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ONSOZ

Kangal kopegi (Anadolu Coban Ko&pegi) Anadolu’da bekeilik, siiri
koruyuculugu, sadik bir hayvan olarak yiizyillardir yetistirilmektedir. Kendine has
ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle ililkemiz ile 6zdeslesmis ve halen iilkemizde
taninan en Onemli kopek wkidir. Hayvan sahipleri Kangal kopeginin 6zelliklerini
koruyabilmek adina sahip olduklar1 kopekleri dogal bir seleksiyon ile giliniimiize
kadar korumaya caligmislardir. Ancak giiniimiizde bdlgeler arasi farkliliklardan
dolayr Kangal kopeklerinin farkli kopekler ile ciftlestirilerek 1k Ozelliklerinin
kaybolma tehlikesine neden olunmustur.

Tiiriin ve 1rkin 1slah1 ve neslin devaminda spermalarmin dondurulmas: 6nemli
yer olmaktadir. Kopek spermasinin dondurulmasimna ait ilk calisma 1954 yilinda
Rowson tarafindan bildirilmektedir. Daha sonra bu alanda, giiniimiize kadar bir¢ok
calisma yapilmistir. Bu c¢alismalarda basarili bir kriyoprezervasyon iglemi igin
antioksidan madde ilavesinin gerekliligi ortaya konmustur.

Memeli hayvanlarm viicut sivilar1 ve reprodiiktif dokularinda yiiksek oranlarda
bulunan antioksidan maddeler, eksojen olarak sperma sulandiricilarma katildiginda
spermadaki serbest radikallerin neden oldugu hiicre membranlarindaki yag asitleri ve
fosfolipitlerin peroksidasyonunu azalttigt ve sperma kalitesini 1yilestirdigi
bildirilmektedir.

Sunulan tez calismasinda, Kangal kopegi spermasinin dondurulmasinda
kuersetin, ergotiyonin ve BME (esansiyel amino asit)’in ve kriyoprotektan olarak
gliserol ve etilen glikoliin etkinliklerinin sulandirma sonu subjektif motilite,
dondurma-¢6zdiirme sonrasi spermatolojik parametreler ile (spermatozoa subjektif
ve CASA motiliteleri, spermatozoa hareket 6zellikleri, floresan boyama yontemleri
ile spermatozoa canlili§i, mitokondriyal aktivitesi ve akrozom biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi ve COMET testi ile DNA biitiinliigiiniin belirlenmesi) arastirilmasi
amaclanmistir.

Tez c¢aligmamin her asamasinda yardimci olan, bilgi ve deneyimlerini
esirgemeyen Danigman hocam Sayin Dog¢. Dr. Mustafa Numan BUCAK basta olmak
iizere, Anabilim Dali Bagskanimiz Prof. Dr. Mehmet Bozkurt ATAMAN’a, Yrd.
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Sunulan tez galismasinda, Kangal kdpeklerinden alinan ejakiilatlar birlestirilerek 3 farkli
deney grubu olusturuldu. Her deney grubu alti farkli alt gruptan olustu. Deney gruplar1 temel Tris
sulandiricisiyla (T) sulandirildi. Birinci deney grubu, %5 gliserol (G)+kuersetin (K) 50 uM (TGKS50),
%35G + K 200 uM (TGK200), %5 etilen glikol (E)+ K 50 uM (TEK50), %5 E+K200 uM (TEK200),
%5G (TG) ve %5SE (TE) igeren Tris sulandiricilariyla sulandirilan spermalarla olusturuldu. Ikinci
deney grubu, TG + Ergotiyonin (E) 0,5 mM (TGE0.5), TG + E 2 mM (TGE2), TE + E 0,5 mM
(TEEO0.5), TE + E 2 mM (TEE2), %5 TG ve %5 TE igeren Tris sulandiricilariyla sulandirilan
spermalarla olusturuldu. Ugiincii deney grubu, TG + BME %2,5 (TGB2.5), TG+ BME %10 (TGB10),
TE+ BME %2,5 (TEB2.5), TE+ BME %10 (TEB10), % 5TG ve %5 TE igeren Tris sulandiricilariyla
sulandirilan spermalarla olusturuldu. Ug farkli deney gruplarinda sulandirilan spermalar 4°C’ta 1,5
saat ekilibrasyon sonrasi sivi azot buharinda dondurularak sivi azotta (~-196°C) saklandi. Spermalar
sulandirma ve dondurma/¢dzdiirme sonrasi subjektif spermatozoon motilitesi, ¢oziim sonu CASA
motiliteleri, spermatozoa hareket &zellikleri, spermatozoa canliligi (SYBR-14/PI), mitokondriyal
aktivitesi (JC-1/PI), akrozom biitiinligii (FITC/PI) ve DNA biitiinligii yoniinden degerlendirildi.

Birinci deney grubunda ¢6ziim sonu subjektif motilite degerleri TGKS0 (%55,70+0,71),
TGK200 (%60,00+1,09), TEK200 (%56,40+1,42) gruplarinda, TG (%50,70+1,70) ve TE
(%51,4040,92) gruplarma gore yiiksek bulundu. Progresif motilite TGK200 (%27,14+1,08) grubunda,
TE (%20,56+1,07) grubuna gore istatiksel olarak yiiksekti. TGKS50 ve TGK200 gruplari canlilik,
akrozom biitiinliigli ve mitokondriyal aktivite oranlart bakimindan (sirasiyla, %59,69+1,84,
%60,49+2,54; %56,68+3,17, %52,67+3,57; %58,34+6,17, %57,53+6,08) TE grubuna (sirasiyla,
%48,68+2,41, %37,95+1,76, %43,25+2,10) gore istatiksel olarak iistiinliik gdsterdi. DNA biitiinligi
korunmasinda TGK200 (%95,7540,52) grubu, TE (%93,41+0,74) grubuna gore istatiksel olarak daha
yiiksek koruma sagladi (P<0.05).

Ikinci deney grubunda ¢dziim sonu progresif motilite oran1 TGE2 (%28,71+1,52) grubunda,
TG (%15,81+£0,49) ve TE (%15,23+2,39) gruplarina gore yiikksek bulundu. Canlilik ve akrozom
biitiinliigii TGE2 (sirastyla, %66,37+3,24; 59,87+1,27) grubunda, TG (%58,42+2,44; 54,69+0,85) ve
TE (%49,99+2,52; 47,06+1,48) gruplarina gore istatiksel olarak ustiinliik gosterdi (P<0.05).

Uglincii deney grubunda progresif motilite oran1 TGB10 (%23,19+1,61) grubunda, TE
(%14,0843,07) grubuna gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu. Akrozom bitinligi TGB2.5
(%44,9944,97) grubunda, TG (%14,08+3,07) grubuna gore istatiksel olarak istiinliik gosterdi
(P<0.05).

Sonu¢ olarak, Kangal kopegi spermasinda, farkli kriyoprotektanlarla antioksidan
kombinasyonunun ¢dziim sonrasi spermatolojik parametreler lizerinde olumlu koruma sagladigi

sonucuna ulagildi.

Anahtar Sozciikler: Antioksidan; Kopek spermasi; Kriyoprotektan; Sperma dondurma
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In the presented thesis, ejaculates collected from Kangal dogs were allocated to three
different experimental groups. Each experimental group comprised six subgroups, which were
established by dividing the collected semen into six equal aliquots. All subgroups were diluted with a
Tris-based extender (T). The first experimental group included semen samples diluted with Tris-based
extenders containing 5% glycerol (G)+quercetin (K) 50 uM (TGK50), 5% G+K 200 uM (TGK200),
5% ethylene glycol (E)+K 50 uM (TEK50), 5% E+K 200 uM (TEK200), 5% G (TG) and 5% E (TE).
The second experimental group included semen samples diluted with Tris-based extenders containing
TG+Ergothionine (E) 0.5 mM (TGEO.5), TG+E 2mM (TGE2), TE+E 0.5 mM (TEEO.5), TE+E 2 mM
(TEE2), TG and TE. The third experimental group was composed of semen samples diluted with Tris-
based extenders containing TG+BME 2.5% (TGB2.5), TG+tBME 10% (TGB10), TE+BME 2.5%
(TEB2.5), TE+BME 10% (TEB10), TG and TE. The diluted semen samples, belonging to the three
different experimental groups, were equilibrated at 4'C for 1.5 hours and then frozen in liquid nitrogen
vapour and stored in liquid nitrogen (~-194°C). Following dilution and freeze-thawing, the semen
samples were assessed for subjective sperm motility, post-thaw CASA motility, sperm motility
parameters, sperm viability (SYBR-14/PI), mitochondrial activity (JC-1/PI), acrosome integrity
(FITC/PI) and DNA integrity.

In the first experimental group, the post-thaw subjective motility values of the TGKS50
(55.70+0.71%), TGK200 (60.00+1.09%), and TEK200 (56.40+1.42%) were higher than those of the
TG (50.70+£1.70%) and TE (51.404+0.92%). The progressive motility rate was significantly higher in
TGK200 (27.14+1.08%), when compared to TE (20.56+£1.07%). In TGK50 and TGK200, the
viability, acrosome integrity and mitochondrial activity rates (59.69+1.84%, 60.4942.54%;
56.68+3.17%, 52.67+3.57%; 58.34+6.17%, and 57.53+6.08%, respectively) were significantly higher
than those of TE (48.68+2.41%, 37.95+1.76%, 43.25+2.10%, respectively). The DNA integrity rate
was higher in TGK200 (95.7540.52%), compared to TE (93.41+£0.74%) group (P<0.05).

In the second experimental group, the post-thaw progressive motility rate was higher in the
TGE2 (28.71£1.52%), compared to TG (15.81+0.49%) and TE (15.23+2.39%). Furthermore, the
viability and acrosome integrity rates were significantly higher in TGE2 (66.3743.24% and
59.87+1.27%, respectively) than in TG (58.4242.44%; 54.69+0.85%) and TE (49.99+2.52%;
47.06+1.48%) (P<0.05).

In the third experimental group, the progressive motility rate of the TGB10 (23.19+1.61%)
was significantly higher than that of the TE (14.08+£3.07%). The acrosome integrity rate of the
subgroup TGB2.5 (44.99+4.97%) was significantly higher than that of TG (14.08+3.07%) (P<0.05).

In conclusion, it was determined that different cryoprotectant and antioxidant combinations
improved the post-thaw quality of Kangal dog semen.

Keywords: Antioxidant; Canine semen; Cryoprotectant; Sperm freezing
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1. GIRIS

Tirkiye’nin en yaygin tanman kopek ki, Anadolu ¢oban kopegidir. Bu
coban kopekleri, bekei kopegi olarak yetistirildikleri biiyiik sehirler disinda, koyun
yetistiriciliginin yapildig1 yerlerde de bulunmaktadir. Akkaraman yetistiriciliginin
yapildig1 yerlerde agik boz renkli Kangal ve Akbas, Morkaraman yetistiriciliginin
yapildig1 yerlerde ise koyu, sar1, dalkir (¢izgili) renkli Kangal ve Kars Coban kdpegi
olarak yetistirilmektedir (Y1lmaz 2005).

Ismini, cogunlukla bulundugu Sivas'n Kangal ilgesinden almis olan Kangal
kopek ki, 1y1 bir bek¢i ve goban kdpegi olarak bu amaglarla yetistirilmistir. Kangal
kopeginin belli bir amagcla yetistirilmis olmasi, bu kopekle ilgili soy kiitligii calismas1
yapilmamis olmasina ragmen Ornek bir tip i¢in seleksiyonuna yol agmistir. Bu
sayede Kangal kopegine ait tip standartlar1 gelismis ve neslinin devamliligi

saglanmustir (Ozbeyaz 1994, Akcay 2000)

Kangal kopegi, yiiksek yapili bir kopek olup, yerden omuz yiiksekligi 70-85
cm, canli agirlig1 45-65 kg arasindadir. Kangal kopegi disileri 7-8 aylik olduklarinda,
erkekler ise genellikle 9-12 aylik iken cinsel olgunluga (Pubertas) erisirtikleri
belirtilmektedir (Cupps 1991, Akgay 2000). Kopeklerde disiler mevsime bagl
monodstrik hayvanlardir. Kangal kopegi disileri 6-8 ayda bir kizginlik gosterirler ve
iyl bakim-besleme kosullarinda bir batinda ortalama 6-8 yavru dogururlar; 8-10
yasina kadar yavru verebilirler. Kangal kopegi erkegi ise yil boyunca seksiiel aktivite

gosterirken mevsimsel etkiler minimumdur (Ozgiines ve Cift¢i 1993, Ozbeyaz 1994).
1.1.K6pek Spermasinin Spermatolojik Ozellikleri

Erkek hayvanlarm damizlik degerinin belirlenmesinde ve yetistiriciliginde
spermanin muayenesi ve degerlendirilmesi onemlidir. Spermatolojik 6zelliklerden
herhangi birinde olusan olumsuzluk, fertilizasyonu dogrudan etkilemekte ve diger
verim Ozellikleri yoniinden olumlu goriilen damizlik degerlerini kaybetmektedir.
Ozellikle erkek damizliklarin degerlendirildigi suni tohumlama uygulamalarinda
spermatolojik 6zellikler erkek hayvanlarin dolleme yeteneklerini (potentia generandi)
ortaya koyan onemli bir kriterdir (Tekin 1994). Kangal kopeklerinde wka ait

spermatolojik parametrelerin arastirildigi c¢alismada yasa gore spermatolojik



ozelliklerde farkliliklar ¢iktigi saptanmis olmasina karsin, genel olarak kopeklerde

ortalama spermatolojik degerler ortaya konulmustur (Akgay ve Tekin 2002).

Cizelgel.l. Kangal Coban kopeklerinde spermatolojik muayene bulgular1 (Akcay
2000).

Orta Sekret miktar: | Motilite (%) | Yogunluk (x10°/ ml) | Oli  Spermatozoa
(ml) orani (%)
2.21 74.54 290.30 10.56

Gilintimiizde evcil hayvnalarin sperma muayene yontemleri ile erkek
hayvanlarin fertilite yOniinden degerlendirilmesi yapilabilmektedir. Kopeklerden
sperma almak i¢in kullanilan en yaygin teknik elle masa; yontemi (digital

maniplasyon)’dir (Ak¢ay 2000).
1.1.1. Spermatozoonun Morfolojik Yapisi

Memeli spermatozoast bas, boyun ve kuyruk olarak ii¢ bolimden
olugsmaktadir. Uzunlugu ise tiirlere gore degiskenlik gostermektedir (Pesch ve
Bergmann 2006). Schnorr (1996), Smollich ve Michel (1992) ve Dahlbom ve ark
(1997)’nin  yapmis olduklar1 caligmalara gore farkli tiirlerin spermatozoon

uzunluklar1 Cizelgel.2.’de verilmistir.

Cizelgel.2. Tiirlere gore spermatozoon uzunluklar: (um).

Tiirler Bas kismi Kuyruk kismi Total uzunluk
Aygir 5.0° 55.0° 60°
Boga 9.15° 65.8-80.8" 75-90°
Domuz 8.5° 41.5-71.5° 50-60°
Kog 8.2° 61.8-71.8" 70-80°
Kopek 6.49-7.06" 53.5° 60-70°

* Smollich ve Michel (1992)
® Dahlbom ve ark (1997)
¢Schnorr (1996)



1.1.2. Ejakulat Miktari

Ejakulat miktari, bir ejakulasyon sonunda disar1 verilen spermatozoa ve

eklenti bezleri salgilarmin toplammin hacmidir ve degerlendirmesi ml olarak yapilir

(Garner ve Hafez 1993).

Kopeklerde ejekiilasyon, diger evcil hayvan tiirlerinden farkli olarak, 6n

sekret, ana sekret ve son sekret olmak iizere 3 fazdan olugsmaktadir. Birinci faz

seminal sividan, iiclincli fazin ise prostat sivisindan zengin oldugu bildirilmistir.

Sperma ise ejekulasyonun ikinci fazindan elde edilmektedir (England ve ark 1990).

Farkli kopek wrklarma ait ejakulat miktar1 ve ejakulasyon siirelerine iliskin arastirma

sonuglar1 Cizelgel.3.’de verilmistir.

Cizelgel.3. Kopek ejakulat miktar1 ve ejakulasyon siirelerine iligkin arastirma

sonuglar.
Fraksiyon | Toplam Fraksiyon | Ejakulasyon
Miktar1 Ejakulat Siiresi Siiresi
(ml) Miktar1 (sn)
Harrop (1962) Birinci Fraksiyon 0,25-2 30-50
Ikinci Fraksiyon 0,5-4 3,75-31 50-80 4,5-33
Ugiincii Fraksiyon 3-25 180-1800
Tekin ve ark (1987) Birinci Fraksiyon - -
Ikinci Fraksiyon - 25,4 - 10-12
Ugiincii Fraksiyon - -
England ve ark | Birinci Fraksiyon - 60-120
(1990) N
Ikinci Fraksiyon - 25,4 30-60 70-75
Ugiincii Fraksiyon - 600-4500
Linde-Forsberg Birinci Fraksiyon 1-5 30-60
(1991) —— .
Ikinci Fraksiyon 1-3 32-48 60-180 6,5-65
Ugiincii Fraksiyon 30-40 300-3600
Birinci Fraksiyon - -
Johnstone (1991) Ikinci Fraksiyon - 1-30 - -

Ugiincii Fraksiyon




Cizelgel.3(Devami). Kopek ejakulat
arastirma sonuglari.

miktar1 ve ejakulasyon siirelerine iligkin

Schafer ve ark (1997) | Birinci Fraksiyon -
Ikinci Fraksiyon 1,2 - - -
Ugiincii Fraksiyon -

Akcay ve Tekin | Birinci Fraksiyon - -

(2002) I
Ikinci Fraksiyon - 14,75 - 17,04
Ugiincii Fraksiyon - -

Akcay ve Tekin | Birinci Fraksiyon - -

(2002) —— .
Ikinci Fraksiyon - 16,81 - 15,13
Ugiincii Fraksiyon - -

Akcay ve Tekin | Birinci Fraksiyon - -

(2002) .
Ikinci Fraksiyon - 11,86 - 12,07
Ugiincii Fraksiyon - -

Freshman ve Dacvim | Birinci Fraksiyon 0,5-20 -

(2002) —— .
Ikinci Fraksiyon 0,5-2 1-22 - -
Ugiincii Fraksiyon - -

Coyan ve ark (2009) | Birinci Fraksiyon 0,7 -
ikinci Fraksiyon 0,7 7,4 - 7
Ugiincii Fraksiyon 6 -

Peres ve ark (2014) Birinci Fraksiyon -
Ikinci Fraksiyon 10 - -
Ugiincii Fraksiyon -

1.1.3. Spermatozoa Motilitesi

Spermatozoa motilitesi, bas1 yoniinde ileriye dogru diizgiin dogrusal hareket

eden spermatozoonlarin tiim spermatozoonlara orani olarak tanimlanir ve % olarak

ifade edilir. Motilite muayenesinin, sperma alinmasindan hemen sonra gevre

sartlarindan etkilenmeden yapilmas1 gerekmektedir (Garner ve Hafez 1993).

Ik olarak 1979’ da Dott ve Foster’m bilgisayar destekli bir yazilimla motilite

tayinini yapmasinin ardindan artik

giinimiizde kullanilan mevcut bilgisayar

teknolojileri ve halen gelistirilmeye devam eden yazilimlar sayesinde spermatolojik




ozelliklerin belirlenmesi hizli ve hassas bir sekilde yapilabilmektedir. Bilgisayar
destekli spermatozoa analiz sistemleri, periyodik olarak hareket eden
spermatozoonun zaman ayarl fotograflarinin ¢ekilerek bilgisayar yazilimi sayesinde
analiz edilmesi prensibiyle calismaktadir. Hayvan tiirlerine gore farkhilik gosteren
spermatolojik 6zelliklerin degerlendirilmesi amaciyla bilgisayar destekli spermtazoa
analiz cihazlar1 (CASA), cihazin calisma metodunun giivenilirligi ve objektifligi
sayesinde giinlimiizde bilimsel arastirmalarda tercih edilen bir teknik olarak yerini

almistir (Foote 2003).

CASA sisteminde spermatazoon hareket 6zelliklerinin degerlendirilmesinde;
total motilite herhangi bir sekilde hareket kabiliyetine sahip spermatozoonlarin
toplam1 olarak tanimlanabilir. Progresif motil olarak kabul edilen spermatozoon
giiclii, ileri dogru ve Ozellikle diizgiin dogrusal hareket eder, non-progresif motil
spermatozoon ise hareket yetenegine sahiptir, ancak gii¢siiz, dogrusal olmayan ya da
anormal bir yoriingede hareket eden spermatozoonlar olarak tanimlanmaktadir.
Spermatozoon hareket 6zellikleri arasinda bulunan VCL (Velocity Curve Linear),
spermatozoonun izledigi yol boyunca ortalama hiz1 (um/s); VSL (Velocity Straight
Line), diiz bir hat boyunca izledigi yolun baslangicindan sonuna kadar ki ortalama
hiz1 (um/s), ALH (Lateral Head Displacement), spermatozoon dairesel hareketinin
ortalama hizin1 (um), VAP (Velocity Average Path), katettigi toplam yol siiresince
ortalama hiz1 (um/s) vermektedir. Bunlarin yaninda, spermatozoonlarin izledigi yol
ve katettigi mesafeye iliskin olarak, LIN (Linearity %); spermatozoonun dogrusal
hareketini (VSL/VCL X 100) ifade etmektedir (Verstegen ve ark 2002, Foote 2003,
Malo ve ark 2006).

In vivo fertilite ile iliskilendirilen ve hayvan tiirlerine gore farklilik gdsteren,
CASA sistemleri, spermatozoa hareket 6zelliklerini (total motilite, progresif motilite,
non-progresif motilite, immotilite, VSL, VCL, VAP, LIN, ALH) ayrintili olarak
degerlendirebilmektedir (Foote 2003).

Schubert ve Seager (1991), Dalmagya ki kopekler iizerinde yaptiklari
calismada kopekleri 6 yas iizeri ve alt1 olacak sekilde iki gruba ayirmis ve motilite
degerlerini sirasiyla % 84 ve % 77, iki yas grubunun ortalamasin ise % 81 olarak
belirlemelerine karsin Giinzel (1986), 78 adet Beagle ki kopegin ortalama

spermatozoa motilitesini % 71 olarak tespit etmistir.



Tekin ve ark (1987), Kangal Coban kopekleri ile Alman Coban kopeklerinin
spermatolojik parametrelerini belirlemek {izere yaptiklar1 ¢alismalarinda ortalama
spermatozoon motilitesini sirasiyla % 62,6 ve % 67,8 olarak elde ettiklerini ifade

etmislerdir.

Coyan ve ark (2009), Kangal Coban kopeklerinde yapmis olduklar1 calismada

ortalama spermatozoa motilitesini % 76,3 olarak tespit etmislerdir.

Iguer-Ouada ve Verstegen (2001), 42 bas Beagle kopekten digital
maniplasyon yontemi ile aldiklari ejakulatlar1 incelemis ve sonucunda ortalama

kopek spermatozoa motilitesinin % 70-90 arasinda olabilecegini ifade etmislerdir.

Schafer-Somi ve ark (2006), Beagle kopek spermasmim dondurulmasimni
arastirdiklar1 ¢alismalarinda; CASA analiz sistemi ile motilite degerlerini
belirlemigler ve natif spermanin total motilitesini % 79,1 progresif motilitesini ise %
75,7 olarak bulmuslardir. Ayrica ayni c¢alismada ¢O0ziim sonu spermatozoa

motilitesini % 29,1 olarak belirlemislerdir.

Rota ve ark (2006), kdpek spermasinin dondurulmasinda ¢éziim sonu CASA

motilitesini % 51,5 olarak tespit etmislerdir.

Schafer-Somi ve Aurich (2007), Beagle ki kopeklerin sulandirma sonrasi
spermatozoon hareket degerlerini; VAP (um/s) 89,5, VCL (um/s) 148,4, VSL (um/s)
77,7, LIN (%) 51,5 ve ALH (um) 4,2 olarak bulduklarini belirtmislerdir.

Iguer-Ouada ve Verstegen (2001), 8 bas Beagle kopeginde yaptiklari
calismada sulandirma sonu ortalama spermatozoon hareket degerlerini VAP (pum/s)
100, VCL (um/s) 163, VSL (um/s) 82, LIN (%) 52, ALH (um) 9,5 olarak ortaya

koymuslardir.

Goericke-Pesch ve ark (2012), kopek spermasimin kisa siireli saklanmasinda 4
farkli sulandiriciya ait sulandirma sonu sperma hareket degerlerini sirasiyla VAP
(um/s) 72,2;87,8;83,8;90,9, VCL (um/s) 109,1;126,8;123,1;127, VSL (um/s)
60,7;71,8;66,3;76,2, LIN (%) 53,8;56,2;59,3;55,0, ALH (um) 4.,4;5,4;5,5;5,2

seklinde analiz ettiklerini belirtmektedirler.



Mogas ve ark (2011), 5 bas Beagle kopeginin ¢oziim sonu ortalama VAP
(um/s) ve ALH (um) parametrelini sirastyla 34,1 ve 5,7 olarak belirlemislerdir.

1.1.4. Spermatozoa Yogunlugu

Spermatozoa yogunlugu, birim hacimde bulunan spermatozoa sayisi1 olarak
tanimlanmaktadir. Spermanin kalitesinin degerlendirilmesinde ve sulandirilmasinda
cok Onemli bir spermatolojik o6zelliktir ve belirlenmesinde spektrofotometre,
hemasitometre ve fotolemetrik gibi tekniklerden faydalanilmaktadir (Garner ve

Hafez 1993).

Kopeklerde spermatozoa yogunlugu, irka, yasa, beslenmeye ve cevre
sartlarma bagli olarak degismekle birlikte genel olarak ortalama 300(100-
1000)x10°/ml oldugu ifade edilmektedir (Tekin 1990). Sperma alma isleminin
yogunlugu etkileyebilecegini ve sperma yogunlugunun 300x10° ile 2x10° arasinda

olabilecegi belirtilmektedir (Johnston 1991).

Tekin ve ark (1987), Ostrus gosteren disi varhi§inda masaj yontemi ile
spermalarin1  aldiklar1 Kangal c¢oban kopeklerinde ortalama spermatozoa
yogunlugunu 524x10%/ml olarak tespit etmislerdir. Ayrica ayni calismada disi
kullanmadan aldiklar1 ejakulatlarda spermatozoa yogunlugunu 305,8x10%ml olarak

bildirmislerdir.

Hendrikse ve Antonisse (1984), farklh wk kopeklerde yaptiklar:
calismalarinda motilite, anormal spermatazoa oranlar1 ile spermatozoon sayisini
srastyla % 71, % 14 ve 853x10%ml olarak saptamuslar, kopeklerin yasmm artmasi
ile motilite oraninin diistiglinli, anormal spermatozoa oraninin arttigmi ve

yogunlugun azaldigmi ortaya koymuslardir.

1.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, oksijen ve oksijenden tiiremis ¢ogunlukla serbest oksijen
radikalleri (SOR) olarak bilinen oksidant oraninin ortamda artarak hiicresel hasara
yol agmast durumudur. Kontrolsiiz bir sekilde olusan SOR, seminal plazma
antioksidan kapasitesini asip oksidatif strese yol agarak, spermatozoa i¢in hasar

verici etki olusturur (Sikka ve ark 1995).



1.2.1 Spermatozoonun Membran Yapisi

Spermatozoonda % 70 oraninda fosfolipit, % 25 oraninda dogal lipitler ve %
5 oraninda glikolipit igeren bir membran yapis1 bulunmaktadir. Fosfolipit katmani ise
% 70 oraninda doymamis yag asitlerinden olugsmaktadir (DYA). Spermatozoonun
membraninda bulunan ¢ift katmanli lipit kompozisyonu, epididimal olgunlagsmadan
spermatozoonun disi reprodiiktif kanalda rekapasitasyonunu tamamlayincaya kadar

degisime ugramaktadir (Alvarez ve Storey 1995).

Spermatozoa epididimisten gecerken membran lipit kompozisyonunda
degisiklikler gozlenir. Bu degisiklikler sonucunda spermatozoonun orta ve kuyruk
kismindaki plazmojenler membranda en yiiksek fosfolipit yapiy1 olusturur. Olusan
plazmojenler ~ spermatozoonun  epididimis  boyunca = gbgi esnasinda
kolesterol/fosfolipit molaritesini iki kat artirmaktadir. Bu degisim sonucunda
spermatozoanin membran kolesterol orani azalmakta ve bu etki spermatozoonun

olgunlasmasina katki saglamaktadir (Benoff 1993).

Spermatozoon  membran  yapisinda  dokosahekseonik asit  (DHA),
fosfatidilserin, desmosterol, kolesterol gibi lipitler de bulunmaktadwr. DHA
spermatozoon membran yapisinin membran akiskanliginda, fosfatidilserin ve
desmosterol spermatozoon kapasitasyonunda, kolesterol membran akiskanligi ve
gecirgenliginde rol almaktadir. Ayrica kolesterol Ca™ transferinde etkin rol
oynayarak akrozom reaksiyonu icin gerekli olan Ca™’un hiicre disindan hiicre icine

gecisini saglamaktadir (Ollero ve ark 2000, Kotwicka ve ark 2002).
1.2.2. Lipit Peroksidasyonunun Spermatozoon Uzerine Etkisi

Sogutma, dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda olusan 1s1 ve ozmotik
degisiklikler spermatozoa plazma membranlarinda lipit kompozisyonu ve
organizasyonu, kalsiyum akigini, gegirgenlik ve biitiinliglinii etkileyerek mekanik

stres olusturmaktadir (Noiles ve ark 1995).

Hayvan tiirleri arasmnda spermatozoa lipit kompozisyonundaki farklilik
spermatozoonun dondurma/¢ozdiirme islemlerine karsi duyarhiliklarinin degisken
olmasina neden olmaktadir. Doymamis yag asitlerince zengin plazma membranima

sahip boga, domuz ve ko¢ spermatozoonunun donmaya karsi; insan, kopek ve tavsan



spermatozoonuna gore daha duyarli oldugu belirtilmektedir (Noiles ve ark 1995).
Spermanin, dondurma/¢ézdiirme islemleri sirasinda olusan 1s1 degisimlerine ve
aerobik oksijene maruz kalmasi reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif olmayan
oksijen tiirlerinin {iiretilmesine yol a¢gmaktadir (Agarwal ve ark 2005, Sariozkan

2008).
1.2.3. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, bir ya da daha fazla ortaklanmamis elektrona sahip kisa
siireli reaktif etki gosteren kimyasal ajanlardir (Sanocka ve Kurpisz 2004, Kefer ve
ark 2009). Serbest radikaller, ortaklanmamis elektronlarini hiicre i¢i iyon transfer
kanallar1 araciligi ile hiicre i¢ine gegirerek hiicrenin membran lipit ve protein yapisi

uzerine etki etmektedir.

Spermatozoon membrani iizerinde epididimal tasinma esnasinda doymamis
yag asitleri olusumu baglamaktadir. Spermatozoonun kaput epididimisten kauda
epidimise go¢ii esnasinda serbest radikallerin etkisi ile spermatozoanin tasimasina
katk1 saglanmaktadir. Bunun yaninda spermatozoonun proliferasyon ve farklilasma
asamasinda da serbest radikallerin olumlu etki gosterdigi belirtilmektedir (Agarwal

ve ark 2005).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), icerigindeki oksijen molekiilleri ve yiiksek
aktivite kapasitesine sahip ortaklanmamis bir ya da daha c¢ok elektrona sahip
olmasindan dolay1 serbest radikallerin igerisinde smiflandirilmaktadir. Ancak

ROS’un hepsi serbest radikal olarak siniflandirilmazlar (Tremellen 2008).
1.2.4. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri, fertilizasyon, kapasitasyon, motilite ve akrozom
reaksiyonunda rol oynayan ve belirli oranda spermatozoonda bulunmasi gereken
oksijen tilirevleri olarak bilinmektedir (Agarwal ve ark 2005). Spermatozoon
membraninda bulunan doymamis yag asit kompozisyonunun fazlaca olmasi,
spermatozoonu oksidatif strese karst duyarli hale getirmektedir. Bu durum
spermatozoonun motilite, morfoloji, fertilizasyon yetenegi ve DNA yapisinda
hasarlara neden olmaktadir (Tremellen 2008). ROS genel olarak {i¢ formda

bulunmaktadir. Birinci formu, siiperoksit anyondur; siiperoksit anyondan dogrudan



ya da dolayli olarak ikinci form olugmaktadir. Ikinci formunda; hidroksil radikali ve
peroksil radikali ve reaktif olmayan hidrojen peroksit bulunmaktadir. Ugiincii ROS
formu ise serbest radikal smifindan olan nitrojen bilesikleri (peroksi nitrik asit,
nitroksil anyon peroksi, peroksi nitril ve nitrik oksit) olusturmaktadir (Tremellen

2008, Hwang ve Lamb 2012).
O, " (Siiperoksit anyon)

Siiperoksit anyon (O, ") radikali, molekiiler oksijenin (O,) bir elektron
transferi sonucu indirgenmesi sonucunu olusan kararsiz bir yapidir. Siiperoksit
anyonun adrenalin, tiyol iceren bilesikler, glukoz, demir gibi gecis metallerinin
molekiiler oksijenden bir elektron kopararak meydana geldigi belirtilmektedir

(Caylak 2011).

Spermatozoon membraninin O," ™ ’a kars1 gegirgenligi su molekiiliiniin hiicre
icine girisi kadar kolay olmaktadir. Hiicre icine gecisinin kolay olmasi nedeniyle de
spermatozoa iizerine toksik etkinligi olduk¢a yiiksek ve antioksidan sisteme de

direngli oldugu belirtilmektedir (Lenzi ve ark 1996)
Hidroksil radikali (OH)

Molekiiler oksijene ii¢ elektron transferi sonucu olustugu belirtilmektedir.
Hidroksil radikali ile serbest radikallerin zararli etkilerinin gergeklestigi ifade
edilmektedir. HO, ve O, ™ bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron tasiyan gegis
metalleri ile reaksiyona girerek sonucu OH ni olusmatadir. Bu reaksiyona Fenton

reaksiyonu adi1 verilmektedir (Lenzi ve ark 1996, Lloyd ve ark 1997).

Hidroksil radikalinin sitotoksik 6zelliginin, O," ~ ve H,O,’e gore daha fazla
oldugu ve diger radikallere gore oldukca kisa siirede reaktif etkinlik olusturdugu
belirtilmektedir. Bu nedenle ortamda bulunan herhangi bir madde ile kisa siirede

reaksiyona girerek toksik etkiler gostermeye baslar (Lenzi ve ark 1996).
1.2.5. Reaktif Nitrojen Tiirleri (RNS)

Reaktif nitrojen tiirlerinden nitrik oksit (NO)’in en 6nemlisi RNS oldugu
belirtilmektedir (Caylak 2011). Nitrik oksit radikali, bir atom azot ile bir atom

oksijenin ortaklanmamis elektron vererek birlesmesiyle olusmus ve bu sebeple
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radikal smifinda yer aldig1 belirtilmektedir. Nitrik oksit sentaz enzimi damar endotel
hiicrelerinde L-arjininden sentezlendigi belirtilmekte ve yarilanma omriiniin 10-20
saniye oldugu ifade edilmektedir. NO metaboliz oldugunda molekiiler oksijen ile
reaksiyona girip azot dioksit (NO,) olusturmaktadir (Caylak 2011). Yapilan bir
calismada NO’in spermatozoon motilitesini ve fertilizasyonu engelleyici etkileri

ortaya konmustur (Wu ve ark 2004).
1.2.6. Reaktif Olmayan Oksijen Tiirleri
Hidrojen peroksit (H,0,)

Serbest radikal olmayan hidrojen peroksit, O,’ne bir elektron transferi
(stiperoksit dismutasyonu), O,’ne iki elektronun eklenmesi (indirgenme) ile yada
glikolat oksidaz ve D-amino asit oksidaz ile direkt olarak meydana gelmektedir

(Flora 2007).
Singlet Oksijen (O;")

Singlet oksijen ortaklanmamis elektron icermediginden dolay1 serbest radikal
smifinda yer almamaktadir. Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak
kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitale yer degistirmesiyle olugsmaktadir.
Singlet oksijende elektron donme yonleri birbirine zittir ve delta veya sigma formuna
olusumuna gore ayn1 ya da ayr1 yoriingelerde bulunurlar. Ayn1 yoriingede ise delta
singlet oksijen, ayr1 yoriingelerde bulunuyor ise sigma singlet oksijen formu
oulmaktadir. Sigma formunun yiiksek enerji icermesinden dolay1r kolayca delta

formuna dontistiigii belirtilmektedir (Karp 2005).
1.2.7. Spermatozoada Reaktif Oksijen Tiirlerinin Olusumu ve Etkileri

Ejakulat igerisinde c¢esitli tlirlerde hiicreler bulunmaktadir. Bunlar olgun ve
olgunlasmamis spermatozoonlar, 16kosit ve epitel hiicrelerdir. Lokositler (ndtrofil ve
makrofaj) ve olgunlasmamis spermatozoonlar ROS tiirlerinin olusumunda 6nemli iki
etkenidir. Spermatogenezis sirasinda olusabilen sitoplazmik damlaciklarin fazla
miktarda ortamda bulunmasi diisiik sperma kalitesine sebep olmaktadir. Spermanin
bulundugu ortamin aerobik yapisinin da anaerobik olarak degisimi ROS olusumuna
neden olmaktadir. Insanlarda yapilan arastirmalarda salgi bezlerinde olusan

enfeksiyonlarin lokosperma ve ROS seviyesini arttirdigi belirtilmektedir. Enfeksiyon
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aninda sperma antioksidan sistemi ile ROS olusumu arasindaki dengenin bozulmasi

spermada fonksiyon bozukluguna neden olmaktadir (Agarwal ve ark 2008).

Lokositlerin neden oldugu ROS olusumu, antoksidan dengenin bozulmas: ile
gosterilebilecegi gibi sperma-l6kosit kontaminasyonu ya da l6kosit iirlinlerinin

ortamda artmastyla da gosterilmektedir (Agarwal ve ark 2008)

Spermatozoonun hiperaktivasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda
rol oynayan enzimatik sistemin O,  ~ olusumunda da etkili oldugu belirtilmektedir.
Bunun yaninda O,  ~ iiretiminde etkili oldugu diistiniilen birgok mekanizma
bulunmakla birlikte tam olarak aydmlatilamamistir. Protein kinaz ve fosfolipaz
enzimlerinin uyarilmasi, kalsiyum akismin indiiklenmesi, cAMP seviyesinin artisi,
O," " ’nun spermada {liretilmesiyle benzerlik gostermektedir (Meier ve ark 1991,

Aitken ve ark 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin diistik seviyeleri spermatogenezis esnasinda dogal
olarak ortaya c¢ikmaktadir. ROS iriinlerinden H»O, akrozom reaksiyonu,
hiperaktivasyon ve tirozin fosforilizasyonunu uyararak spermatozoa tlizerinde olumlu
etki gostermektedir (de Lamirande ve Gagnon 1993, Aitken ve ark 1995). Hwang ve
Lamb (2012), H;0,’in ayn1 zamanda spermatozoanmn zona pellusidaya
baglanmasinda rol aldigin1 belirtmektedirler. Arastirmacilar O, ’un, embriyo
gelisiminin son agamasinda etkin bir role sahip oldugunu da belirtmislerdir (Kodama
ve ark 1996). de Lamirande ve Gagnon (1993), ROS’un kontrollii bir sekilde

olusumunun spermatozoon kapasitasyonunda gerekli oldugunu ifade etmislerdir.

Reaktif oksijen tiirleri genellikle oksidatif fosforilizasyon esnasmda rol
oynayan enzimatik reaksiyonlar sonucu ATP sentezlenmesinin Oniine gecerek
mitokondride bulunan oksijeni rediiklemek suretiyle etki gostermektedir (Valko ve
ark 2007, Tremellen 2008). Yapilan calismalarda mitokondriyal DNA’nin
cekirdekteki DNA’ya gore ROS saldirilarma karst daha duyarli oldugu
belirtilmektedir (Liu ve ark 2004, Taylor ve Turnbull 2005). Yiiksek oranda ROS
olusumu sonucunda hiicre apoptozisinde rol oynayan sitokrom C proteini serbest
kalarak spermatozoonda dejenerasyona sebep olmaktadir (Wang ve ark 2003).
Henkel ve ark (2005), spermatazoonda olusan DNA hasar1 orani ile ROS iirlinlerinin

ortamdaki yogunlugu arasinda pozitif bir korelasyonun oldugunu ifade etmektedirler.
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Spermatozoon membran yapisinin doymamis yag asitlerce zengin olmasi,
spermatozoonu LPO’a ve ROS olusumuna kars1 oldukca duyarli hale getirmektedir
(Sikka ve ark 1995, Hwang ve Lamb 2012). Lipit peroksidayonla yiiksek oranda
olusan ROS sonucu spermatozoa DNA yapisinda ve fizyolojik fonksiyonlarinda
olumsuz etkiler ortaya ¢ikarak; akrozom reaksiyonu ve kapasitasyon mekanizmalari
olumsuz etkilenmekte, spermatozoon motilitesi ve fertilizasyon yeteneginde geri
doniisiimsiiz hasarlar ortaya ¢ikmaktadir (Bansal ve Bilaspuri 2011, Agarwal ve ark

2014).

Enfeksiyon/yangi nedeniyle direkt olarak ya da yangi sonucu artan kemokin
miktar1t ROS olusumunu artirmaktadir. Kemokinler oksidatif stresi uyararak LPO’a
sebep olmaktadir. LPO spermatozoonun membran, protein ve lipit yapisina zarar
vermektedir. Kemokinler spermatazoon iizerine direkt olarak etki ederek

spermatozoada fonksiyon bozukluguna yol agabilmektedir (Hwang ve Lamb 2012).

Enfeksiyon/yang1 sonucu olusan ROS, oksidatif stres ve LPO’a neden
olmaktadir. Bunun sonucunda spermatozoon canliligi, akrozom biitiinligi,
kapasitasyon yetenegine hasar vererek fertilite olumsuz etkilenmektedir (Bansal ve

Bilaspuri 2011).

Sperma antioksidan sistemi ile ROS iiretimi arasinda bir denge
bulunmaktadir, bu denge sayesinde sperma ROS’a kars1 bir savunma mekanizmasi
olusturmaktadir. Ancak yukarida bahsedilen enfeksiyon/yangi, kemokinler, 16kosit
kontaminasyonu bu dengeyi ROS yoniinde bozmakta ve bu durumda da spermatozoa
kendini ROS sonucu olusan etkilerden koruyamamakta ve sonucunda spermatozoon

iizerinde kalic1 hasar olugsmaktadir (Agarwal 2014).

Spermatozoonu ROS, oksidatif stres, LPO’nun zararl etkilerinden korumak
amaciyla disaridan ilave edilen antioksidanlar spermatozoon antioksidan sistemine
katk1 saglayarak, spermatozoa motilitesi, canlili§i, membran biitiinliigii, kapasitasyon

ve flizyon yetenegini koruyabilecegi diisiiniilmektedir (Henkel ve ark 2005).
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1.3. Antioksidanlarin Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Akkus (1995) viicutta olusan birgok savunma mekanizmasi sayesinde serbest
oksijen tiirlerinin olusumunu ve meydana getirdikleri hasarin Onlenebilecegini,

bunlarin da antioksidan olarak isimlendirilebilecegini bildirmistir.

Spermatozoa seminal plazmada bulunan antioksidanlar ile kendisini oksidatif

strese kars1 korumaya ¢alismaktadir (Kim ve Parthasarathy 1998).

Antioksidanlarin ilk belirlenen etkileri, hiicre membrani yapisinda bulunan
LPO’a kars1 korunmast olmustur. Bunun sonucu olarak, baslangicta antioksidanlar
LPO’u engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Gilinlimiizde ise
antioksidanlarm tamimi lipitlerin yan1 sira proteinler, niikleik asitler ve
karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri koruyucu etkilerini de igerecek sekilde
genisletilmistir. Boylece antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasar1
engelleyen veya geciktiren maddeler olarak tanimlanmakta ve bu tanimla baglantili
olarak antioksidanlarm etkileri farkli sekillerde olabilmektedir (Rangan ve Bulkley

1993).
Baslica antioksidan etki ¢esitleri sunlardir:
1.ROS’nin enzim reaksiyonlar1 araciligiyla veya dogrudan temizlenmesi

Bu etkilesimde zincir kirict1 antioksidatif etkinlik ile membran
fosfolipitlerinde bulunan DY A’ni serbest radikal hasarindan koruyan ilk savunma

hattin1 olusturmasi yoniiyle etkinlik gosterilmektedir.

E vitamini, yapisinda fenolik hidroksil grubu tasimakta ve zincir kirici

antioksidatif etkinlik gostermektedir (Aydilek ve Aksakal 2003).
2. ROS’nin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi

Glutatyon gibi  antioksidan molekiiller ise direk olarak ROS
konsantrasyonunu azaltirlar. Siiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler serbest

radikal iiretimini etkisiz hale getirirler (Baskin ve Salem 1997).

3.Metal iyonlarini baglayarak radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi
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Sitrik asit, amino asit, etilen diamin tetra asetikasit (EDTA) metal iyonlarini
baglayarak radikal olusum reaksiyonlarini engelleyici etkinlik gostermektedir.
Metalik iyonlar, 6rne§in bakir ve demir katalitik olaylarda lipit oksidasyonunu

hizlandirirlar (Rossell 1983).

4.Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi

Bu gruba 6rnek olarak verilen askorbik asit (vitamin C), askorbil palmitat, izo
askorbik asit ve sodyum tuzlar1 yag igeren gidalarda stabiliteyi saglamak amaciyla

kullanilirlar (Cuvelier ve ark 1992).

Memeli hayvanlarin viicut sivilar1 ve reprodiiktif dokularinda yiiksek
oranlarda bulunan antioksidan maddeler, eksojen olarak sperma sulandiricilarma
katildiginda spermadaki serbest radikallerin neden oldugu hiicre membranlarindaki
yag asitleri ve fosfolipitlerin peroksidasyonunu minimuma indirmektedir. Boylece
LPO’nun spermatozoon akrozomunda neden oldugu hasar azaltilabilmekte ve
dolayisiyla elde edilen dol verimi 6nemli 6l¢iide yiikseltilebilmektedir (Aitken ve ark

1989, Beconi ve ark 1991, Vishwanath ve Sahannon 1997, Donnelly ve ark 2000).

Her antioksidan farkli serbest radikale etkilidir ve antioksidanlar kombine
edildiklerinde birbirlerini tamamlayici etki gosterirler (Vishwanath ve Sahannon
1997, Upreti ve ark 1997). Antioksidanlar etkinliklerine gore enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar olarak siniflandirilmaktadir (Bansal ve Bilaspuri 2011).

1.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

En O6nemli antioksidan enzimler; sliperoksit anyonunu H,O,’e doniistiiren
siiperoksit dismutaz (SOD), organik peroksitleri detoksifiye eden glutatyon
peroksidaz (GPx) ve H,O;’1 suya indirgeyen katalazdir (Guemouri ve ark 1991).

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz, endojen sekilde iiretilen ve organizmada bulunan her
hiicre i¢in esansiyel bir enzim olarak ifade edilmektedir. SOD viicutta farkl
formlarda olabilecegi gibi en yaygin formunun sistolik bakir ¢inko iceren CuZn-SOD
oldugu belirtilmistir. SOD, ROS’inden siiperokside bir elektron vererek H,O,’e
indirgerken; katalaz ve selenyum-bagimli glutatyon peroksidaz (GPx) ise H,O’i
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suya indirger. SOD antioksidatif etkinligini O, ~ ile Fe*"iin Fe*"ye indirgenmesi ile

OH ’nin olusumunu engellenmesi seklinde gostermektedir (Baskin ve Salem 1997).

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz, endojen hidroperoksitlerin indirgenmesinde 6nemli
etkinlik gostermektedir. GPx bileseninde dort atom selenyum bulunmasindan dolay1
seleno-sistein  bilesigi smifina girmekte ve bu sayede katalitik aktivite
gostermektedir. GPx, etkinlik gostermek i¢cin glutatyona gereksinim duymaktadir.
Glutatyonu oksitleyerek H,O,’yi1 H,O’ya indirgemektedir (Esitlik A). Okside olan
glutatyonu, glutatyon rediiktaz (GR) araciligi ile tekrar glutatyona (GSH)
indirgeyebilmektedir (Esitlik B). SOD en yiiksek diizeyde etki gOsterebilmek igin
bakir, ¢cinko ve manganez; GPx, selenyum ve katalaz demir gibi gecis metallerinin

kofaktorliigiine gereksinim duymaktadir (Garewal 1997).

H,0, + 2 GSH — GSSG + 2 H,O (Esitlik A)
GSSG + NADPH + H" — 2 GSH + NADP" (Esitlik B)

Katalaz (CAT)

Hayvansal organizmalarda karaciger ve eritrositlerde yogun olarak bulunan
CAT beyin, kalp, iskelet kaslarinda ise ¢ok diisiik seviyelerde oldugu
belirtilmektedir. CAT ve GPx, H,0, i su ve atomik oksijene indirgemektedir. Bunun
yaninda membran gegirgenligine yiliksek olan molekiillerin sulandirict veya ortamdan
uzaklastirilmasinda goérev almaktadir. CAT ve GPx enzimlerin etkinliklerinin
artmadan SOD’n aktivitesinin artmas1 H,O, seviyesinin artmasina ve boylece OH

radikallerinin olusmasina sebep oldugu ifade edilmektedir (Garewal 1997).
1.3.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlar sentetik antioksidan ya da diyet olarak
alman maddeler olarak bilinmektedir (Bansal ve Bilaspuri 2011). Enzimatik olmayan

antioksidanlar hidrofilik ve hidrofobik olarak iki sinifa ayrilmaktadir.
Hidrofilik molekiiller

Polar gruba sahip olan molekiiller su ile hidrojen bagi olusturarak suyun
icerisinde ¢Oziiniirler. Bu tiir molekiillere hidrofilik (suyu seven) denmektedir (Lee

ve Rossky 1994).
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Glutatyon, hiicrede mM diizeyinde bulunan ROS siipiiriiciisiidiir. Glutatyonun
bu o6zelligi serbest radikallere bir H atomu vermesi ile olabildigi gibi, GPx’in
kofaktorii olarak H,O, ve diger hidroperoksitlerin toksik etkilerini onleyerek de

gosterebilmektedir (Lenzi ve ark 1993).

Vitamin C, hidrofilik molekiil dzelliginde olup, LPO’a kars1 O," , OH' ve
lipit hidroperoksitlerle reaksiyona girerek antioksidan etkinlik gdsterdigi

belirtilmektedir (Cuvelier ve ark 1992).

Ayrica hidrofilik yapida antioksidanlar smifinda, ergotiyonin, askorbik asit,

tiyoredoksinler bulunmaktadir (Antmen 2005).
Hidrofobik molekiiller

Apolar molekiiller su igerisinde ¢oziinmezler ve hidrofobik (sudan kacan)
olarak isimlendirilirler. Bu tiir molekiiller su ile hidrojen bagi olusturamayacaklar1
icin diger hidrofobik molekiillerle interaksiyona (etkilesime) girerler (Lee ve Rossky

1994),

Hidrofobik molekiiller, lipoprotein ve membran yapisinda bulunarak oksidatif
strese ve LPO olusumuna karsi antioksidatif etkinligi bulunan maddelerdir. Bu
etkilerini, peroksi radikallerini parcalayarak ya da hidroperoksitlerin 0,

olusturmasinin 6niine gegerek gostermektedir (Cemeli ve ark 2009).

Vitamin E, membran fosfolipit baglarinda peroksil radikallerin
parcalanmasinda en etkili maddedir. Vitamin C ve Vitamin E sinerjistik etki

gostererek, a-tokoferol radikalinin tokoferole doniistiiriilmesinde rol oynamaktadir.

Beta-karoten ve likopen gibi retinoidler, antioksidan sistemde hidrofobik
molekiiller olarak yerlerini almaktadir. Retinoidler plazmada lipoproteinler ve retinol
baglayici proteinler aracilifiyla tasmirlar. Beta-karotenler lipit peroksil radikallerini,
disik oksijen basinci altinda siipiirerek antioksidatif etkinlik gdstermektedir.
Karotenoidler, hiicreleri oksidatif strese karsi ii¢ farkli sekilde korurlar: Flavinler ve
porfirinler gibi triplet uyaricilarin zararli etkilerini baskilama, O," i baskilama ve
peroksil radikallerini temizlemedir (McCord ve Edeas 2005). Tiirk ve ark (2006)
yazmig olduklar1 derlemede, likopenin oksidatif strese karst rat testis

dejenerasyonunu 6nledigini ve spermatozoon kalitesini artirdigini belirtmektelerdir.
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Antioksidanlarin  sperma sulandiricilarina  farkli oranlarda eklenerek
spermanin kisa siireli ya da dondurularak saklanmasi iizerine etkinlikleri bir¢ok
arastirmaci tarafindan arastirilmaktadir (Ball ve Vo 2001, Funahashi ve Sano 2005,
Uysal ve Bucak 2007, Sariozkan ve ark 2009, Camara ve ark 2011, Peruma ve ark
2013).

Amini ve ark (2015), sperma sulandiricisina 50, 100, 200 ve 300 pg/mL
oraninda CAT ve 50, 100, 200 ve 300 U/mL oraninda SOD ilave ederek
dondurduklar1 horoz spermasinin ¢dziim sonu incelemesinde 100 ug/mL CAT ve 50
U/mL SOD igeren sulandiric1 gruplarinda yiiksek motilite ve canlilik oranlar1 elde

ettiklerini belirtmislerdir.

Aygir spermasmin kisa siireli saklanmasmin arastirildigi ¢alismada sperma
sulandiricisina 100 ve 200 U/mL CAT; 0,5, 1 ve 2 mM BHT, 1, 2 ve 4 mM Vit E;
0,5, 1 ve 2 mM Tempo antioksidanlar1 eklenmis ve 72 saat siire ile saklanan
spermalarin motilite degerlendirilmesinde antioksidan eklenen gruplar arasinda bir

fark bulunmadig1 sonucuna varilmistir (Ball ve Vo 2001).

Roca ve ark (2005), domuz spermasinin dondurulmasi amaciyla SOD (150 ve
300 U/mL) ve CAT (200 ve 400 U/mL) ekledikleri sulandiric1 gruplarmmin ¢6ziim
sonu degerlendirilmesinde, SOD ve CAT ilavesinin sperma parametrelerine katki

sagladigini bildirmislerdir.

Peruma ve ark (2013), mithun boga spermasinin kisa siireli saklanmasinda
sulandiriciya ilave ettikleri CAT mn (50, 100 ve 150 U/mL) spermatazoon motilite ve

canlilik oraninlarmi korudugunu belirtmislerdir.

Sperma sulandiricisina inositol ilavesinin glutatyonun antioksidan etkinligini
artirdigi ve bu sayede akrozom ve membran biitiinliglinii oksidatif strese karsi
korudugu ifade edilmektedir (Bucak ve ark 2010). Boga spermasinin
dondurulmasinda inositol ilavesinin ¢éziim sonu spermatozoon motilitesini korudugu

Bucak ve ark (2010) tarafindan gosterilmistir.

Sistein diisiitk molekiil agirligina sahip tiyol grubu bir amino asittir. Hiicre ici
glutatyonun onciimaddesi olarak bilinmektedir. Hiicre membranina kolayca penetre

olmasi sayesinde, invitro/invivo ortamda GSH sentezini artirarak hiicreyi oksidatif
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strese karsi korudugu belirtilmektedir (Hendin ve ark 1999). Uysal ve Bucak (2007),
ko¢ spermasmin dondurulmasi amaciyla sulandiriciya ekledikleri sistein ve
glutatyonun ¢6ziim sonu spermatozoon motilitesi T{izerine koruyu etkinlik

gosterdigini ifade etmislerdir.

Sisteinin boga, ko¢ ve teke spermalarinin dondurulmasi {izerine etkinliginin
arastirildigr  ¢alismalarda ¢6ziim sonu spermatozoon motilitesini  artirdigi
belirtilmektedir (Bilodeau ve ark 2001, Uysal ve Bucak 2007, Sariozkan ve ark
2009). Ayrica domuz spermasmin kisa siireli saklanmasinda da sistein igeren

sulandiric1 grubuyla benzer sonuglar alinmistir (Funahashi ve Sano 2005).

Trehaloz ve taurin sulfonik amino asit grubundan olup enzimatik olmayan
antioksidanlar olarak bilinmektedir (Shiva Shankar Reddy ve ark 2010).
Disakkaritler spermanin dondurulmasi silirecinde ozmotik degisimlere karst
membranin fosfolipit baglarina etki ederek hiicre hasarmin oniine gegmeye calistigi
bildirilmektedir (Molinia ve ark 1994, Liu ve ark 1998). Trehalozun kog, boga ve
fare spermasmnin dondurulmasinda basarili bir kriyoprotektan etki gosterdigi

belirtilmektedir (Storey ve ark 1998, Bilodeau ve ark 2001, El-Alamy ve Foote 2001)

Kopek spermasmin kisa stireli saklanmasinda ve dondurulmasina iligkin
cesitli antioksidanlar ile yapilmig bir¢ok arastirma mevcuttur (Uysal ve ark 2005,

Michael ve ark 2009, Martin-Besa ve ark 2007, Bencharif ve ark 2012).

Michael ve ark (2009), kopek spermasinin ¢esitli antioksidanlar ile kisa siireli
saklanabilirligini arastirdiklar1 ¢alismada sulandiriciya Vit C, n-asetil-1-sistein,
taurin, CAT, Vit E ve Vit B16 eklemisler; Vit E, taurin ve Vit B16 katilan
gruplarinda motilite oranlarinin kontrol grubuna gore 6nemli 6l¢iide korundugunu
saptamislardir. Ayni1 ¢alismada spermatozoa canlilik oranlar1 Vit B16 ve Vit E
gruplarinda kontrol grubuna goére yiiksek bulunmustur. Ayrica ROS seviyelerinin de
taurin, CAT, Vit E ve Vit B16 igeren sulandiric1 gruplarinda kontrol grubuna gore

onemli Olciide azaldig1 arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur.

Kmenta ve ark (2011), kdpek spermasimin kisa siireli saklanmasinda CAT ve
tirosin amino asitlerinin etkinliklerini arastrmiglar ve CAT iceren sulandirict
grubunun diger gruplara gore motilite ve canlilik oranlarmi istatiksel olarak dnemli

oranda korudugunu gostermislerdir.
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Bencharif ve ark (2012), kopek spermasinin dondurulmasinda glutaminin
¢Oziim sonu motilte oranmni kontrol grubuna gore onemli Olciide iyilestirdigini

belirtmislerdir.

Neagu ve ark (2010), kopek spermasimnin dondurulmasi amaciyla
sulandirictya ImM BHT ilavesinin ¢dziim sonu total motilite ve canli spermatozoa
orant bakimmdan diger gruplara gore anlamli Ol¢liide katki sagladigmi ifade

etmislerdir.

Martins-Besa ve ark (2007), kopek spermasinin dondurulmasi amaciyla
Uppsala Equex Il sulandiricisina 25, 50 ve 75 mM dozlarinda taurin ve hipotaurin
amino asitlerini eklemisler ve ¢6ziim sonu spermatolojik degerlendirmede amino asit
gruplarmin kontrol grubuna gore mitokondriyal aktivite, motilite ve canlilik

parametreleri bakimindan etkili olmadigi kanisina varmislardir.

1.4. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

1.4.1. Spermanin Sulandirilmasi

Basarili bir kriyoprezervasyon isleminde osmolarite, pH ve iyonik yapinin
devamliliginin ve enerji kaynagnin saglanmasi, donma sirasinda olusacak soguk
soku hasarlarin azaltilmasi1 temel noktalar olarak bildirilmektedir (Hammerstedt ve

ark 1990, England 1993).

Spermatozoanin metabolik aktivitesi hidrojen iyonlarmmin agiga ¢ikmasina
neden olur. Aciga ¢ikan bu iyonlar sulandirici pH’smin diigmesine ve dolayisiyla
motilite ve fertilite giiciiniin azalmasina yol agmaktadir. Bu nedenle tampon 6zellikli
swvilarin sperma sulandiricilarinda kullanilmasi zorunlu hale geldigi belirtilmektedir
(England 1993). Kopek spermasmin sulandirilmasi amaciyla ilk yapilan ¢alismalarda
krebs-ringer-fosfat tampon sulandiricilar1 kullanilmis, daha sonra Seager ve ark
(1975), %11 laktoz iceren sulandirict ile basarili sonucglar elde etmislerdir.
Glinlimiizde dipolar 1yon (zwitterionic) tampon sulandiricilart spermanin
sulandirilmasinda kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan en 6nemlisi tris-sitrik asit-
fruktoz- yumurta saris1 sulandiricisi olup, modifiye edilmis farkl: igerikleri ile birgok
arastirmada kullanilmaktadir (Woods ve ark 2000, Tosun ve Uysal 2007, Stanescu ve
Birtoiu 2010).
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Memeli spermasinda pH nétre yakindir. Buna goére sulandiricilarm pH’si
genellikle 6,9-7,1 arasinda olmaktadir. Kopeklerde spermatozoon bulunan ana
sekretin pH’s1 6,27+0,3 diir. Motilite oran1 yiiksek olan spermatozoonlarda ejakulat

pH degerinin 7’°nin iizerinde oldugu ifade edilmektedir (England 1993).

Sulandiricilara  katilan yumurta sarisinin - fosfolipit  yapisinda olup,
spermatozoayr soguk sokundan korudugu ve sulandiricilara katilmasi gerektigi
bildirilmistir (Medeiros ve ark 2002). Dondurma siirecinde yumurta sarisinda
bulunan diisiik yogunluklu lipitler (LDL) yumurta sarisinin jelatinlesmesini saglar.
Yumurta sarisinin koruyucu kismlar1 fosfolipitler (lesitin) ve LDL oldugunu
bildirmektedir. LDL spermatozoon membranini sararak dondurma-¢ozdiirme
sirasinda spermatozoonun zarar gormesini engellemeye calismaktadir (Medeiros ve
ark 2002, Purdy 2006). Yumurta sarisit sulandirici igerisinde tiirlere gore farkli
olmakla birlikte genellikle % 3-25 oranlarinda kullanilmaktadir. Yumurta sarisinin
kriyoprotektan ozelligi tam olarak bilinmemekle birlikte, spermatozoonun
sogutulmas1  esnasindan  spermatozoon membranina yapisarak membran

biitlinliigiiniin bozulmasini engelleyi etki gosterdigi diistiniilmektedir (Akcay 2000).

Sulandiricilarda spermatozoonlarin enerji gereksinimlerini saglamak adina
eksojen olarak sekerlerden faydalanilmaktadir. Glikolizis etkinliginden dolay1
spermatozoa i¢in glukoz, fruktoz ve mannoz enerji kaynagi olarak kullanildigi
belirtilmektedir. Bu nedenle sulandiricilara glukoz ve fruktoz eklanmaektedir (Silva

ve ark 2001).

1.4.2. Spermanin Dondurulmasi

Spermanin dondurulmasina ait ¢aligmalar gliseroliin kriyoprotektan olarak

etkinliginin ortaya konmasidan sonra baslamistir (Holt 2000).

Spermatozoon membran yapisinda yiiksek oranda bulunan DYA,
spermatozoonun sogutulmasi esnasinda irreversibl faz degisimine, (siv1 fazdan jel
fazina gegmesine) neden olmaktadir (Holt 2000, Watson 2000). Faz degisimi sonucu
olarak spermatozoonun ¢6ziim sonu canliliginin azalmasi goriilmektedir. Ayni
zamanda membran yapisindaki doymamis fosfolipitler spermatozoayr ROS

ataklarma ve sonucunda LPO’a kars1 duyarli hale getirerek ozmotik ve mekanik
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strese sebep olmaktadir (Eilts 2005, Bucak ve Tekin 2007, Agarwal 2014). Bu siireg

terminolojide sogutma zarari (cryoinjury) olarak adlandirilmaktadir (Holt 2000).
1.4.3. Kristalizasyon

Spermatozoanm sogutulmasi ile beraber hiicre dis1 ortamda -5°C ile -10°C
arasinda buz kristali olusumu gozlenmekteyken, hiicre i¢i hiicre membranmin
etkisiyle tam olarak donmamustir. Hiicre disinda olusan kristallesme sonucu hiicre
dis1 ozmotik basing, ortamda bulunan yapilarinin yogunluklarmim artmasi sonucu
izotonik halden hipertonik ortama dogru hizli bir sekilde gecis yapar. Bunun
sonucunda, hiicre dis1 ortamda olusan buz kristalleri arasinda yogunluk-basing
farklarindan kaynakli hiperozmotik cepler olusmaktadwr. Bu esnada hiicre iginde
heniiz donmamis yapilar ve iyonlar (Ca’, Na') Na'- Ca’ ve K'-ATPaz kanallarindan
hiicre disma dogru ge¢meye baslar (dehidrasyon) ve bunun sonucunda hiicre ici
madde kaybi1 ve hiicrenin kiiciilmesi sekillenirken, ayn1 zamanda hiicre i¢i yogunluk
artmasima bagli olarak hiicre i¢i kristallesme olusur. Hiicrenin sogutulmasi siirecinde
yasanan bu durum spermatozoanin ¢Ozdiiriilmesi siirecinde de dekristalizasyon

olarak tersine ger¢eklesmektedir (Fraser ve Strzezek 2005, Bucak ve Tekin 2007).
iki-Faktor Hipotezi

Mazur ve ark (1972) tarafindan ortaya konulan iki faktor hipotezi, hiicrenin
yavas sogutulmasi sonucu hiicre i¢i-dis1 iyon ve su molekiillerinin diisiik sicakliklara
maruz kalma siiresinin uzamasi ile buz kristali olusumunun artisi, yavas ¢ozdiirme ile
de tersine dekristalizasyon sonucu hiicrenin geri doniisiimsiiz olarak hasar gérmesi
olarak ifade edilmektedir. Buna goére hiicrenin dondurma ve ¢6zdlirme hizlarinin
hiicre tiplerine gore optimize edilmesinin ve kullanilacak olan kriyoprotektan se¢imi
ve optimum dozunun belirlenmesinin hiicrenin dondurma-¢ézdiirme stirecinde

olduk¢a 6nemli oldugu vurgulanmaktadir.

Hiicrelerdeki sogutma zararinin olusmasinda, hiperozmotik stres, soguk soku
stresi, ozmotik biiziisme-sisme etkili oldugu belirtilmektedir. Hiperozmotik ortamin
olusmasinda; pH, hiicresel dehidrasyonda artig, hiicre membranindaki protein-lipit
yapinin zayiflamast etkili olmaktadir. Spermatozoonun dondurulmasi sirasinda

hiperozmotik ortam olusmaktayken ¢6ziim esnasinda kristalizasyonun ortadan
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kalkmasi ile hiperozmotik ortam azalmaktadir. Ozmotik stres intra/ekstraselliiler

ortamda olusan bu farkliliktan ileri gelmektedir (Holt 2000).

Kriyoprotektan ilavesi, hiicre i¢inde hiperozmotik ortam olusturmasina ve
dehidrasyona neden olmaktadir. Kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasinda
ise tersine etki olusarak tekrar gelisen hiperozmosize bagli membran yikimlari
olugsmaktadir. Spermatozoonlardaki kii¢iik porlarm varligi potasyum ve sodyum
iyonlarinin giris-¢ikisini saglarken ayni zamanda hipoozmotik stres ve kolloidal
ozmotik hemolize karsi duyarliligi artirmaktadir. Bunu Oniine gecilebilmesi ic¢in
ortama eklenecek olan kriyoprotektanlarin yavas bir sekilde eklenmesi

gerekmektedir (Bucak ve Tekin 2007).

1.4.4. Spermanin Dondurulmasinda Kullanilan Kriyoprotektanlar

Kriyoprotektanlar spermatozoanin dondurulmasinda meydana gelen soguk
sokuna, hiicre i¢i kristal olusumuna, spermatozoonun ¢6ziim esnasinda membran
yapisinin destablizasyonuna ve dekristalizasyonuna kars1 koruyucu etkinlik
gostermesi nedeniyle kullanilmaktadir. Kriyoprotektanlar hiicre igerisinde donmamis
fraksiyonu artirarak, denge saglamakta ve bu sozelli§i ile spermatozoonlarin
dondurlmas1 ve ¢ozdiirlmesinde koruyucu etkinlik gostermektedirler (Bucak ve

Tekin 2007).

Hiicrelerin kriyoprotektan maddelere maruz kalmasi hiicrelerden su
atilmasina neden olmaktadir. Bu dehidrasyon isleminin c¢ok hizli bir sekilde
gergceklesmesi, hiicrelerin Oliimiine neden olabileceginden kriyoprotektan igeren
stvilarin artan konsantrasyonlarda ilave edilmesi gerekmektedir. Doza bagl olarak
cogu kriyoprotektan madde hiicreler i¢in toksik 6zellik gosterebileceginden bu toksik
etkiyi minimize etmek icin kriyoprotektanlar ortama yavas bir sekilde ilave edilmeli,
sulandirici ve kriyoprotektan karisimi spermaya ilave edilmeden Once diisiik

sicaklikta muhafaza edilmelidir (Holt 2000).

Kriyoprotektanlar permeabl ve permeabl olmayan kroyoprotektanlar olarak

iki gruba ayrilmaktadirlar (Holt 2000, Silva ve ark 2003, Pena 2004).
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Permeabl Kriyoprotektanlar

Bu grup icerisinde; Gliserol, Etilen Glikol, DMSO (dimetil siilfo oksit) 6rnek
olarak sayilabilir. Permeabl 6zellikteki kriyoprotektanlar hiicre icerisine etki ederek,
donma esnasinda elektrolit dengeyi koruma, dehidrasyon esnasinda hiicre i¢i protein
yapisinda olusabilecek protein denatiirasyonunu azaltma ve dislik sicakliklarda
olusabilecek mekanik stresin Oniine gecme gibi 6zelliklere sahiptir (Holt 2000, Silva

ve ark 2003, Pena 2004).

Gliserol

Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yap1 gdsteren bir poliol bilesigidir. Gliserol
hiicre i¢i su ile hiicre sitoplazmasi arasina girerek hiicre i¢i kristalizasyonun Oniine
gecmektedir (Vidament ve ark 1997). Gliseroliin karbon atomu ile hidroksil grubu
oraninin esit olmasi, ayrica liyofilik/hidrofilik o6zelligi tasimasi, spermanin
dondurulmas1 esnasinda kriyoprotektif etkinligini artirmaktadir (Storey ve ark 1998).
Gliseroliin farkli konsantrasyonlar1 spermanin dondurulmasinda denenmis ve diisiik
konsantrasyonlarda kullanim1 kriyoprotektan etkinliginin daha iyi ortaya ¢ikmasini
saglamistir (Cochran ve ark 1984, Cristanelli ve ark 1985). Gliseroliin hayvan
tiirlerine gore sulandiricilara ilave edilecek optimum dozlarmin arastirildig:
calismalarda boga spermasi sulandiricisinda % 7 (De Jarnette ve ark 2000),
aygirlarda % 4-5 (Morrell ve Hodge 1998), ko¢ ve teke spermasinda % 4-8 (Woods
ve ark 2000), domuzlarda % 3, farede ise % 1,75 (Holt 2000) oraninda
kullanilabilecegi belirlenmistir.  Hiicrelerde gliseroliin toksik etkisi, membran
biyoenerji dengesinde degisiklige ve ozmotik strese ve sonucunda da protein
denatiirasyonu ve membran hasarina yol agmaktadir (Hammerstedt ve Graham 1992,

Alvarenga ve ark 2000, Woods ve ark 2000).

Gliserol kopek spermasmin dondurulmasinda en yaygm kullanilan
kriyoprotektan olarak bildirilmektedir (Rota ve ark 2006). Képeklerde dondurulmus
sperma ile yapilan ilk suni tohumlama uygulamalarinda gliserol % 8 oraninda
kullanilmistir. Sonraki c¢alismalarda farkli gliserol orani iceren sulandiricilarla
dondurulan kopek spermalarmin ¢d6ziim sonu verilerine gore optimum gliserol

oraninin % 2-8 arasinda olmas1 kanisina varimistir (Gilinzel 1986, England 1993,
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Pena ve ark 1998, Mayenco-Aguirre ve Perez-Cortes 1998, Cardoso ve ark 2003,
Silva ve ark 2003, Pena 2004).

Etilen glikol

Etilen glikol gliserol gibi ayn1 karbon atomuna ve hidroksil grubuna sahip bir
kriyoprotektandir. Etilen glikoliin (62,07 g/mol) molekiiler agirhigi ise gliserole
(92,10 g/mol) oranla daha diisiiktiir. Bu sebeple etilen glikoliin gliserole oranla hiicre
ic1 permeabilitesinin yiiksek oldugu ve toksik etkisinin daha az oldugu belirtilmistir

(Storey ve ark 1998).

Etilen glikoliin aygir, domuz, fare ve insan spermasinin dondurulmasinda
hiicre i¢i gegirgenliginin daha iyi oldugu diisiincesiyle kullanildig1 belirtilmektedir
(Watson 1990, Molinia ve ark 1994, Phelps ve ark 1999). Etilen glikoliin kdpek
spermasinin dondurulmasinda kullanilmas: ile ilgili veriler smirli sayida olmakla

birlikte etkileri tam olarak ortaya konulamamistir (Soares ve ark 2002).

Rota ve ark (2006), kopek spermasinin dondurulmasinda etilen glikoliin

gliserole oranla daha iyi koruyuculugu oldugunu vurgulamislardir.

Cavalcanti ve ark (2002), etilen glikoliin kdpek spermasinin ¢dziim sonu
motilitesini diislirdiiglinii belirtirken, Soares ve ark (2002), gliserol ile etilen glikoliin
kopek spermasmin ¢oziim sonu motilite degerleri arasinda bir fark olusturmadigini
belirtmislerdir. Benzer sonucu Santos ve ark (2001), % 5 oraninda gliserol ve etilen

glikolii kullandiklar1 ¢aligmalarinda da elde etmislerdir.

Permeabl Olmayan Kriyoprotektanlar

Bu tiir kriyoprotektanlarm hiicre membraninda sivi veya katyonlara karsi
permeabilite artig1 yaparak olusacak olan ozmotik strese karsi koruma ve bu sayede
LPO’u azaltict etkileri bulunmaktadir. Permeabl olmayan kriyoprotektanlar
makromolekiiller (Polietilen glikol, ficoll 70, BSA, dekstran, mannitol) ve sakkaritler
(glukoz, siikroz, trehaloz ve raffinoz) olarak iki gruba ayrilmaktadirlar (An ve ark

2000, Ball ve Vo 2001).

Hiicre i¢ine niifuz edemeyen diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektanlar,

donma islemi siiresince sekillenen kristal olusumunu azaltic1 etkilerini hiicreleri
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dehidre ederek gostermektedir. Hiicre i¢ine niifuz edemeyen yliksek molekiil agirlikli
kriyoprotektanlar ise, hiicrelerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda olusan buz
kristallerinin sekil ve bliyiikliiklerini zararsiz olacak bicimde degistirerek etkilerini

gostermektedir (Mcgann ve ark 1988).

Eksternal kriyoprotektanlar, hiicre membraninin sivi ve katyonlara karsi
permeabilitesinde artis saglayarak ozmotik strese karsi hiicreyi esnek hale getirir. Bu
sayede hiicrenin donma/¢dziinmesi esnasinda gelisen LPO’u azaltmaya calisirlar

(Cabrita ve ark 2001).
1.4.5. Kopek Spermasinin Dondurulmasi ile ilgi Yapilan Cahsmalar

Pena (2004), tris bazli sulandirict ile 0,25 ml’lik payetlerde spermayi
dondurarak ¢6ziim sonu motilite ve anormal akrozom oranlarmni degerlendirmistir.
Buna gore ¢6ziim sonu motilite orant % 35,13+12,53 olurken, hasarli akrozom

oranini ise % 31,75+10,18 olarak saptanmistir.

Olar ve ark (1989), en yiiksek ¢coziim sonu motiliteyi tris sulandiricisinda %
3-4 gliserol orani ile elde ettigini bildirmistir. Ayrica 0,5 ml’lik payetlerde tris ve
laktoz sulandiricilarmi farkli gliserol oranlari kullanarak karsilastrmis ve % 2-4
gliserol katilan tris sulandiricisinda ¢6ziim sonu motilitenin daha yiiksek oldugunu

(% 40) saptamustir.

Yurdaydin ve Kotzab (1987), yaptiklar1 bir arastirmada, 4 adet kdpekten
topladiklar1 20 ejakulati tris sulandiricisi ile 1:3 oraninda sulandirmuslar ve 4°C’ta 2
saat ekilibre ettikten sonra sivi azot buharinda 7 dakikada dondurmuslardir. Calisma
sonucunda ¢o6ziim sonu motiliteyr % 46,25, O0lii spermatozoa oranmi % 33,12,

anormal spermatozoa oranini ise % 27,91 olarak tespit ettiklerini bildirmislerdir.

Yubi ve ark (1987) ise % 8 gliserol igeren tris-fruktoz ve % 4 gliserol iceren
laktoz sulandiricilari ile kopek spermasini 1:5 oraninda sulandirmislar ve 7°C’ta 3
saat ekilibrasyon uygulayarak kuru buz-etil alkol yontemi ile 0,5 ml lik payetlerde
dondurmuslardir. Coziim sonu motiliteleri tris-fruktoz sulandiricisi i¢in % 29,17,

laktoz sulandiricist icin % 24,17 olarak saptanmustir.

Dondurulmus spermanin ¢oziim sonrast kabul edilebilir motilite oran1 % 50

olarak belirlenmistir. Elde edilen daha diisik motilite oranlarma ise, anormal
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spermatozoanm neden oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle dondurma oncesi
protoplazmik  damlaciklarm  oram1  basarili dondurma islemini olumsuz
etkilemektedir. Bunun nedeni ise, protoplazmik damlaciklarin i¢inde bulunan
hidrolitik enzimlerin donma ve ¢dzme sirasinda parcalanarak acifa c¢ikmasiyla
spermatozoaya olumsuz etki etmesidir (Pena 2004). Ayrica dondurma ve ¢ozdiirme
islemleri sirasinda akrozomda zarar gormektedir. Ancak akrozom hasarlar1 direkt
olarak motiliteyi etkilememekle birlikte, biiyiik dl¢iide fertilite diisiikliigiine neden

olmaktadir (Froman ve ark 1984, Pena 2004).

Kopek spermasinin dondurulmasinda spermanin uygun bir sulandirici ile
sulandirilmasi, ¢6ziim sonu spermatolojik parametrelere olumlu katki saglamasi

acisindan kriyoprotektan ve antioksidan se¢imi dnemli olmaktadir.

1.5. Kuersetin, Ergotiyonin ve Esansiyel Amino Asit Soliisyonunun (BME)

Antioksidatif Etkinligi

Antioksidan, antiinflamatuvar, antiviral, antiallerjik ve antitrombotik
ozellikleri bulunan flavonoidler ¢calismalarda siklikla kullanilmaktadir (Stavric 1994,
Yetiik 2013). Flavonoidler fenolik madde yapisinda olup, aromatik halkasinda bir
veya daha fazla hidroksil grubu bilesigi icermektedir (Shahidi ve Naczk 1995).

Flavonoidler katesin-kuersetinler, antosiyanidinler, flavonoller, flavanonlar
ve proantosiyanidinler olmak iizere bes alt gruba ayrilir. Flavonoidlerin antitoksidan
ozelliklerini gosterebilmek i¢in serbest radikallerle reaksiyona girerek onlar1 etkisiz

hale getirdigi belirtilmektedir (Yetiik 2013).

Flavonoidlerin hiicre yapisi iizerinde; siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve
singlet oksijeni temizleme, peroksil radikalini tutma, lipit peroksil zincir yapisini
kirma, hiicre i¢ine girme ya da ¢ikma 6zelliginde olan demir, bakir gibi metallerin
gecisini diizenleme gibi 6zellikleri ile etki etmektedir (Stavric 1994, Skaper ve ark

1997, Formica ve Regelson1995).

Kuersetin 6zellikle sogan, elma, maydanoz ve narenciyede bulunan 6nemli
bir flavonoid maddedir. Kuvvetli bir antioksidan olma 6zelligi yaninda antiviral,

antikarsinojen, antimikrobiyal, antiparaziter, yangi giderici, kolesterolii diisiiriicii ve
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immun sistemi destekleyici etkisi oldugu belirtilmektedir (Abdallah ve ark 2011,
Zribi ve ark 2012).

Kuersetin spermanin kisa siireli saklanmasinda ya da dondurulmasinda ROS
olusumunun Oniine gegerek antioksidatif aktivite gostermekte ve serbest radikallere
karst divalent katyonlar ile selasyon olusturarak lipoksi radikal olusumunu
baskilamaktadir (da Silva ve ark 1998, Johinke ve ark 2014). Flavonoidler LPO’u
azaltmak amaciyla peroksil radikallerden H atomu vererek ROS olusumunu
azaltmakta ve bu sayede koroner kalp hastalig1 ve kanser gibi patolojik hastaliklar
dahil LPO’a kars1 dokular1 koruyucu rol iistlenmektedir (Aherne ve O’Brien 2000).
Kuersetinin ayrica spermatozoonda oksidatif strese bagli olusan DNA hasarna kars1

koruyucu etkinligi bildirilmistir (Zribi ve ark 2012).

Ergotiyonin tiyol ve tiyon formunda bulunan flavonoid kdkenli antioksidan
ozellikte olan bir maddedir. Ergotiyonin ilk olarak Tanret (1909) tarafindan ¢avdar
tohumu {izerindeki Clavipes purpurea mantarindan elde edilmistir. Bunun yan1 sira
siyah ve kirmiz1 fasulyede, kirmizi ette, karaciger, bobrek ve tahillarda da bulundugu
belirlenmistir. Insanlarda eritrositlerde, kemik iliginde, karaciger, bobrek, seminal
stvi ve goziin kornea tabakasinda 100uM-2mM arasinda de8isen oranlarda

bulunmaktadir (Cheah ve Halliwell 2012).

Ergotiyoninin ~ yapilan  c¢aligmalarda, katyon selasyonunda, gen
ekspresyonunda ve immun sistem diizenleyicisi roliinde oldugu ortaya konmustur
(Rahman ve ark 2003, Laurenza ve ark 2008). Bunlarin yani sira antioksidan ve
kriyoprotektan 6zelliginin de bulundugu arastirmacilar tarafindan bildirilmektedir
(Akanmu ve ark 1991, Aruoma ve ark 1999, Mitsuyama ve May 1999). Viicudun
biiyiik boliimiinde degisen oranlarda bulunmasi sebebiyle ergotiyoninin fizyolojik bir
antioksidan oldugu kanisina varilmistir. Karaciger, bobrek, eritrositler, seminal sivi
ve gOz gibi oksitatif strese duyarli olan dokularda yiiksek oranda bulunmasi bu
hipotezi desteklemektedir. Oksidatif strese bagli olarak bagirsaklarda olusan iskemi
ve reperflizyon hastaliklarinin ergotiyonin eksikligi bulunan farelerde ortaya ¢iktigini

bildirmislerdir (Kato ve ark 2010).

Ergotiyoninin gii¢lii bir OH', HOCl ve ONOO"™ koruyucu 6zelligi bulunmakta

ve diger tiyol grubu iceren GSH bilesenlerine gore tekli oksijen molekiiliinii daha
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yiiksek oranda deaktive ettigi bildirilmektedir (Akanmu ve ark 1991). Ergotiyonin,
ONOO' ve karbonat radikallerinin yol agtig1 LPO’a, protein ve DNA hasarina kars1
GSH’a gore daha yiiksek diizeyde koruma sagladig: ifade edilmektedir (Aruoma ve
ark 1997, Franzoni ve ark 2006). Ayrica hiicre dondurma siirecinde H,O; olusumunu

engelledigi bildirilmistir (Aruoma ve ark 1999).

Amino asitler belirli organizmalarda diistik sicakliklara karsi koruyucu rol
istlenmektedir. Balik kas proteinlerinin soklanmasina karsin bozulmamasi da amino
asitlerin bu 6zelligine 6rnek gdsterilmektedir. Bunun yaninda bir¢gok amino asitin
spermanin dondurulmasinda spermatozoonun hiicre duvarmi sararak soguk sokuna
karst korudugu arastirmacilar tarafindan ifade edilmektedir (Pena ve ark 1998,
Martins-Besa ve ark 2007, Uysal ve Bucak 2007, Bucak ve ark 2007, 2008,2009, Ali
Al Ahmad ve ark 2008, Atessahin ve ark 2008). BME’nin sperma dondurulmasi
iizerine etkisinin arastirildig: ¢alismada Farshad ve Hosseini (2013), teke spermasina
katilan % 10 oraninda BME’nin ¢6ziim sonu motilite, progresif motilite, canlilik,
akrozom ve membran biitiinliigli oranlar1 bakimindan kontrol grubuna gore 6nemli
Olciide katki sagladigmi belirtmislerdir. Buna karsin Bucak ve ark (2009), % 13
oraninda ko¢ sperma sulandiricisina ilave ettikleri BME nin, ¢6ziim sonu motiliteyi

ve anormal spermatozoon oranina katki saglamadigini vurgulamislardir.

Kopek spermasmin dondurma islemine karsi son derece duyarli olmasi ve
¢Ozlim sonu sperma parametrelerinin katki maddeleri ile iyilestirilmeye c¢alisilmasi
siire gelen caligmalarla ifade edilmistir. Sunulan tez calismasinda, Kangal Coban
kopegi wkma ait spermalarin basarili sekilde dondurulabilmesi igin cesitli
antioksidan oOzellikli katki maddelerinin (kuersetin, ergotiyonin ve BME) ve
kriyoprotektan olarak gliserol ve etilen glikol’iin etkinliklerinin ortaya konulmasi
amacglanmigtir. Bu amacla farkli dozlarda kuersetin, ergotiyonin ve BME
antioksidanlarmin ¢oziim sonu etkinlikleri subjektif ve CASA motiliteleri,
spermatozoa hareketleri (VCL um/s, VSL pum/s, VAP um/s, ALH pm ve LIN %),
floresan boyama teknikleri (canlilik, akrozom biitiinliigii, mitokondriyal aktivite) ve

DNA biitiinliigii (COMET) yoniiyle degerlendirilmistir.
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2. GEREC ve YONTEM
2.1. Gerec

Arastirma Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama
Ciftligi ile Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali1 Arastirma Laboratuvari’nda

yirtitiildi.

Sunulan ¢alisma icin Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Etik
Kurulu’ndan gerekli onay (2013/016) alinmis olup, 1-3 yasli 5 bas ergin Kangal
kopeginden alman spermalar kullanildi. Kopeklerin bakim ve beslemesi Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastrma ve Uygulama Ciftliginde standart

yetistirme kosullarinda yapild1.
2.2. Yontem
2.2.1. Spermanin AliInmasi

Kopeklerden sperma, elle masaj yontemiyle (Digital Maniplasyon) alindi.
Erkek kopege sag tarafindan yaklasilarak prepusyum fiizerinden penise 0Ozellikle
bulbus glandise masaj yapildi. Bulbus glandis sismeye basladiginda prepusyum geri
cekilerek penis prepusyumdan ¢ikarildi ve bulbus glandis kokiine masaja devam
edildi. Daha sonra penis arka bacaklar arasindan geriye cevrilerek spermasi alindi.

(Akgay 2000).

Ejakulatlar, haftada iki kez, 12 hafta siiresince alindi. Alinan ejakulatlardan
uygun ozellik (sperma yogunlugu >400x10° spermatozoa/ml; motilite >% 80)
gosterenler miks yapilarak spermanm sulandirilmasi ve dondurulmasi isleminde

kullanild.
2.2.2. Sperma Sulandiricisinin Hazirlanmasi

Spermalarin sulandirilmasinda kullanilan tris bazli sulandirici asagida

belirtilen formiile gore hazirland1.

Tris (Hidroksimetilaminometan) 297,58 mM
Sitrik asit 96,32 mM
Fruktoz 82,66 mM
Gentamisin 0,1¢cc/100ml
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Yukaridaki formiile gore tartilan sulandirici bilesenleri caligmanin tiimiinde
yetecek miktarda deiyonize (18,2Q) suda ¢ozdiiriilerek hazirlanan temel sulandirici
+4 °C’ta sakland1 (Tris stok sivisi). Sperma alinacagi giin Tris stok sivisina % 20
oraninda taze yumurta sarisi eklendi ve yumurta sarisinin tortularmi uzaklastirmak
icin 15 ml’lik falkon tiipler igerisine konularak 15 dakika 6000 devirde santrifiij
edilerek supernatant kismu filtre islemi sonrasinda atildi ve geriye kalan kisim sperma

islemi i¢in hazir hale getirildi (Temel sulandirici).

Hazirlanan temel sulandiriciya kriyoprotektan olarak % 5 oraninda gliserol ve
EG, antioksidan olarak Kuersetin (Sigma 337951) 50 uM ve 200 uM, Ergotiyonin
(Sigma A3555) 0,5 mM ve 2 mM ve BME (Sigma B6766) % 2,5 ve % 10
dozlarinda asagida belirtildigi gibi eklenerek deney gruplar1 olusturuldu.

1. Deney

- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol (G) + Kuersetin 50 uM (TGKS50)

- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol + Kuersetin 200 uM (TGK200)

- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen Glikol (E) + Kuersetin 50 uM (TEKS50)
- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen Glikol + Kuersetin 200 uM (TEK200)
- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol (TG)

- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen glikol (TE)

2. Deney

- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol + Ergotiyonin 0,5 mM (TGEQ0.5)

- Temel sulandiric1 +% 5 Gliserol + Ergotiyonin 2 mM (TGE2)

- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen Glikol + Ergotiyonin 0,5 mM (TEEO0.5)
- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen Glikol + Ergotiyonin 2 mM (TEE2)

- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol (TG)

- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen glikol (TE)

3. Deney

- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol + BME % 2,5 (TGB2.5)

- Temel sulandiric1 +% 5 Gliserol + BME % 10 (TGB10)

- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen Glikol + BME % 2,5 (TEB2.5)
- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen Glikol + BME % 10 (TEB10)

- Temel sulandiric1 + % 5 Gliserol (TG)

- Temel sulandiric1 + % 5 Etilen glikol (TE)
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2.2.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Sulandirma islemi ml’de yaklasik 400x10° spermatozoa olacak sekilde
yapildi. Sulandirma islemini takiben sperma numuneleri 10 dakika oda i1sisinda
tutulup ardindan 0,25 ml’lik payetlere c¢ekilerek yaklasik 1,5 saat +4°C’ta
ekilibrasyona birakildi ve ekilibrasyonu izleyen siiregte sivi azot buharinda (~-
100°C) 12 dakika tutularak donduruldu ve (~-196°C) siv1 azotta saklandi. Calisgma

her deney grubu i¢in 6 replikasyondan olustu.
2.3. Spermanin Degerlendirilmesi

Calismada antioksidan igeren ve igermeyen sperma numuneleri dondurma-
¢Ozdiirme sonrasi spermatolojik muayenelerden spermatozoa subjektif motilitesi,
CASA total ve progresif motilite, ayrica speramatozoa hareketlerinden VCL, VSL,
VAP, LIN ve ALH yo6niinden degerlendirildi. Floresan mikroskopta spermatozoalar
canlilik (SYBR-14/PI), akrozom biitiinliigli (FITC/PI) ve mitokondriyal aktivite (JC-
1/PI) yoniinden degerlendirildi. Giimiis boyama teknigi ile DNA biitiinliigii (COMET
test) analizi yapild1.

Bu islemler en az 24 saat sivi azotta bekletilen payetlerin, 37°C’taki su

banyosunda 30 saniyede ¢ozdiiriilmesiyle gerceklestirildi.
2.3.1. Spermatozoa Motilitesi
2.3.2. Subjektif Motilite

Isitma tablah faz kontrast mikroskobun 37°C’ta, 400x biiyiitmesinde lam-
lamel arasina alman bir damla sperma numunesinde en az 3 mikroskop sahasina
bakilip, sahalardaki motilite degerlerinin ortalamasi % motilite oranit olarak

kaydedildi (Coyan ve ark 2002).
2.3.3.Bilgisayarh Sperma Analiz Cihaz1 (CASA) ile Motilite

Coziim sonu motilitelerinin ve hareket o6zelliklerinin degerlendirilmesinde
Bilgisayarli Sperma Analiz Cihazi (CASA), Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2,
Barcelona, Spain) kullanildi. Spermatozoon hareket oOzellikleri degerleri

hesaplanirken hiz ayarlar1 statik, yavas > 20 um/s, orta > 50 pm/s, hizli > 80 pm/s
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olarak ayarlandi. Her bir 6rnekten 5 pl alinarak lama damlatildi ve {izerine 22x22’°lik
lamel kapatildi. Sisteme bagl faz-kontrast mikroskobunda x100’liik biiyiitmede 60
framelik kamera (Basler”) esliginde her bir 6rnek igin 7 farkli alanda en az 200 en
fazla 350 adet spermatozoon analiz edildi. Yapilan analizde spermatozoa total
motilitesi %, progresif motilite %, VCL pm/s, VSL pm/s, VAP pm/s, ALH pum ve
LIN % parametreleri degerlendirildi.

2.3.4. Spermatozoa Canhhgi

Spermatozoa canliliginin tespiti icin SYBR-14/PI (SYBR-14/P1 Molecular
Probe: L 7011 Invitrogen, Carlsbad, CA) floresan boyamasi uygulandi. SYBR-14
stok sivist icin SYBR-14 1/10 oraninda dimetil siilfo oksit (DMSO) igerisinde
¢Oziilerek, 10’ar pl’lik hacimler halinde ependorflara aktarildi ve -20°C’ta saklandi.
PI stok sivisi ise su sekilde hazirlandi: 1 mg propidyum iyot, 1 ml fosfat bufer
soliisyonu (PBS) icerisinde ¢ozdiiriilerek 10’ar pl’lik hacimler halinde ependorflara
aktarildi ve -20°C’ta saklandi. Analiz igin +37°C’ta ¢ozdiiriilen 0,25 ml payet
icerisindeki sulandirilmis spermatozoa ependorf icerisine alind1 ve iizerine 300 pl
PBS (SIGMA P4417) eklendi. Sulandirilmis numunenin 30 pl’si ilizerine 6 pl’lik
SYBR-14 stok sivisi ve 2,5 pl PI stok sivisi eklenerek +37°C’taki su banyosunda 15
dakika inkube edildi. Inkubasyonun ardindan iizerine 10 ul Hancock sivis1 eklenerek
reaksiyon sonlandirildi. Ardindan boyanmis spermatozoa numunesinden 5 pl lam
iizerine almarak tlizeri lamel ile kapatilarak degerlendirildi. Degerlendirme floresan
mikroskopta (Leica DM 3000 Microsystems GmbH, Ernst-Leitz-Strale, Wetzlar,
Germany) x400 biiylitmeli objektif ile yapildi. Bas kisimlar1 agik yesille boyali
olanlar membran1 saglam (canli) spermatozoayi, kirmizi boya alanlar ise ise

membrani hasarli (6lit) spermatozooay1 gosterdi.

Sekil 2.1. Spermatozoonlarda SYBR-14/PI boyama teknigi ile dlii-canli spermatozoa oraninin
degerlendirilmesi. Bas kismi yesil floresan veren hiicreler, canli spermatozoa; bas kismi kirmizi
floresan veren hiicreler, 6lii spermatozoa olarak degerlendirildi.
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2.3.5. Spermatozoa Akrozom Biitiinliigii

Akrozom degerlendirmesi i¢in, Floresin isosiyanat (FITC-PNA)/Propidyum
Iyot (PI) floresan boyamasi uygulandi. Bunun igin, FITC-PNA stok sivis1 hazirland:
120 pg FITC-PNA (Invitrogen S7580) boyast 1 ml PBS igerisinde ¢ozdiiriildii ve
sonrasinda 100 pl’lik hacimlerde ependorflara kullanilmak {iizere aktarildi ve -
20°C’ta saklandi. Analiz i¢in +37°C’ta ¢ozdirillen 0,25 ml payet icerisindeki
sulandirilmis spermatozoa ependorf igerisine alindi ve lizerine 300 ul PBS eklendi
Sulandirilmis numunenin 60 pl’si tizerine 10 pl’lik FITC-PNA stok sivist ve 2,5 ul
PI stok sivisi eklenerek +37°C’taki su banyosunda 15 dakika inkube edildi.
Inkubasyonun ardindan 10 pl Hancock sivisi eklenerek reaksiyon sonlandirildi.
Ardindan boyanmis spermatozoa numunesinden 5 pl lam tizerine alarak tizeri lamel
ile kapatilarak degerlendirildi. Spermatozoa akrozomal yapilar1 floresan mikroskopta
450-490 nm dalga boyunda en az 200 spermatozoon sayilarak degerlendirildi.
Akrozomu yesil boya alanlar hasarli akrozoma sahip spermatozoayi, akrozomu boya

almayanlar ise saglam akrozoma sahip spermatozoay1 gosterdi.

Sekil 2.2. Spermatozoonlarda FITCH-PNA/PI boyama teknigi ile akrozom biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi. Akrozom kisimlari1 yesil floresan veren hiicreler, hasarli akrozomu olan
spermatozoa; akrozom kisimlari yesil floresan vermeyen ya da kirmizi veren floresan hiicreler,
saglam akrozomu olan spermatozoa olarak degerlendirildi.

2.3.6. Spermatozoa Mitokondriyal Aktivitesi

Mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla, JC-1/PI floresan boyamasi
uygulandi. Boya ¢6zeltisinin hazirlanmasi1 amaciyla 0,01 mg JC-1 [Mitochondrial
Membrane Potential Probe (Invitrogen T3168)] 10 ml DMSO igerisinde
cozdiiriilerek 50 pl’lik hacimler halinde ependorflara kullanilmak tizere aktarildi ve -
20°C’ta saklandi. Analiz i¢in +37°C’ta ¢ozdirillen 0,25 ml payet icerisindeki
sulandirilmis spermatozoa ependorf igerisine alindi ve lizerine 300 pl PBS eklendi

Sulandirilmis numunenin 300 pl’si iizerine 2,5 pul’lik JC-1/PI stok sivist ve 2,5 pl PI
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stok sivisi eklenerek +37°C’taki su banyosunda 15 dakika inkube edildi.
Inkubasyonun ardindan siispansiyon iizerine 10 pl Hancock sivist eklenerek
reaksiyon sonlandirildi. Ardindan boyanmis spermatozoa numunesinden 5 pl lam
iizerine damlatild1 ve iizeri lamel ile kapatilarak degerlendirildi. Bu amagla yapilan

siniflandirma séyle oldu:

1- Govde turuncu: mitokondriyal aktivite var
2- Govde yesil: mitokondriyal aktivite var

3- Govde mat: mitokondriyal aktivite yok

Sekil 2.3. Spermatozoonlarda JC-1/PI boyama teknigi ile mitokondriyal
aktivitenin degerlendirilmesi. Go6vde kismi turuncu floresan veren
hiicreler ile gévde kismi yesil floresan veren hiicreler, mitokondriyal
aktivite gdsteren spermatoza; gdvde kismi floresan vermeyen hiicreler ise
mitokondriyal aktivite gostermeyen spermatoza olarak degerlendirildi.

2.3.7. Spermatozoa DNA Biitiinliigii

Spermatozoa DNA biitiinliigli degerlendirilmesi amaciyla tek hiicre jel

elektroforez testi (COMET) uyguland:.

Etiiv 1s1s1 50°C’a ayarlanarak lamlar isitildi. 3 ml Ca™ ve Mg™ igermeyen
fosfat tamponu (PBS) ile 30 mg NMA (normal kaynama dereceli agaroz, Sigma
A5093) ile kaynatildiktan sonra, % 1°lik agaroz hazirlandi. Agaroz 1yice
seffaflasincaya kadar eritildi. Polimerlesmesini engellemek i¢in sicak suya alindi.
200 pl NMA, tamamen buzlu lamlar lizerine bir lamel ya da pipet ucu yardimiyla

yayild1

Stv1 azot i¢cindeki payet 37°C’taki su banyosunda 30 sn tutularak ¢oziildiikten

sonra PBS ile uygun oranda sulandirildi. Sulandirilan spermatozoa 30 mg (0,03 gr)
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LMA (diisiik kaynama dereceli agaroz Sigma A2790) + 4 ml PBS’de eritildi (%
0,75°1ik) ve 37°C’taki su banyosuna alind1. 18 pl sulandirilmis spermatozoa (yaklasik
100.000 spermatozoon), 50 ul LMA ile karistirildi. Bu karistm NMA kapli lamlara
dokiilerek tizeri lamelle kapatildi ve 20 dk +4 °C’ta bekletildikten sonra lamel
cikartildi.

Ardindan lamlar, igerisinde lizis sivisi [Lizis stok sivisi (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Trisma Base; pH 10) icerisine % 1 Triton X, % 1 Na Lauril
sarkosinat ve % 0,77 DL-Dihtiyoeritrol (DTT) eklenerek hazirlandi] bulunan
aliminyum folyo ile sarilmis salelere (her saleye 65 ml lizis sivis1) alindiktan sonra

+4°C’ta buzdolabinda 1 saat lizis i¢in beklendi.

Lizis Stok Sivisi: 1000 ml icin:

146,1 gr NaCl (Sigma 13423)
37,2 gr EDTA (Merck 1.08421.1000)
1,2 gr Trisma-Base (Sigma T6066)

Distile su igerisinde 146,1 gr NaCl ile 37,2 gr EDTA ¢o6zdiiriilerek soliisyon
pH’s1 10’a ayarlandi. Sonrasinda iizerine 1,2 gr Trisma-Base eklendi ve stok

soliisyon hazirlama islemi tamamlanda.

Lizis Calisma Sivisi: 100 ml icin:

99 ml lizis stok
1 ml Triton X100 (Biomatik, A4025)
1 gr Na Lauril sarkosinat (Sigma, L9150)
76,92 ul DTT (Sigma, 43816)
Lizis ¢alisma sivismi hazirlamak i¢in ayni giin hazirlanan stok sividan 99 ml

alinarak iizerine Iml Triton X100, 1gr Na lauril sarkosinat ve 76,92 ul DTT eklendi.

Daha sonra lizis ¢alisma sivis1 (65 ml) ve lamlarin bulundugu salelere, 15 pl
Proteinaz K (Vivantis PC0712) eklenerek hafifce pipetlendikten sonra Ornekler
37°C’ta 3 saat inkiibe edildi.

Slaytlar daha sonra lizis sivisindan almarak elektroforeze yerlestirildi. Buz
soguklugundaki elektroforez sivisina [ 100 ml 10X TBE (Tris Borat-EDTA) + 900 ml
distile su] 6rnekler alistirilarak DNA’nin gevsemesi igin 4 °C’ta 30 dk bekletildi.

10X TBE: 81 gr Tris base (Sigma, T6066)
41 gr Borik asit (Vivantis, PR0607)
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30 ml 0,5 M EDTA (Merck, 1.08421.1000)
0,5 M EDTA: 18,61 gr EDTA (Merck, 1.08421.1000)

2 gr NaOH (Merck, 1.06462.1000)

80 ml distile su

Elektroforez stiresi 20-25 dk, gerilim 25V ve akim -250 mA olarak
uygulandu.

Elektroforezden sonra lamlar c¢ikarilarak, kagit havlu {izerine alindi ve
hiicreleri iceren agaroz jeller yikanmadan 50°C’ta 20 dakika (ya da oda isisinda 1

saat) kurutuldu.

Slaytlar daha sonra % 15 trichloroacetic acid [15 gr trichloroacetic acid
(Sigma 27242) + 100 ml distile su], % 5 ¢inko siilfat [5 gr cinko siilfat (Merck
1.08883.1000) + 100 ml distile su] ve % 5 gliserol [5 ml gliserol (Sigma 15524) +
hacmi 100 ml’ye tamamlanir] iceren sivida 10 dakika fikse edildi. Daha sonra
slaytlar deiyonize su ile 3 kez yikandi ve oda 1sisinda 3 saat ya da 50°C’ta 60 dakika

kurutuldu.

Glimiis boyamadan once slaytlar deiyonize su ile 5 dakika rehidre edildi.
Glimiis boyamada Nadin ve ark (2001)’nin yontemi (66 ml soliisyon A + 34 ml
soliisyon B) takip edildi. Slaytlar yaklasik 20 dakika hazirlanan sivida hafifce
calkalanarak boyandi (hafif bir gri renk olusana kadar).

Soliisyon A:

% 5 sodyum karbonat; 5 gr sodyum karbonat (Sigma 13418)+100 ml distile su

Soliisyon B:

% 0,2 amonyum nitrat; 0,2 gr amonyum nitrat (Merck 1.01188.1000) + 100 ml distile su

% 0,2 glimiis nitrat; 0,2 gr giimiis nitrat (Sigma 85228) + 100 ml distile su

% 0,5 tungstosilisik asit; 0,5 gr tungstosilisik asit (Sigma 383341) + 100 ml distile su

% 0,15 formaldehit; 0,15 ml (150 pl) formaldehit (Sigma 15512) + hacmi distile su ile 100
ml’ye tamamlandi.

% 5 sodyum karbonat; 0,5 gr sodyum karbonat (Sigma 13418) + 100 ml distile su

Daha sonra slaytlar deiyonize su ile 3-4 kez yikandi. Boyanma reaksiyonu,
slaytlarin % 1’lik asetik asit [1 ml glasiyal asetik asit (Sigma 27225) + hacmi distile

ile 100 ml’ye tamamlanir] sivisina daldirilmasi ile durdurularak 2 kez daha deiyonize
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su ile yikandi. Slaytlar acik havada kurutularak inceleninceye kadar toz korumali

kutularda sakland:.

Hiicre sayimi Oncesi her slayt deiyonize su ile 5 dakika rehidre edildi.
Degerlendirmede kuyruklu yildiz olusumu goézlenen spermatozoa hasarli kabul
edildi. Kuyruklu y1ldiz olusumu gézlenmeyen spermatozoa hasarsiz olarak skorlandi.
Her slayttan 200 spermatozoon sayilarak hasarsiz hiicre orani belirlendi ve

istatistiksel degerlendirmeye tabi tutuldu.

-

50 ym

Sekil 2.4. Spermatozoonlarda COMET teknigi ile DNA biitiinligii
degerlendirilmesi, hasarlit DNA’ya sahip spermatozoon.

. 50 ym

Sekil 2.5. Spermatozoonlarda COMET teknigi ile DNA biitiinliigii
degerlendirilmesi, hasarli DNA’ya sahip spermatozoon.
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2.4. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde en az 6 farkli uygulamadan elde edilen verilerin
ortalamalar1 kullanildi. Farkli antioksidan iceren ve igermeyen sulandirici gruplarin
karsilastirilmasinda SPSS 15.0 programinda Varyans analizi, aralarinda Onemli
farklilik bulunan ikiden fazla grubu karsilastrmak icin de ¢oklu karsilastirma
testlerinden Duncan Testi kullanildi. Farkliligin P<0.05 diizeyde olmas1 6nemli kabul

edildi.
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3. BULGULAR
3.1. Birinci Deney Grubuna Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Farkli dozlarda kuersetin igeren kopek spermalarinda sulandirma ve ¢6ziim
sonu motilite parametreleri Cizelge 3.1.’de verildi. C6ziim sonu subjektif motilite
bulgular1 acisindan TGK50, TGK200 ve TEK200 gruplar1t TG ve TE kontrol
gruplarma gore, TEKS50 grubu da TG kontrol grubuna gore belirgin bir iistiinliik
sagladi (P<0.05). Coziim sonu progresif motilite oram1 bakimindan TGK200
sulandirma grubu TE grubuna gore iistiinliik sagladi (P<0.05). Sulandirma sonu ve
¢coziim sonu CASA motilite oranlar1 agisindan gruplar arasinda Onemli bir fark

goriilmedi (P>0.05).
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Cizelge 3.1. Farkli dozlarda kuersetin i¢eren kdpek spermalarinda sulandirma ve ¢6ziim sonu motilite parametreleri.

GRUPLAR Sulandirma Sonu Motilite (%) Coziim Sonu Motilite %
Subjektif CASA Progresif

TGKS50 82.14+1.48 55.70+0.71° 53.00+5.09 25.59+2.38%
TGK200 82.14+1.48 60.00+1.09° 53.30+3.37 27.14+1.08°
TEKS50 80.75+2.29 55.00+1.54% 54.91+6.75 22.7242.39®
TEK200 82.86+2.14 56.40+1.42% 55.20£6.23 24.14+1.94
TG 83.56+0.92 50.70+1.70" 47.72+3.31 23.72+1.49®
TE 82.14+1.48 51.40+0.92® 47.23+1.61 20.56+1.07°

p R % R *

a-b-c-d: Ayni siitundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.
(*: P<0.05).
-2 Gruplar aras1 farklilik dnemli degildir (P>0.05).
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Farkli dozlarda kuersetin igeren kopek spermalarmda ¢6ziim sonu
spermatozoon hareket (VAP, VSL, VCL, ALH, LIN) parametreleri Cizelge 3.2.’de
verildi. Buna gore gruplar arasi spermatozoon hareketleri bakimindan énemli bir fark

bulunmada.

Cizelge 3.2. Farkli dozlarda kuersetin igceren kopek spermalarinda ¢oziim sonu
spermatozoon hareket (VAP, VSL, VCL, ALH, LIN) parametreleri.

GRUPLAR VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um) LIN (%)
TGKS50 38.16+4.36 27.52+4.54 61.3845.08 4.07+0.17 43.12+3.73
TGK200 44.19+4.39 32.80+4.39 66.20+4.13 4.14+0.23 48.38+3.78
TEKS50 39.6442.52 28.27+2.67 64.7243.44 4.57+0.07 43.31+£2.26
TEK200 38.80+2.57 26.58+2.43 64.24+3.84 4.50+0.22 40.92+1.79
TG 39.21+1.80 27.80+2.27 62.654+2.35 4.37+0.08 44.10+2.50
TE 36.50+2.31 25.24+2.22 57.9842.42 4.05+£0.57 37.70+6.05
p - -

-: Gruplar aras1 farklilik énemli degildir (P>0.05).

Farkli dozlarda kuersetin iceren kopek spermalarinda ¢6ziim sonu floresan
mikroskop (SYBR-PI, FITC-PI, JC1-PI) ve COMET degerleri Cizelge 3.3.’de
verildi. SYBR14-PI boyama sonucu TGKS50 ve TGK200 sulandirict gruplar ile
TEK200 grubu, TE grubuna gore belirgin bir iistiinliik sagladi (P<0.05). Akrozom
biitiinliigi bakimindan TGKS50 ve TGK200 sulandirict gruplar1 TE grubuna gore
koruyuculugu 6nemli bulundu (P<0.05). C6ziim sonu mitoondriyal aktivite orani en
yiiksek TEK50 ve TEK200 gruplarindan elde edildi (P<0.05). DNA biitiinliigiiniin
belirlendigi COMET analizinde TGK200 grubu TE grubuna gore iistiinliik sagladi
(P<0.05).
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Cizelge 3.3. Farkli dozlarda kuersetin igeren kopek spermalarmnda ¢oziim sonu
floresan mikroskop (SYBR-PI, FITC-PI, JC1-PI) ve COMET degerleri.

GRUPLAR SYBR-14/PI % FITC/PI % JC-1/P1 % COMET %
TGKS50 59.69+1.84° 56.68+3.17° 58.34+6.17° 94.66+0.96
TGK200 60.49+2.54° 52.67+3.57° 57.53+6.08" 95.75+0.52°
TEKS50 54.86+2.73%® 44.73+2.69% 50.56£2.37%  95.00+0.63®
TEK200 56.64+1.10° 45.24+1.27% 50.18+2.49®  94.58+0.76%
TG 54.11+1.82% 43.3143.99% 52.48+4.99%  95.00+0.36%
TE 48.68+2.41° 37.95+1.76° 43.25+2.10° 93.41+0.74*
p * * * *

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

3.2. Ikinci Deney Grubuna Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Farkli dozlarda ergotiyonin igeren kopek spermalarinda sulandirma ve ¢6ziim
sonu motilite parametreleri Cizelge 3.4.’de verildi. Coziim sonu progresif motilite
oranlar1 bakimindan en 1yi sonu¢ TGE2 grubunda elde edildi (P<0.05). Sulandirma,
¢oziim sonu siibjektif motilite, CASA motilite degerlendirilmesinde gruplar arasi
fark 6nemsiz bulundu (P>0.05).

Cizelge 3.4. Farkli dozlarda ergotiyonin igeren kdpek spermalarinda sulandirma ve ¢6ziim sonu
motilite parametreleri.

GRUPLAR  Sulandirma Sonu Motilite Coziim Sonu Motilite (%)
(%)
Subjektif CASA Progresif

TGEO.5 84.2+1.7 53.5+0.71 49.9+5.75 20.29+3.63"
TGE2 84.2+1.7 53.5+1.09 50.4+3.15 28.71+1.52°
TEEO.5 84.2+1.7 47.8+1.54 45.7+2.21 16.22+2.18*
TEE2 84.2+1.7 47.8+1.42 42.7+49.32 16.97+1.82°
TG 84.2+1.7 47.8+1.70 41.6+3.83 15.81+0.49°
TE 83.5+1.79 51.4+0.92 38.5+5.35 15.234+2.39*
p - - - *

a-b: Ayni siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.
-: Gruplar aras1 farklilik énemli degildir (P>0.05).

(*: P<0.05).
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Farkli dozlarda ergotiyonin igeren kopek spermalarinda ¢o6ziim sonu
spermatozoon hareket (VAP, VSL, VCL, ALH, LIN) parametreleri Cizelge 3.5.’de
verildi. Buna gore antioksidan iceren gruplar antioksidan igermeyen gruplara karsi

iistiinliik saglayamadi (P<0.05).

Cizelge 3.5. Farkli dozlarda ergotiyonin iceren kopek spermalarinda ¢6ziim sonu
spermatozoon hareket (VAP, VSL, VCL, ALH, LIN) parametreleri.

GRUPLAR VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um) LIN (%)
TGE0.5 36.71+2.76 26.17+2.46% 59.70+£2.36™ 4.17+0.07 43.40+3.01
TGE2 34.47+2.15 24.05+2.03% 54.18+2.75% 4.05+0.10 41.14+2.22
TEE0.5 37.47£2.53 27.30+2.76 61.00+3.38° 4.32+0.08 44.18+2.57
TEE2 29.713.03 19.85+2.22° 50.58+3.54° 3.94+0.30 38.5242.33
TG 34.25+2.02 24.90+1.73% 56.21+3.63® 4.00+0.27 44.38+1.55
TE 30.7242.09 20.98+1.90™ 52.78+3.31% 4.000.19 39.48+1.78
p - * * - -

a-b: Ayni siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.
-: Gruplar arasi farklilik dnemli degildir (P>0.05).

(*: P<0.05).

Farkli dozlarda ergotiyonin iceren kdpek spermalarinda ¢6ziim sonu floresan
mikroskop (SYBR-PI, FITC-PI, JCI-PI) ve  COMET degerleri Cizelge 3.6’da
verildi. Buna gore SYBR14-PI boyama sonucu en yiiksek canlilik orani ile akrozom
hasarmin tespit edildigi FITC-PI floresan boyama sonrasi en iyi koruma TGE2
grubunda elde edildi (P<0.05). Akrozom biitiinliigii acisindan TGEO0.5 grubu TG ve
TE kontrol gruplarma istatiksel olarak tistiinliik sagladi (P<0.05).
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Cizelge 3.6. Farkli dozlarda ergotiyonin iceren kopek spermalarinda ¢6ziim sonu
floresan mikroskop (SYBR-PI, FITC-PI, JC1-PI) ve COMET degerleri.

GRUPLAR SYBR-14/PI % FITC/P1 % JC-1/P1% COMET %
TGEO0.5 58.66+1.46" 57.79+1.67% 69.56+3.88 93.58+1.51
TGE2 66.37+3.24 59.87+1.27¢ 71.72+4.53 92.16+1.65
TEEO0.5 54.14+0.76" 51.02+1.28% 77.28+4.82 92.16+1.01
TEE2 57.97£1.03" 54.67£1.03" 71.57+4.60 93.00+0.57
TG 58.4242.44° 49.99+2.52% 64.65+3.03 95.25+0.65
TE 54.69+0.85 47.06+1.48 69.44+5.55 93.08+0.62
p * k - -

a-b-c-d: Ayni siitundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.
-: Gruplar aras1 farklilik dnemli degildir (P>0.05).
(*: P<0.05).

3.3. Ugiincii Deney Grubuna Ait Verilerin Degerlendirilmesi

Farkli dozlarda BME igeren kopek spermalarinda sulandirma ve ¢6ziim sonu
motilite parametreleri Cizelge 3.7.’de gosterildi. Sulandirma sonu, ¢6ziim sonu
subjektif ve CASA motiliteleri agisindan gruplar arasi fark Onemsiz bulundu
(P>0.05). Coziim sonu progresif motilite bakimindan TGB10 sulandirici grubu TE

grubuna gore istatiksel olarak 6nemli bulundu (P<0.05).

Cizelge 3.7. Farkli dozlarda BME igeren kopek spermalarinda sulandirma ve ¢éziim
sonu motilite parametreleri.

GRUPLAR Sulandirma Sonu Motilite Coziim Sonu Motilite (%)
(%)
Subjektif CASA Progresif

TGB2.5 83.5+0.92 57.1+2.40 53.6+7.28 19.31+1.52®
TGB10 83.5+0.92 53.5+2.60 52.2+7.35 23.19+1.61°
TEB2.5 83.5+0.92 50.7£2.54 46.3£5.24 16.38+1.49°
TEBI10 83.5+0.92 52.8+2.85 53.5+3.53 15.09+1.35*
TG 83.5+0.92 47.8+4.06 47.8+4.85 17.65+1.51®
TE 83.5+0.92 50.0+2.67 44.7+3.88 14.08+3.07*
p - - - *

a-b: Ayni siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.
-: Gruplar aras1 farklilik énemli degildir (P>0.05).

(*: P<0.05).
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Farkli dozlarda BME iceren kopek spermalarinda ¢6ziim sonu spermatozoon

hareket (VAP, VSL, VCL, ALH, LIN) parametreleri Cizelge 3.8.’de verilmistir.

Buna gore gruplar arasinda fark 6nemsiz bulundu (P>0.05).

Cizelge 3.8. Farkli dozlarda BME iceren kopek spermalarinda ¢oziim sonu
spermatozoon hareket (VAP, VSL, VCL, ALH, LIN) parametreleri.

GRUPLAR VAP (um/s) VSL (um/s) VCL (um/s) ALH (um) LIN (%)
TGB2.5 40.354+3.59 30.07+£3.39 63.45+5.01 4.18+0.18 47.01+£2.74
TGBI10 37.35+£3.76 26.60+3.30 61.61+4.73 4.41+0.27 42.58+2.84
TEB2.5 33.32+£2.53 22.50+1.82 57.72+3.87 4.68+0.23 39.10+1.96
TEBI10 36.30+3.09 25.58+2.44 59.72+5.40 4.25+0.46 42.744+0.98
TG 39.71£3.96 28.914+4.22 64.18+4.27 4.45+0.10 43.754+4.49
TE 37.70£2.94 27.57£2.50 62.00+4.37 4.82+0.14 44.28+2.03
P - - - - -

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

BME antioksidan1 iceren ve igermeyen gruplarin ¢oziim sonu floresan
mikroskobik degerlendirilmesi ve COMET analizi Cizelge 3.9.’da verildi. Akrozom
biitlinligii bakimindan TGB2.5 sulandiric1 grubu TG grubuna gore istatiksel olarak
yiiksek koruma sagladi (P<0.05). Mitokondriyal aktivite orani incelendiginde
TGB2.5, TGB10 ile TEB10 sulandirici gruplarmin TE grubuna gore daha yiiksek
aktivite oranma sahip oldugu goriildii (P<0.05). DNA biitiinligli analizinde BME
katki maddesinin kontrol grubuna gore istatiksel bir fark saglamadigi goriildii

(P>0.05).
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Cizelge 3.9. Farkli dozlarda BME igeren kopek spermalarinda ¢6ziim sonu floresan
mikroskop (SYBR-PI, FITC-PI, JC1-PI) ve COMET degerleri.

GRUPLAR SYBR-14/PI % FITC/PI % JC-1/P1 % COMET %
TGB2.5 59.46+2.55 44.99+4.97° 62.74+2.50° 93.83+0.35
TGB10 58.98+2.15 42.46+4.02% 63.31+2.15° 94.000.59
TEB2.5 60.10+£7.90 38.63+2.38% 57.96+2.53® 94.83+0.91
TEB10 53.8242.32 39.94+1.83%® 59.69+2.71° 93.66+1.30
TG 54.6042.46 33.63+4.05° 57.10+£0.56® 94.75+0.54
TE 55.02+1.95 35.46+2.41% 52.5042.45° 94.08+0.66
P - * * _

a-b: Ayni siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir.
-: Gruplar arasi farklilik dnemli degildir (P>0.05).

(*: P<0.05).
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4. TARTISMA

Spermanin dondurulma islemi sirasinda soguk sokuna karsi hiicrelerde
gozlenen asir1 duyarlilik, hasar1 artirarak ¢6ziim sonrast in vitro ve in Vivo
spermatolojik  Ozellikleri olumsuz yonde etkilemektedir. Spermatozoonlarin
membranlarinda yliksek oranda doymamis yag asiti bulunmasi, spermatozoonu
LPO’a kars1 duyarli hale getirmektedir. Spermatozoonun sogutulmasi ve
dondurulmasy/ ¢ozdiiriilmesi irreversibl faz degisimine (sivi fazdan jel fazma
gecmesine) bagli hasarlara ve oksidatif strese neden olmakta ve gelisen oksidatif
stres ve olusan sitotoksik aldehitler spermatozoonlarda fonksiyon kayiplarina neden
olmaktadir (Holt 2000, Watson 2000). Bu nedenle sperma sulandiricilarina katilan
kriyoprotektif ve antioksidatif 6zellikli katki maddeleri sayesinde oksidatif stres ve
soguk soku hasar1 minimize edilebilmektedir. Antioksidan bilesiklerin ayn1 zamanda
kriyoprotektan Ozelliklerinin de olmasi, bu maddelerle dondurulan spermalardan
daha iyi sonuglar almmasmi saglamaktadir (Aitken 1994, Alvarez ve Storey 1995,
Bucak ve Tekin 2007, Bucak ve ark 2010, Agarwal 2014).

Kopek spermasmin dondurulmast Polge ve ark (1949)’nin gliseroliin
kriyoprotektan 0Ozelligini ortaya ¢ikarmasiyla baglayan ve sonrasinda bir¢ok
dondurma protokoliiniin gelistirildigi uzun bir donemi i¢ine almaktadir. Spermanin
dondurulmasi igleminde olusan ve geriye doniisiimsiiz olarak hiicrenin Oliimiine
neden olan fiziksel ve biyokimyasal degisimler, arastirmacilari optimum kosullari
olusturmaya yoneltmistir. Irkin 1slah1 ve genetik 6zelliklerin aktarilmasinda 6nemli
bir yeri olan spermanin dondurularak saklanmasinda; sulandiricinin tipi,
kriyoprotektan ilavesi ve orani, ekilibrasyon i1sis1 ve siiresi, dondurma hizi ve

¢cozdiirme isleminin 6nemli oldugu ifade edilmektedir (Stanescu ve Birtoiu 2012).

Sunulan tez calismasinda ililkemizde en yaygin bulunan kopek ki olarak
bilinen Kangal kdpegi spermasinda; kuersetinin 50-200 uM, ergotiyoninin 0,5-2 mM
ve BME’ nin % 2,5-10 oranlarinda, % 5 oraninda gliserol ve etilen glikol ilaveli tris
temel sulandiriciya eklenmesi sonrasi sulandirma sonu motilite orani, ¢dziim sonu
spermatozoon motiliteleri, hareket oOzellikleri, floresan proplarla spermatozoon
canliligl, akrozom biitiinliigii, mitokondriyal aktivitesi ve COMET analiz yontemi ile

DNA biitiinliigi arastirild.
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Kopek spermasmin dondurulmasinda sulandirictya katilan yumurta sarisi
oraninin % 10 ile % 20 oraninda degistigi belirtilmektedir (Silva ve ark 2002).
Sunulan tez calismamizda da % 20 oraninda yumurta sarisit iceren Tris temel

sulandiricis1 kullanildi.

Arastirmacilar kopek spermasinin dondurulmasinda siklikla kriyoprotektan
olarak gliseroliin farkli dozlarini1 denemisler ve optimum oranlarin % 4-11 arasinda

degistigini ifade etmislerdir (Rota ve ark 1998, Pena ve Linde-Forsberg 2000).

Bunun yaninda Stanescu ve Birtoiu (2012), kdpek spermasi sulandiricisina
eklenmesi gereken gliserol oraninin % 5-8 arasinda oldugunu belirtmislerdir.
Gliserolin  yam1 swa kopek spermasmin dondurulmasinda sulandiriciya
kriyoprotektan olarak etilen glikoliin % 5-20 arasinda degisen oranlarda eklendigi

belirtilmektedir (Kim ve ark 2012, Rota ve ark 2006, Rota ve ark 2010).

Sunulan tez ¢aligmamizda da temel sulandiriciya % 5 oraninda gliserol ve
etilen glikol eklendi. Calismamizda % 5 oraninda gliserol eklenerek olusturulan 1. 2.
ve 3. TG gruplarmin ¢dziim sonu subjektif motilite degerleri sirasiyla % 50,7+1,7;
47,8+1,7; 47,844,06 olarak bulundu. Calismamizda ayrica kriyoprotektan olarak %
5 oraninda etilen glikol kullanildi. Buna gore 1. 2. ve 3. TE gruplarinin ¢6ziim sonu
subjektif motilite degerleri sirasiyla % 51,4+0.92; 51,4+0.92; 50,0+£2.67 olarak tespit
edildi.

Rota ve ark (2006), kopek spermasmnin dondurulmasinda sulandiriciya % 5
oraninda gliserol ilave etmisler ve ¢6ziim sonu motilite degerini % 31+£5,6 olarak
bulmusglardir. Ayrica Rota ve ark (2010), kopek spermasmin dondurulmasimni
arastirdiklar1 diger bir ¢alismada da % 5 oraninda gliserol eklenen grupta ¢oziim
sonu motilite oranmi % 51,6 olarak belirlemislerdir. Sunulan calismamizda elde
edilen sonuglar Rota ve ark’nin ilk ¢alismasindan yiiksek bulunmus, diger ¢alismasi

ile ise benzerlik gostermektedir.

Tosun ve Uysal (2007), Alman Coban kdpegi spermasinda yapmis olduklari
calismada sulandiriciya % 6 oraninda gliserol ekleyip dondurmuslar ve ¢6ziim sonu
spermatozoon motilitesini % 55,84+10,8 olarak bulmuglardir. Calismamizdan yiiksek

elde edilen bu sonug kullanilan gliserol oranindan kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir.
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Dagkin ve ark (2003), yapmis olduklar1 ¢alismada Kangal kopegi sperma
sulandiricismma % 8 oraninda gliserol ilave etmisler ve ¢dzliim sonu spermatozoon
motilitesini % 59,16 olarak elde ettiklerini belirtmiglerdir. Bu durum sperma
sulandiricisia ilave edilen kriyoprotektan oranindan ve dondurma protokoliinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Kim ve ark (2012), Beagle ki kopek spermasinin dondurulabilirligini
arastirdiklar1 calismada % 5 gliserol, % 5 ve % 10 oraninda etilen glikol ve
kriyoprotektan eklemeden olusturduklar1 gruplarin ¢6ziim sonu motilite oranlarmi
sirastyla % 62,5; % 49,38; % 5,13; % 12,5 olarak elde ettiklerini belirtmektedirler.
Calismamiz kiyasla sulandiriciya ilave edilen %5 G ile elde edilen sonugtan yiiksek
bulunurken, %35 E ilave edilen gruptan diisiik oldugu degerlendirilmistir. Olusan
farkliligin sulandiriciya eklenen kriyoprotektanlarin etkinliklerinin hayvan wklarma

ve dondurma protokollerinden kaynaklanabilecegi kanisina varilabilir.

Rota ve ark (1998), sulandiriciya % 5 oraninda gliserol ekleyerek
dondurduklar1 kopek spermasinin ¢6ziim sonu motilitesini % 58 oraninda oldugunu
belirtmislerdir. Caligmamizdan yiiksek elde edilen bu sonucun ekilbrasyon ve

dondurma/¢ozdiirme farkliliklarinda olabilecegi diisiiniilebilir.

Filho ve ark (2011), kopek spermasmin dondurulmasinda kroyoprotektan
olarak % 6 gliserol ve % 2, 4 ve 6 oraninda dimetilformamid (DMF) ekleyerek
¢Ozlim sonu total ve progresif motilite degerlerini karsilastrmiglar ve % 6 gliserol
eklenen grupta degerleri % 58 ve % 14,3 olarak belirlenmis ve diger gruplara gore
anlaml 6lciide tstiinliik sagladigi belirtilmistir. Calismamizda kullanilan gliseroliin
dozunun Filho ve ark (2011)’nin kullandiklar1 dozdan diisik olmasindan bu

farkliligin kaynaklanabilecegi sonucuna varilabilir.

Kuersetin polifenolik yapida olup, spermanin kisa siireli saklanmasinda ya da
dondurulmasinda ROS olusumunun Oniine gecerek antioksidatif aktivite
gostermektedir (Johinke ve ark 2014). Kuersetin serbest radikallere karsi divalent
katyonlar ile selasyon olusturarak lipoksi radikal olusumunu baskilamaktadir (da

Silva ve ark 1998).
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Birinci deneyimizde kuersetin 50 ve 200 uM oranlarinda temel sulandiriciya
eklenerek sulandrma sonu subjektif motilite ile ¢6ziim sonu spermatolojik
parametreler lizerine olan etkileri arastirildi. Temel sulandiriciya eklenen kuersetinin
50 ve 200 uM dozlari, ¢6ziim sonu subjektif motilite oranlar1 bakimindan istatiksel
olarak 6nemli sonuglar verdi. Elde edilen sonuclar Zribi ve ark (2012)’nin insan
spermasmin dondurulmasinda sulandirictya ekledikleri 50 puM kuersetinin ¢6ziim
sonu motilite sonuclar1 ile benzerlik gostermektedir. Gibb ve ark (2013), cinsiyet
tayini yapilmis aygir spermasmi dondurmak amaciyla 0,15 mM oraninda kuersetin
ekledikleri sulandirici grubunda sunulan tez c¢alismasi ile benzer sonuglar elde

etmislerdir.

Abdallah ve ark (2011), ratlarda kuersetinin spermatolojik parametrelerine
olan etkinliginin arastirildigi ¢caligmada, sperma numunelerini 10, 100 ve 200 uM
dozlarmda olusturulan kuersetin gruplarinda 3 saat siire ile 32°C’ta inkube etmisler
ve en yiiksek motilite oranin1 200 uM kuersetin iceren gruptan elde ettiklerini
belirtmislerdir. Benzer bir sonu¢ da calismamizdaki TGK200 grubunda elde

edilmistir.

Johinkee ve ark (2014), tavsan spermasinin kisa siireli saklanmasinda
kuersetin antioksidaninin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda; 25, 50, 100 ve 200
pM oranlarinda sulandiriciya eklenen kuersetinin spermatozoa total motilitesi
iizerine katkis1 olmadigi kanisina varmislardir. Bu sonug, ¢alismamizda kullanilan 50
ve 200 pM kuersetinin ¢dziim sonu motilite lizerine yapmis oldugu olumlu etki ile
benzerlik gostermemesi, ¢alismalarda kullanilan tiirlerin, saklama sartlarinin

farkliligina baglanabilmektedir.

Khanduja ve ark (2001), insan sperma medyumuna 5, 10, 50, 100 ve 200 uM
dozlarinda ekledikleri kuersetin ile spermatozoonu 6 saat siire ile inkube ederek,
yarim saatlik araliklarla motilite oranlarini incelemislerdir. Calisma sonuglarma gore
kuersetin iceren sperma sulandiricilarmin kontrol grubunun gerisinde kalarak
motiliteyl koruyamadigi belirlenmistir. Bu ¢alismada, sunulan tez ¢alismamizdan
oldukca farkli sonuclar ortaya c¢ikmistir. Bu farkli sonuglar, spermalarin
aerobik/anaerobik ortamda bulunmalarindan ve farkli sulandirici tiplerinde

saklanmasidan kaynaklanabilir.
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Moretti ve ark (2012), insan sperma yikama medyumuna ekledikleri 20, 30,
50, 100, 200 ve 400 uM oranlarindaki kuersetinin motilite oran1 bakimindan kontrol
grubuna gore {istiinliik saglayamadigini belirtmislerdir. Arastirmacilar artan dozlarda
kuersetinin ortamda gelisen LPO diizeyini de engellemedigini vurgulamislardir. Bu
sonu¢ calismamizda kullanilan 50 ve 200 uM oraninda kuersetinin ¢éziim sonu
sperma motilitesi lizerinde olusturdugu etki ile benzerlik gostermemektedir. Bunun
sebebinin kopek spermasinin insan spermasma oranla daha dayanikli bir yapida
olmas1 veya Moretti ve ark (2012)’nin aldiklar1 sonuglarin spermanin dondurmadan
kisa siireli saklanmasi ile ilgili olabilecegini diisiindiirmektedir. Zribi ve ark (2012)
insan spermasinin kuersetin iceren sulandirici ile dondurulmas: iizerine yaptiklar1

calisma da elde ettikleri sonuclar ile sunulan tez ¢aligmasi benzerlik gostermektedir.

Calismamizda kuersetin antioksidani ile yapilan birinci deney grubunda
¢Ozlim sonu progresif motilite oran1 TGK200 grubunda TE grubuna gore istatiksel
olarak yiiksek elde edildi. Silva ve ark (2012) ise en yiiksek motilite degerini 20

pg/ml oranindan elde etmislerdir.

Johinkee ve ark (2014), tavsan spermasimin kisa siireli saklandig1 ¢alismada
sulandiriciya ilave edilen 25, 50, 100 ve 200 uM dozlarindaki kuersetin gruplarinda
progresif motilite degerlendirmesinde, kuersetinin artan dozlarmnin kontrol grubuna

gore Ustiinlikk sagladigini belirtmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda kuersetinin ¢6ziim sonu spermatozoa hareketlerinde
kontrol grubuna gore rakamsal artig sagladigi fakat istatistiksel olarak tistiinliik
saglamadig1 goriildii. Bu sonug¢ Johinkee ve ark (2014)’nin tavsan spermasmin kisa
siireli saklandig1 ve sulandirictya 25, 50, 100 ve 200 uM dozlarinda ilave ettikleri

kuersetin gruplarindan elde ettikleri sonuglar ile benzerlik gosterdi.

Kuersetin antioksidaninin kdpek spermasinin dondurulmasi tizerine etkisinin
arastirildigr birinci deney grubunda ¢6ziim sonu floresan mikroskop ile canlilik,
akrozom biitiinliigii ve mitokondriyal aktivite oranlar1 degerlendirilmistir. incelenen
iic parametrede de TGKS50, TGK200 gruplar1 TE grubuna gore istatistiksel olarak
istlinliik saglamistir. Johinkee ve ark (2014), tavsan spermasinin kisa siireli
saklanmas1 1ile ilgili yapmis olduklar1 arastrmada 100 pM dozundaki kuersetin

grubunda en yiiksek canlilik oraninin elde edildigi belirtmektedirler. Bu sonug,
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calismamizda kullamilan TGKS50, TGK200, TEK200 gruplarindan elde edilen

sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Zribi ve ark (2012), insan spermasmin dondurulmasinda sulandiriciya ilave
edilen 50 uM dozundaki kuersetinin canlilik oraninin kontrol grubuna gore istatiksel
olarak ytliksek bulundugunu ifade etmektedirler. Bu sonu¢ calismamizda kullanilan

TGKS50 grubunda elde edilen sonug ile benzerlik géstermektedir.

Abdallah ve ark (2011), ratlarda kuersetinin sperm parametrelerine olan
etkinligini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 10, 100 ve 200 uM dozlarinda olusturulan
gruplar ile spermayi1 3 saat siire ile 32 °C’ta inkube etmisler ve en yiiksek canlilik
oranimn1 200 uM doz ilave edilen gruptan elde etmislerdir. Bu sonu¢ ¢alismamizda

olusturulan TGK200 grubu ile benzerlik gostermektedir.

Gibb ve ark (2013), aygir spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya 0,15
mM dozunda eklenen kuersetinin etkisini arastirdiklar1 calismalarinda, kuersetin
iceren sulandirict  grubunun kontrol grubuna goére {stiinliik saglamadigmni
belirtmislerdir. Bulgularimiza kiyasla, farklt sonuglarn ¢ikmasi kullanilan
antioksidanin dozuna, farkli hayvan tiirlerine, sulandiricilara ve sulandiricilar

arasindaki pH degisikligine baglanabilir.

Moretti ve ark (2012), insan sperma yikama medyumuna 20, 30, 50, 100 ve
200 uM dozlarinda ekledikleri kuersetinin canlilik oranlari bakimindan kontrol

grubuna gore etkinliklerinin olmadig1 sonucuna varmislardir.

Khanduja ve ark (2001), insan sperma sulandiricisina eklenen 5, 10, 50, 100
ve 200 uM dozlarindaki kuersetinin spermanin kisa siireli saklanmasinda canlilik
iizerine etkilerini arastirmiglar ve kuersetinin herhangi bir etkinliginin olusmadigi
sonucuna varmiglardir. Calismamizda kopek spermasinin ¢oziim sonu canlilik
oranlarmin TGK50, TGK200 ve TEK200 gruplarinda TE grubuna gore istatistiksel
olarak tstiinliik sagladig1r goriildii. Caligsmalar arasinda farkli sonuglarin ¢ikmasi

farkli ¢alisma dizaynina, sulandiricilardaki farkli igeriklere ve tiirlere baglanabilir.

Sunulan tez calismasinda kuersetin deney grubunda akrozom biitiinligii
bakimmdan TE grubuna gore en yiiksek koruma istatistiksel olarak TGK200 ve
TGK50 gruplarinda elde edildi. Johinkee ve ark (2014), tavsan spermasmin kisa
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siireli saklanmasi ile ilgili yapmis olduklar1 arastirmada 100 uM dozundaki kuersetin
grubunda kontrol grubuna gore en yliksek diizeyde akrozom biitiinliigii oranini elde

etmislerdir.

Gibb ve ark (2013), aygir spermasmin dondurulmasinda sulandiriciya ilave
ettikleri 0,15 mM dozundaki kuersetinin, sistin (0,2 mg/ml) ve katalaza (200 U/ml)
gore ¢0ziim sonu daha yiiksek oranda akrozom biitlinliigii oran1 verdigini ifade
etmektedirler. Calismamizda ise en yiiksek akrozom biitiinliigli korumas1 TGK200 ve

TGKS50 gruplarindan elde edildi.

Birinci deney grubunda Kangal kopek spermasinin dondurulmasinda
sulandiriciya 50 ve 200 uM dozlarinda eklenen kuersetinin ¢dziim sonu en yiiksek
spermatozoa mitokondriyal aktivite lizerine olan etkinligi, TGK50 ve TGK200
gruplarindan elde edildi.

Silva ve ark (2012), ko¢ spermasinin ¢dziim sonu mitokondriyal aktivitesini
arastirdiklar1 ¢alismada % 5 gliserollii temel sulandiriciya 5, 10, 15 ve 20 pg/ml
oranlarda kuersetin ekledikleri gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oranda
mitokondriyal aktivite tespit etmislerdir. Bu sonuglardan farkli olarak, calismamizda
ise gliserol ve yliksek dozda kuersetin igeren gruplarda en yiiksek mitokondriyal
aktivite bulundu. Farkli sonuglarin elde edilmesine neden olarak kullanilan hayvan
tiirli, dondurma protokolleri ve antioksidan maddelerin dozlar1 gdsterilebilir. Fenolik
bir antioksidan olan kuersetinin etkinligi, kullanilan doz ve yarilanma omrii ile
dogrudan iligkili oldugu bildirilmistir. Bu nedenle arastirmalarda optimum sonuglarin
alinabilmesi i¢in antioksidan doz ayarlarinin yapilmasi ve kullanimlarinin hemen

oncesinde sulandiriciya katilmasi gerekmektedir (Sies 1993).

COMET analizinin hiicre i¢i oksidatif stresi belirlemede oldukca etkin bir
yontem oldugu ve hiicrelerde olusan DNA kirilmalarmin tespitinde kullanildigi
ongoriilmektedir (Anderson ve ark 1994). Bu sayede hiicre i¢cinde katki maddelerinin
oksidan/antioksidan 6zelliklerinin ortaya konabildigi gibi, eklenen maddelerin hiicre
ici genetik materyale olan koruyucu etkinligi de saptanabilmektedir (Anderson ve

Phillips 1999, Heaton ve ark 2002, Novotna ve ark 2007, Tuncer ve ark 2010).
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Sunulan tez c¢aligmasinda kuersetinin sperma dondurma esnasinda DNA
biitiinliigiine olan etkisi incelenmis ve ¢oziim sonu DNA  biitiinligi
degerlendirmesinde, TGK200 grubunun TE kontrol grubuna goére koruyucu etkinligi

oldugu ortaya konulmustur.

Johinkee ve ark (2014), tavsan spermasimnin kisa siireli saklandig1 ¢aligmada
sulandiriciya ilave edilen 25, 50, 100 ve 200 uM dozlarindaki kuersetinin DNA
biitiinliigi degerlendirmesinde, kuersetinin herhangi bir etkinlik saglamadigini
belirtmislerdir. Bu sonuglara benzer sekilde calismamizin TGKS50, TEKS0 ve
TEK200 gruplarindan DNA biitlinliigii iizerinde herhangi bir koruyuculuk elde
edilmemesine karsmn, TGK200 grubu istatistiksel olarak iistiinliik sagladi. Benzer
sonu¢ Zribi ve ark (2012)’nin insan spermasmm dondurulmasinda yaptiklari

calismadan da elde edilmistir.

Gibb ve ark (2013), aygir spermasmin dondurulmasmi arastirdiklar:
calismalarinda sulandiriciya ilave ettikleri 0,15 mM dozundaki kuersetinin, sistin
(0,2 mg/ml) ve katalaza (200 U/ml) gbére daha yiiksek oranda ¢6ziim sonu DNA
biitiinliigii sagladigi ifade etmektedirler. Calismamizda ise istatistiksel olarak
sadece TGK200 grubu ¢6ziim sonu DNA biitiinliigiine karsi1 koruyucu etkinlik

gosterdi.

Ergotiyonin tiyol ve tiyon formunda bulunan flavonoid kdkenli antioksidan
ozellikte olan bir maddedir (Cheah ve Halliwell 2012). Ergotiyoninin, katyon
selasyonunda, gen ekspresyonunda ve immun sistemin diizenlenmesinde rolii oldugu
ortaya konulmustur (Rahman ve ark 2003, Laurenza ve ark 2008). Bu etkilerin yan
sira antioksidan ve kriyoprotektan 6zelliginin de bulundugu arastirmacilar tarafindan
bildirilmektedir (Akanmu ve ark 1991, Aruoma ve ark 1999, Mitsuyama ve ark
1999).

Sunulan tez calismasinin ikinci deney grubunda ergotiyoninin 0,5 ve 2 mM
dozlar1 sulandiriciya ilave edilip, Kangal kopegi spermasmin dondurulabilirligine

olan etkisi arastirildi.

Calismamiz sonucunda ¢0ziim sonu subjektif spermatozoon motilitesi

iizerinde ergotiyoninin onemli bir katki saglamadig1 goriildii. Coyan ve ark (2011)
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ise ¢oziim sonu kog¢ spermatozoon subjektif motilitesinde 2 ve 4 mM ergotiyoninin
onemli oranda koruma yaptigin1 saptamislardir. Caligmalar arasindaki farkli
sonuclarin ¢ikmasma kullanilan hayvan tiirlerinin, sulandirici tiplerinin ve tiirler

aras1 dondurma-¢ozdiirme islemlerine olan duyarliliklarmin farklilig1 neden olabilir.

Yildiz ve ark (2015), yagsiz siit tozu sulandiricisina 5 ve 10 mM ergotiyonini
ilave ettikleri caligmalarinda ¢6ziim sonu kog¢ spermatozoon motilitesi iizerinde
ergotiyoninin bir etkisinin olmadig1 sonucuna varmiglardir. Bu sonug ise calismamiz

ile benzerlik gostermektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda ¢oziim sonu CASA motilite oranlarinda ergotiyonin

ilave edilen gruplar ile kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel fark bulunmada.

Najafi ve ark (2014), ko¢ spermasmin dondurulmasi lizerinde ergotiyoninin
artan dozlarin1 denemisler ve en yiiksek ¢oziim sonu CASA motilitesini 6 mM
ergotiyonin igeren gruptan elde etmiglerdir. Calismamizda CASA motilitesi
bakimindan ergotiyonin iceren sulandirict gruplari ile antioksidan igermeyen gruplar
arasinda farklilik bulunmamaktadir. Bu durum kullanilan hayvan tiirii ve antioksidan

konsantrasyonu gibi nedenlere baglanabilir.

Sulandiriciya eklenen ergotiyoninin Kangal kdpegi spermasinin ¢dziim sonu
progresif motilitesi iizerine etkisinin arastirildigi ikinci deney grubumuzda TGE2
grubu istatistiksel olarak TG ve TE gruplarina gore istlinliik sagladi. Benzer sonug
Coyan ve ark (2011)’nin ergotiyonin ilave ederek dondurduklar1 ko¢ spermasinin

¢Ozlim sonu degerlendirilmelerinden de elde edilmistir.

Najafi ve ark (2014), ko¢ spermasmin dondurulmasi iizerinde ergotiyoninin
artan dozlarin1 denemisler ve ergotiyonin ilavesinin ¢dziim sonu ko¢ spermatozoonu

progresif motilitesi lizerine bir etkinliginin olmadig1 sonucuna varmiglardir.

Coutinho da Silva ve ark (2008), aygir spermasmin dondurulmasinda
sulandiriciya 0,7, 2, 6 ve 18 mM oranlarinda ergotiyonin ilave ederek ¢oziim sonu
CASA motilite oranlarmi degerlendirmisler ve gruplar arasi istatistiksel bir fark

olugsmadigimi belirtmislerdir.
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Ergotiyoninin 0,5 ve 2 mM dozlarinin ¢6ziim sonu spermatozoon hareketleri
iizerine olan etkilerinin degerlendirildiginde, ergotiyonin iceren sulandirici
gruplarmin, TG ve TE gruplarma gore istatiksel olarak iistiinlik saglamadigi

sonucuna ulagildi.

Coyan ve ark (2011), ergotiyoninin ¢Oziim sonu ko¢ spermatozoon
hareketlerinden VAP (um/s), VSL (um/s), VCL (um/s) ve ALH (um) seviyelerinde
kontrol grubuna gore Ustiinlik sagladigini ifade etmislerdir. Caligmalar arasinda
farkli sonuglarin elde edilmesi sulandirici tipindeki, hayvan tiiriindeki ve dondurma

tekniklerindeki farkliliklara baglanabilmektedir.

Najafi ve ark (2014), ko¢ spermasmin dondurulmasi iizerinde ergotiyoninin
artan dozlarini denemisgler ve ergotiyonin ilavesinin ¢6ziim sonu ko¢ spermatozoon
hareketleri tizerine bir etkinliginin olmadigi sonucuna varmiglardir. Elde edilen

sonug calismamiz ile benzerlik gostermektedir.

Spermanin dondurulmasit amaciyla yapilan sulandirma, ekilibrasyon ve
dondurma islemleri siirecinde spermatozoon yapisal ve fonksiyonel degisimlere
ugrayarak, canlilik oraninda azalmalar gozlenmektedir. Bu siirecte ortama ilave
edilen antioksidanlar ile kriyoprotektif bir etki olusturularak canlilik oranmnin

korunmasi hedeflenmektedir.

Ikinci deney grubumuzda % 5 gliserol ve 2 mM ergotiyonin igeren sulandiric
grubu ¢6ziim sonu spermatozoa canlilik oran1 bakimmdan diger gruplara gére daha
yiiksek sonu¢ verdi. Buna karsin koglarda yapilan bir ¢aligmada sulandiriciya
ergotiyonin ilavesinin ¢6ziim sonu canlilik oranlarmi koruyamadigi bildirilmistir

(Coyan ve ark 2011).

Yildiz ve ark (2015), koc¢ spermasi ilizerine ergotiyoninin etkinligini
arastirdiklar1 c¢alismasinda ¢6ziim sonu canlilik oranlar1 {izerinde etkinliginin
olmadigini ortaya koymuslardir. Bu durum kullanilan hayvan tiirlerinin ve dondurma

isleminin farkli olmasi gibi nedenlere baglanabilir.

Calismamiz sonucunda kopek spermatozoonunun akrozom biitiinliigii lizerine

ergotiyonin iceren TGE2 ve TGEO.5 gruplarinin, TG ve TE gruplarina gore; TEE2
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grubunun ise TE grubuna gore iistiinliik sagladigi goriildii. Mitokondriyal aktivite

bakimindan ise ergotiyoninin etkinligi 6nemsiz bulundu.

Coyan ve ark (2011), ko¢ spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya ilave
ettikleri 1, 2 ve 4 mM dozlarindaki ergotiyoninin akrozom biitiinligi ve
mitokondriyal aktivite oram1 bakimindan kontrol grubuna gore stiinliik
saglamadigini ifade etmektedirler. Calismalar arasinda goriilen farkliligin hayvan
tiiri, antioksidan dozu, ekilibrasyon siiresi ve dondurma protokollerinden

kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Coyan ve ark (2011), ko¢ spermasinin dondurulmasinda sulandirictya ilave
edilen 1, 2 ve 4 mM dozlarinda ergotiyoninin DNA biitiinliigiinii korudugunu
bildirmiglerdir. Buna karsin g¢alismamiz sonuglarmma gore ergotiyoninin DNA

biitlinliigiinii koruyamadig1 saptandi.

Amino asitlerin spermanm dondurulmasi sirasmnda spermatozoon hiicre
duvarmi sararak soguk sokuna kars1 koruyucu etki gosterdigi arastirmacilar
tarafindan ifade edilmektedir (Pena ve ark 1998, Martins-Besa ve ark 2007, Uysal ve
Bucak 2007, Bucak ve ark 2007, 2008,2009, Ali Al Ahmed ve ark 2008, Atessahin
ve ark 2008).

Calismamiz sonuclarina gore sulandiriciya ilave edilen % 2,5 ve % 10
oranlarndaki BME amino asit maddesinin sulandirma sonrasi spermatozoon
subjektif motilitesi, ¢6ziim sonu subjektif ve CASA motilitesi bakimindan kontrol
gruplarma gore Ustiinliik saglayamadigi belirlendi. C6ziim sonu progresif motilite

oranlarinda ise TGB10 grubu TE’e gore istatistiksel olarak tistiinliik sagladi.

Bucak ve ark (2009), ko¢ spermasinin dondurulmasinda % 13 ve % 26
oranlarinda  ekledikleri BME’nin ¢6ziim sonu spermatozoon motilitesini
korumadigni belirtmislerdir. Bu durum ¢alismamiz sonuglar1 ile benzerlik

gostermektedir.

Farshad ve Hosseini (2013), teke spermasmin dondurulmasinda BME
esansiyel amino asitinin etkinligini arastirmislar, %10 oraninda sulandiriciya katilan
BME’nin ¢6ziim sonu spermatozoon subjektif, CASA ve progresif motilitelerini

tyilestirdigini belirtmislerdir. Bu sonuclara benzer sekilde, calismamizdan elde edilen
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sonuclara gore %10 oranindaki BME ¢6ziim sonu progresif motilite bakimindan TE

grubuna gore 6nemli oranda koruma sagladi.

Tasdemir ve ark (2014), boga spermasmin dondurulmasinda sulandiriciya %
13 oraninda ekledikleri BME nin ¢6ziim sonu subjektif, CASA ve progresif motilite
oranlarmin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak istiinliik saglamadigini
belirtmektedirler. Bu sonu¢ calismamizdan elde edilen subjektif ve CASA motilite
degerleri ile benzerlik gosterirken, progresif motiliteden ise diisiik bulunmustur.
Sonuglar arasindaki farkliligin nedeni olarak hayvan tiirii, katki maddesinin dozu ve

sulandirici tipi gosterilebilir.

Sunulan tez calismasinda, BME igeren sulandirici gruplar1 spermatozoon
hareket oOzellikleri iizerinde oOnemli iyilestirmeler olusturmadi. Benzer sonuglar

Tasdemir ve ark (2014)’nin bogalarda yaptiklari ¢alismadan da elde edilmistir.

Cozliim sonu canlilik oraninin arastirildig: tiglincii deney grubunda gruplar
aras1 istatistiksel bir farklilik gozlenmedi. Spermatozoa akrozom biitlinliigi ve
mitokondriyal aktivite oran1 bakimindan ise TGB2.5 grubu, TG kontrol grubuna goére
onemli oranda Ustiinliikk gosterdi. Ayrica TGB2.5, TGB10 ve TEB10 gruplarinda
¢Oziim sonu mitokondriyal aktivite oranlar1 TE grubuna gore daha yiliksek koruma

sagladi.

Farshad ve Hosseini (2013), teke spermasmin dondurulmasinda BME
esansiyel amino asitinin etkinligini arastirmiglar, ¢6ziim sonu canlilik orani
bakimindan % 10 BME grubunda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek sonuglara
ulagmiglardir. Akrozom biitlinligii degerlendirmesinde de % 10 BME’nin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranda koruma sagladigi arastirmacilar tarafindan

belirtilmistir.

Calismamizda BME gruplarindan elde edilen ¢6ziim sonu spermatozoa
canlilig1 Farshad ve Hosseini (2013)’nin elde ettikleri sonuglardan diisiik bulunurken

akrozom biitlinliigii oran1 TGB2.5 grubu ile benzerlik gostermektedir.

BME amino asitinin spermanin dondurma-¢dzdiirme sonras1 DNA biitiinliigii
iizerine etkisinin incelendigi COMET analizi sonrasi gruplar arasi istatistiksel

farkliliklar g6zlenmedi.
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Literatiir taramalarnda BME amino asitinin spermatozoon DNA biitiinligi
iizerine etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu nedenle ilave

baska calismalarin yapilmasima gereksinim duyulmaktadir.

Ileriye dogru bast dogrultusunda diizgiin dogrusal hareket eden
spermatozoonlarin, hareket eden ve hareket etmeyen spermatozoonlara orani motilite
ylizdesi olarak tanimlanmaktadir. Spermatozoonun motil hareket yetenegi,
kuyruklarinin yaptig1 kamg¢i hareketlerine ve frekansmma baghdir (Coyan ve ark
2002). Motiliteyi saglayan onemli bir faktor de cAMP konsantrasyonunun
seviyesidir. c¢AMP’nin ortamda yiiksek oranda bulunmasi, protein kinaz
aktivasyonunu artrmakta ve aksonem proteininin fosforolizasyonuna bagli olarak
spermatozoon motilitesinde artisa ve hiperaktivasyona neden olmaktadir.
Spermatozoonda mitokondriyal kilif tarafindan sarilan aksonem ve fibrilar yapilar
spermatozoon motilitesi i¢in gerekli ATP iiretiminden sorumludur (Garner ve Hafez
1993). Kullanilan katki maddelerinin spermanin dondurulmasi sirasinda
spermatozoonun fonksiyonel yapilarma kars1 koruyucu etki yaptigi diisiiniilmektedir.
Sunulan tez calismasinda elde edilen veriler 1s18inda birinci deney grubumuzda
bulunan TGK200, ikinci deney grubumuzda TGE2 ve {iciincii deney grubumuzda da
TGB10 grubunda ¢6ziim sonu motilite oranlar1 TG ve TE gruplarina gore yiiksek

bulundu.

Spermanin sulandirilmas1 ve dondurulmasi siirecinde ortamin 1sis1, iyonik
yapist ve kompozisyon degisimleri motilite parametrelerinde degisikliklere neden
olmaktadir (Rijsselaere ve ark 2003). Sunulan tez ¢alismamizda da CASA analiz
sistemi ile spermatozoonun izledigi yol boyunca ortalama hizi, diiz bir hat boyunca
izledigi yolun baslangicindan sonuna kadar olan ortalama hizi, spermatozoonun
dairesel hareketinin ortalama hizi ve kat ettigi toplam yol siiresince ortalama hizi
bakimindan 3 deney grubunda kullanilan katki maddelerinin etkisi arastirildi. Buna
gore 3 farkli deney grubunda kullanilan katki maddelerinin spermatozoon hareketleri

bakimindan antioksidan icermeyen gruplara gore iistiinliik saglamadigi tespit edildi.

Dondurma ve ¢ozdiirme islemlerinde spermatozoonun lipit ve termodinamik
yapisinda gozlenen degisimler spermatozoonun canliliginda rol oynayan ATPaz
enziminin etkinligini ortadan kaldirarak spermatozoa canliligina direk olarak

etkileyebilmektedir (Wartson 2000). Sulandiriciya eklenen katki maddelerinin bu
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etkiyi minimize ettigi bildirilmektedir (Donnelly ve ark 2000). Calismamizda 3 farkh
deney grubunda kullanilan kuersetin ve ergotiyoninin kopek spermasinin
dondurulmasinda ¢6ziim sonu canlilik oranin1 kontrol gruplarna gore iyilestirirken,
BME ilave edilen gruplarm kontrol gruplarmna gore stiinliik saglamadig1 sonucuna

varildi

Akrozom yapisinda bulunan enzimlerin spermatozoonun zona pellusidaya
penetrasyonunda gorevli oldugu ve akrozom biitiinliigii oraninin fertilite orani ile
korelasyonunun oldugu belirtilmektedir (Garner ve Hafez 1993). Bu acidan
calismamizdaki deney gruplarinda bulunan katki maddelerinin Kangal kopegi
spermasimin ¢éziim sonu akrozom biitlinligii {izerine etkisi incelendiginde; TGKSO0,
TGK200, TGEO.5, TGE2, TEE2 ve TGB2.5 gruplarinin TE ve TG kontrol gruplarina

gore ustiinliik sagladigi belirlendi.

Spermatozoon gbévde kisminda bulunan mitokondri, kuyruk kisminin
hareketini yaptwran filamanlara enerji saglayarak spermatozoonun disi genital
kanalda ilerlemesini ve zona pellusidaya penetrasyonuna yardimci olmaktadir
(O’Connell ve ark 2002). Spermanin dondurulma/¢ozdiiriilme islemleri sonucunda
mitokondriyal aktivitenin degisimi, fonksiyonel yapida olusan hasar hakkinda bilgi
verebilmektedir (Garner ve ark 1997). Yapilan caligmalar spermatozoondaki
mitokondriyal membran potansiyelinin azalmasmin, motilite ve fertilitede diisiislere
yol actigmi bildirmektedir (O’Connell ve ark 2002, Huang ve ark 2004).
Calismamizda TGKS50, TGK200, TGB2.5, TGB10 ve TEB10 gruplarinda spermanin
dondurma-¢ozdiirme sonrasi mitokondriyal aktivitesi, TE kontrol grubuna gore

yiiksek bulundu.

Spermatozoon DNA biitlinligiiniin fonksiyonel spermatozoon
parametreleriyle korelasyonunun oldugu belirtilmektedir (Twigg ve ark 1998, Rajesh
ve ark 2002). Bu amagla sunulan tez ¢alismamizda sulandiriciya eklenen katki
maddelerinin ¢6ziim sonu DNA biitiinliigli izerine, birinci deney grubunda bulunan

TGK200’tin TE grubuna gére dnemli oranda koruyucu etki sagladig1 goriildii.
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5. SONUC ve ONERILER

Koépek spermasinin dondurulmasinda spermanin ¢6ziim sonu parametrelerini
tyilestirmek i¢in sulandiricilarda degisik antioksidan maddeler kullanilmaktadir.
Genel olarak olumlu etkileri olmakla birlikte, farkli hayvan tiirlerinde kullanilmig
olan antioksidanlarin etkinligi uygulanan hayvan tiiriine, sulandirici tipine,
spermatozoanin saklanma bicim/siiresine, katki madde dozuna ve dondurma

protokollerine gore farklilik gostermektedir.

Ayrica kopek spermasinin dondurulmasinda kullanilan kriyoprotektan madde
farkliliginin ¢6ziim sonu spermatolojik parametrelere 6nemli dl¢lide katki sagladigi
goriilmektedir. Sunulan c¢aligmada sulandiriciya eklenen gliseroliin etilen glikole

oranla daha basarili bir kriyoprotektif etki gosterdigi sonucuna varilmistir.

Spermatozoonda mitokondriyal 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 kuersetinin, ergotiyonin ve BME’ye gore spermatozoa membran
yapilarin1 koruyarak dondurma-¢ézdiirme sonrasi motiliteyi daha yiiksek oranda

tyilestirdigi sonucuna ulasilabilir.

Sunulan tez calismasindan elde edilen verilere gore, ililkemiz agisindan
onemli bir kopek k1 olan Kangal kdpeginin uzun yillar boyu genetik 6zelliklerinden
sapmadan korunabilmesi i¢in {istiin 6zellikleri bulunan kdpek spermalarmin optimum
tohumlama dozlarinda dondurularak saklanabilecegi ve boylelikle Kangal kdpegi

irkinin korunabilecegi diisiiniilmektedir.

S6z konusu antioksidanlarm kdpek spermasinin spermatolojik parametreleri
iizerine etkilerine dair yeterli ¢alisma bulunmadigr i¢in ilave ¢aligsmalarin
yapilmasma  gereksinim  duyulmaktadir. Ayrica yapilacak arastirmalarda
spermatolojik  parametrelerin in  vitro/vivo fertiliteyle de desteklenmesi

gerekmektedir.
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