig
ve sertoli hiicrelerinin beslenmesini engelleyen metabolik bozukluklar, yetersiz
beslenme, iz element eksikligi, ilaglar (kemoterapotikler, barbitiiratlar, kafein, Hi
reseptor blokorleri, hexan), kursun, kadmiyum, civa gibi agir metaller de anormal

spermatozoon olusumuna neden olurlar (Coyan ve ark 2002).

Sunulan tez c¢alismasi anormal spermatozoa oranlart  yOniinden
degerlendirildiginde sezon i¢i sulandirma sonrasinda bas ve akrozom disindaki diger
bolgelerdeki anormal spermatozoa oranlart agisindan C4 mM, kontrol grubuna gore
daha olumlu sonuclar verdi. Sezon i¢i ekilibrasyon sonrasinda anormal bas oranlari
acisindan E1 mM, kontrole gore daha iyi koruyucu etkinlik sagladi. Sezon ici

dondurma-¢ozdiirme sonrasinda anormal bag orami agisindan E1 mM, kontrole gore
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anlamli olgiide olumlu deger gosterdi. Ayrica bas ve akrozom disindaki diger
bolgeler agisindan anormal spermatozoa diizeyleri i¢cin C4 mM ve E4 mM gruplari,

kontrol ve M1 mM gruplarina nazaran daha iyi koruyucu etki gosterdi.

Anormal spermatozoa oranlarinda sezon dist elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde ise sulandirma sonrasinda anormal bas oranlarn agisindan M4
mM, kontrole gore daha iyi etkinlik gosterdi. Bas ve akrozom disindaki diger
bolgelerdeki anormal spermatozoa oranlarina bakildiginda C4 mM’in, C2 mM ve
kontrole gore koruyucu etkinligi daha yiiksekti. Ekilibrasyon sonrasinda anormal
spermatozoa oranlar acisindan bas ve akrozom disindaki diger bolgelerde anomalite
yoniinden C1 mM’m, E4 mM, E2 mM ve E1 mM gruplar hari¢ diger gruplara gore
koruyucu etkinligi yiiksek bulundu. Dondurma-¢6zdiirme sonrasinda anormal bag
oranlar agisindan M2 mM grubu, kontrol, C2 mM, E1 mM, E2 mM ve E4 mM
gruplarina gore daha iyi sonug verdi. Bag ve akrozom disindaki diger bolgelerdeki
anormal spermatozoa oranlarina bakildiginda M2 mM ve C4 mM gruplarinin kontrol

grubuna kiyasla koruyucu etkinlikleri yiiksekti.

Tuncer ve ark (2010), sezon i¢inde Angora kegisi spermasin1 metiyonin (2.5,
5, 10 mM) iceren tris sulandiricistyla sulandirmislar ve dondurma-¢6zdiirme sonrasi
metiyonin (2.5 mM)’in % 7.8 + 1.3’lik oranla akrozoma bagli anormal spermatozoa
gosterdigini bulmuslardir. Sunulan tez ¢alismasinda ise metiyonin (2 mM)’1n % 3.0 +
0.7 oram ile akrozoma bagli anormal spermatozoa verdigi goriilmiis olup bu deger
Tuncer ve ark. (2010)’nin buldugu degerden diisiik goziikmiistiir. Yine Bucak ve ark.
(2010a), sezon i¢inde Angora kegisi spermasini curcumin (2.5, 5, 10 mM) igeren tris
sulandiricistyla sulandirmiglar ve dondurma-¢6zdiirme sonrasi curcumin (2.5 mM)’in
%7.8+1.5°lik oranla akrozoma baghi anormal spermatozoa gosterdigini
bulmuglardir. Sunulan tez ¢alismasinda ise curcumin (2 mM)’'in % 3.3 £ 0.5 ile
akrozoma bagli anormal spermatozoa oram verdigi goriilmiistiir. Bu oran, Bucak ve

ark.(2010a)’nin buldugu orandan diisiik olmustur.

Yapilan baska bir c¢alismada curcuminin Langerhans adaciklarinda
kriyoprezervasyonun sebep oldugu reaktif oksijen tiirlerini engelledigi ve bunun da
dondurma-¢dzdiirme sonunda adaciklarda daha iyi morfolojik biitiinliikk sagladigi
belirlenmistir (Kanitkar ve Bhonde 2008). Curcuminin anilan etkisi yapilan tez

calismasinda akrozom iizerine gosterdigi koruyucu etkisiyle ortiismektedir.
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Sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatolojik
parametrelerde elde edilen bulgular, spermanin sulandirilmasinda ve
dondurulmasinda kullanilan tekniklere, ¢coziim siiresi ve sicakligindaki degisimlere
veya analizi yapan kisiye bagli olarak degisim gostermektedir. Tiim bu faktorlerin
yaninda, tiir, irk, mevsim ve birey gibi etkenler de spermatozoon motilitesi, HOST

degeri ve anormal oranlari {izerine 6nemli etkinliklere sahiptir.
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5. SONUC ve ONERIiLER

Koglarda dondurulmus spermanin fertilite yetene8ini artirmak igin,
sulandiricilara bazi antioksidan maddeler katilmaktadir. Genel olarak olumlu etkileri
olmakla birlikte, antioksidanlarin etkinlikleri hayvan tiiriine, sulandirici bilesenlerine

ve dondurma protokollerine gore degismektedir.

Spermatozoonda mitokondriyel kilif tarafindan sarilan aksonem ve fibrilar
yapilarin spermatozoon motilitesi i¢in gerekli ATP iiretimini sagladigindan hareketle
(Garner ve Hafez 1993), sunulan tez calismasinda sperma sulandiricisina katilan
antioksidanlardan metiyoninin spermatozoonlarin fonksiyonel membran yapilarim
koruyarak genel anlamda 6zellikle sezon dig1 sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma-
¢Ozdiirme sonrasi motiliteyi iyilestirdigi, curcumin ve ellagik asite gore daha etkin

islev gordiigii sonucu ¢ikartilabilir.

Sezon i¢i ve sezon dist ekilibrasyon sonrasinda ve sezon dis1 sulandirma
sonrasinda metiyoninin, sezon dis1 ekilibrasyon ve dondurma-¢ozdiirme sonrasinda
ise curcuminin daha yiiksek oranda membran biitiinliigiinde koruyucu etki sagladigi

gorildii.

Anormal spermatozoa bas oranlarinda sezon i¢inde ellagik asitin, curcumin
ve metiyonine gore daha iyi koruyucu etkinlik gosterdigi gozlenirken sezon diginda

ise metiyoninin, curcumin ve ellagik asite gére daha iyi sonuglar verdigi goriildii.

Sezon ici ve sezon disinda bag ve akrozom disindaki diger bolgeler agisindan
anormal spermatozoa diizeyleri i¢in curcuminin 6zellikle C 4 mM dozunun en iyi

sonug verdigi goriildii.

Sonug olarak, sezon ici ve sezon dis1 donemlerde farkli antioksidanlarin ve
dozlarinin, spermatolojik parametreler {izerinde farkli etkinlikler gosterdigi
belirlendi. Bu durum, yapilan tez c¢alismasinin antioksidanlarin spermatolojik
parametreler iizerine olumlu etkinlikler olusturdugu yoniinde bir fikir verebilmesi

acisindan anlamli oldugunu gostermistir.
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Ayrica tez ¢alismasinda kullanilan  antioksidanlarin  genel olarak
spermatolojik parametreler iizerine sezon disinda sezon igine gore daha olumlu
etkileri oldugu goriildii. Bu sonugla da koglarda sezon disinda, sezon icine gore
spermatolojik parametrelerin dogal olarak optimum degerlerden sapma gosterdigi
(D’Alessandro ve Martemucci 2003) g6z Oniine alindiginda, antioksidanlarin

etkinliklerini sezon disinda daha belirgin bir sekilde gosterdigi anlasilabilir.

Literatiir ~taramalarinda s6z konusu antioksidanlarin  spermatolojik
parametrelere dair verilerine fazlaca rastlanmadigindan, konuyla ilgili bagka
calismalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir. Ayrica yapilacak arastirmalarda
in vitro muayene parametrelerinin, in vitro/vivo fertilite parametreleriyle de

desteklenmesi gerekmektedir.
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T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

Sezon Ici ve Sezon Disinda Ko¢ Spermasimin Dondurulmasinda
Antioksidanlarin Etkisi

Ali Dogan OMUR
Dolerme ve Suni Tohumlama (Vet) Anabilim Dah

DOKTORA TEZi / KONYA-2011

Sunulan tez caligmasinda, ko¢ spermasi sulandiricisina katilan farkli antioksidanlarin
spermanin sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma-¢6zdiirme sonrasi bazi spermatolojik parametreler
tizerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi.

Merinos koclardan suni vajen yardimiyla alinan ejakiilatlar birlestirilerek 10 esit hacme
boliindii ve curcumin, ellagik asit ve metiyoninin 1, 2 ve 4 mM dozlarin1 igeren ve igermeyen
(kontrol) Tris temelli sulandiricisiyla 32°C’ta sulandirildi. Sulandirilan numuneler 5°C’ta 3 saat
ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyon sonrasi sivi azot buharinda dondurulan sperma numuneleri sivi
azotta (-196°C) saklandi. Sulandirma, ekilibrasyon ve dondurma/¢ozdiirme sonrast numuneler
spermatolojik parametreler yoniinden degerlendirildi.

Sezon i¢i sulandirma sonrasi sperma numunelerinde, bas ve akrozom digindaki diger
bolgeler acisindan anormal spermatozoa oraninda en diisiik degeri C4 mM (10,1 +0.6) gosterdi.

Sezon i¢i ekilibrasyon sonrasinda HOST degerleri acisindan M 2 mM ( 65,0 £2.6), kontrol
(58,1 £3.7) grubuna gore yiiksek sonu¢ verdi (P<0.05). Anormal bas oranlar1 agisindan en dusiik
degeri E1 mM ( 2,1 £0.8) gosterdi (P<0.05).

Sezon i¢i dondurma-¢ozdiirme sonrasinda, anormal bag orani agisindan E1 mM (2,3 +£0.9) en
diisik degeri gosterdi. Ayrica bas ve akrozom digindaki diger bolgeler agisindan anormal
spermatozoa diizeyleri i¢in kontrol (13,7 £1.0) ve M1 mM (13,8 +0.8) gruplari, C4 mM (12,2 +0.4)
ve E4 mM (12,2 £0.7) gruplarina nazaran énemli 6l¢iide yiiksek belirlendi (P<0.05).

Sezon disi sulandirma sonrasinda HOST degerlerine bakildiginda M2 mM (64,3 + 1.7 ) en
yiiksek degeri gosterdi. Anormal bas oranlar1 incelendiginde M 4 mM (2,5 +0.5) ile kontrol (3,5 +0.5)
gruplart arasinda fark gozlendi (P<0.05). Bas ve akrozom disindaki diger bolgelerdeki anormal
spermatozoa oranlarina bakildiginda, C4 mM (15,6 = 1.0) en diisiik degeri verdi.

Sezon dis1 ekilibrasyon sonrasinda motilite bulgulart agisindan C2 mM (50,6 +3.2) ile C1
mM (59,3 £7.7) ve M4 mM (62,5 £5.3) arasinda istatistiki agidan fark gézlendi (P<0.05). HOST
degerlerine bakildiginda kontrol (49,3 +4.9) grubu; C1 mM (55,0 £3.7) ve M4 mM (56,8 +2.5)
gruplarina gore diigilk bulundu (P<0.05). Diger bolgelerde ise anomalite yoniinden C1 mM (16,3
+0.7) en diisiik deger gosterdi (P<0.05).

Sezon dist dondurma-c¢ozdiirme sonrasinda HOST degerleri incelendiginde C4 mM (48,1

+2.5) grubu, E4 mM (40,6 +4.1) ve kontrol (41,2 £3.5) gruplarina gore yiiksek sonu¢ verdi (P<0.05).
Anormal bag oranlar1 acisindan M2 mM (3,0 £0.0) grubu en diisiik oran verdi. Bas ve akrozom

38



disindaki diger bolgelerdeki anormal spermatozoa oranlarina bakildiginda, kontrol (20,0 £1.3) grubu,
M1 mM (17,8 £1.1), M2 mM (17,6 +£0.7) ve C4 mM (18,3 £1.1) gruplarina gore yiiksek diizeyde
farkli bulundu (P<0.05).

Sonug olarak, sezon i¢i ve sezon digi donemlerde farkli antioksidanlarin ve dozlarinin,
spermatolojik parametreler tizerinde farkl etkinlikler gosterdigi belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan, kog spermasi, spermanin dondurulmasi, spermatolojik
parametreler
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7. SUMMARY

Effect of Antioxidants on Cryopreservation of Ram Semen in and out of
Breeding Season

The aim of this study was to investigate the effects of different antioxidants added into ram
semen extender on some spermatologic parameters following the dilution, equilibration and freeze-
thawing of semen.

Ejaculates collected using the artificial vagina from Merino rams were pooled, then splitting
into 10 equal aliquots. The aliquots were diluted in a Tris-base extender containing curcumin, ellagic
acid and methionine at doses of 1, 2 and 4 mM, and no additive (control) at 32°C. Diluted samples
were equilibrated at 5°C for 3 h. After equilibration the samples were frozen in liquid nitrogen
vapour, plunged into liquid nitrogen (-196°C) for storage. Following the dilution, equilibration and
freeze-thawing, semen samples were evaluated for spermatologic parameters.

Following the dilution in the samples of the breeding season, C4 mM (10,1 £0.6) led to the
lowest abnormal spermatozoa value except head and acrosomal district.

Following the equilibration in the samples of the breeding season, M 2 mM ( 65,0 +2.6) led
to higher hos-test level, compared to control (58,1 +3.7) . E1l mM ( 2,1 £0.8) led to the lowest
abnormal head structure rate (P<0.05).

Following the freeze-thawing in the samples of the breeding season, E1 mM (2,3 £0.9) led to
the lowest abnormal head structure rate (P<0.05). Furthermore, control (13,7 £1.0) and M1 mM (13,8
+0.8) groups, led to the significantly highest abnormal spermatozoa levels except head and acrosomal
district, compared to C4 mM (12,2 £0.4) and E4 mM (12,2 £0.7).

Following the dilution in the samples of the non-breeding season, M2 mM (64,3 £1.7 ) led to
the highest hos-test level. There was statistical difference between M4 mM (2,5 £0.5) with control
(3,5 £0.5) in terms of abnormal head structure datas. C4 mM (15,6 +£1.0) led to the lowest abnormal
spermatozoa levels except head and acrosomal district, compared to the other groups (P<0.05).

Following the equilibration in the samples of the of the non-breeding season, there was
statistical difference between C2 mM (50,6 £3.2) with C1mM (59,3 £7.7) and M4 mM(62,5 £5.3)
related to motility. Control group (49,3 +4.9) led to lower hos-test level compared to C1mM (55,0
+3.7) and M4 mM (56,8 £2.5). C1 mM(16,3 +0.7) led to the lowest abnormal spermatozoa level
except head and acrosomal district compared to the other groups (P<0.05).

Following the freeze-thawing in the samples of the non-breeding season, C4 mM (48,1 +2.5)
led to higher hos-test level, compared to E4 mM (40,6 +4.1) and control (41,2 £3.5). M 2 mM (3,0
+0.0) led to the lowest abnormal head structure level compared to the other groups (P<0.05). Control
group (20,0 +1.3) led to higher abnormal spermatozoa level except head and acrosomal district
compared to M1 mM (17,8 £1.1), M2 mM (17,6 +0.7) and C4 mM (18,3 £1.1) .

In conclusion, different antioxidants and their doses marked different efficiencies on the
spermatologic parameters in and out of breeding seasons.

Key Words: Antioxidant, ram semen, semen cryopreservation, spermatologic parameters
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