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ONSOZ

Anadolu cografyasi, binlerce yillik insanlik tarihi boyunca gerek medeniyetlerin
dogdugu topraklar gerekse bir gecit bolgesi olarak ¢esitli medeniyetlerin izlerine
sahip olmustur ve bu yonii ile evcil hayvan genetik kaynaklar1 yoniinden son derece
zengin bir bolgedir. Bu gen havuzu i¢inde Anadoluya 6zgii kopek irklar1 da dikkat
cekmektedir. Tirkiye’de yaklasik on yerli kopek 1rki mevcuttur. Bu kopek
irklarindan ¢ tanesi c¢oban kopegidir (Kangal, Akbas, Kars). Bu ¢oban
kopeklerinden Kangal ve Akbas irklar1 koyun yetistiriciliginin yogun olarak yapildigi
Ic Anadolu Bélgesi illerinde yetistirilmektedir. i¢ Anadolu Bdlgesinde yetistirilen bir
diger ¢coban kopegi de “Aksaray Malaklis1” veya “Malakli Karabas” ad1 verilen ve

genel olarak Aksaray yoresinde yetistirilen bir coban kopegidir.

Lokal irklarin 1slah1 ve nesillerinin devaminda spermalarinin dondurulmasi 6nemli
yer olmaktadir. Kopek spermasinin dondurulmasma ait ilk ¢alisma 1954 yilinda
Rowson tarafindan bildirilmektedir. Daha sonra bu alanda, giiniimiize kadar bir¢ok
calisgma yapilmistir. Bu ¢alismalarda basarili bir Kkriyopreservasyon islemi igin
spermaya antioksidan madde ilavesinin dondurma basarisin1 artirdigi ortaya
konmustur.

Sunulan tez calismasinda, Malakli kopegi spermasinin dondurulmasinda karnosik asitin

etkinliginin dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreler iizerine etkinliginin

arastirilmasi1 amaglanmustir.

Tez caligmamin her asamasinda yardimci olan, bilgi ve deneyimlerini esirgemeyen
Danismanim Dog. Dr. Deniz YENI basta olmak iizere, tez projemde desteklerini
esirgemeyen Dog. Dr. Fatih AVDATEK e, Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Sayin Prof.
Dr. Mustafa GUNDOGAN’a ve hayatimin her asamasinda oldugu gibi bu donemde

de bana destek olan esim ve aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

Kopek (Canis lupus familiaris); kopekgiller (Canidae) familyasindan olup goriiniis
ve biiyiikliikleri birbirinden farkli yaklasik 400'den fazla irki olan, et¢il ve memeli bir
hayvandir. Kopekler Boz kurdun (C.lupus) alt tiirlerinden biri olan tilki ve ¢akal
ile de akrabadir. Kediler ve kdpekler birlikte diinya cografyasinin tamamina yayilmig
en ¢ok beslenen iki evcil hayvan tiirtidiir. Tahminlere gére 2001 yilinda diinyada 400
milyondan fazla kopek vardir. Yaklasik 12 bin yildan daha uzun bir siireden beri
kopekler insanoglunun av partneri, koruyucusu ve arkadasi olmustur. Degisik
ihtiyaglara gore farkli kopek tiirlerinin evrimlesmesinde insanoglunun 6nemli roli
olmustur. Ik kdpekler keskin gérme ve koku duyusuna sahip aver kopekleriydi.
Insanlar, ilk tamismalarindan bu yana kopeklerin gesitli yararli zelliklerini genetik
miihendisligin konvansiyonel formlariyla on plana ¢ikartmis ve farkli kopek
tiirlerinin ortaya ¢ikmasini saglamistir. Ornegin, 7-9 bin yil énce ciftlik hayvanlari
evcillestirildiginde cobanlik yapmaya baslayan kopekler bu
yonde secilime ugramistir (Coppinger, 2001).

1.1. Malakh Kopegi

Coban kopekleri Tiirkiye’de Akbas ve Karabas isimleri altinda siniflandirilabilir.
Kangal ve Malakli karabag grubunun en taninan iki iiyesidir (Atasoy, 2010). Karabas
tipi Malakli kopekler basta Aksaray, Nevsehir ve Sereflikoghisar olmak iizere
Tiirkiye’nin farkli bolgelerinde yetistirilmektedir. Sunulan bazi ¢aligmalarda Karabas
Malakli kopekleri Kangal irkina gore daha iri yapili, kisa tiiylii, kuyrugun ise Kangal
kopegine gore daha az kivrik oldugu, insan ve diger kopeklere karsi daha saldirgan

oldugu gozlenmistir (Atasoy, 2011). Malakli kopeklerinde kafa biiyiikligi ve agiz


https://tr.wikipedia.org/wiki/K%C3%B6pekgiller
https://tr.wikipedia.org/wiki/Et%C3%A7il
https://tr.wikipedia.org/wiki/Memeli
https://tr.wikipedia.org/wiki/Boz_kurt
https://tr.wikipedia.org/wiki/Alt_t%C3%BCr
https://tr.wikipedia.org/wiki/Tilki
https://tr.wikipedia.org/wiki/Ortak_ata
https://tr.wikipedia.org/wiki/Evcil_hayvan
https://tr.wikipedia.org/wiki/Evrim
https://tr.wikipedia.org/wiki/Av_k%C3%B6pe%C4%9Fi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik_m%C3%BChendislik
https://tr.wikipedia.org/wiki/Genetik_m%C3%BChendislik
https://tr.wikipedia.org/wiki/%C3%87oban_k%C3%B6pe%C4%9Fi
https://tr.wikipedia.org/wiki/Yapay_se%C3%A7ilim
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yapisi, dudak sarkikliklart ve daha az kivrik kuyruklar ile Kangal irkindan
morfolojik olarak ayrildigi goriilmektedir (Atasoy, 2005). Malakli canli agirligr 50-
150 kg aras1 degisen ve daha cok Aksaray bdlgesine 0zgiin bir koruma ve ¢oban
kopegidir. Renkleri cogunlukla boz karabas ve sar1 karabastir, ancak akbas ve ala
renkte olan Malaklilar da mevcuttur. Viicutlar1 ¢ok kalindir bu yiizden disaridan
bakildiginda hantal ve tembel gibi dururlar, ancak gercekte cok seri ve hizh
kopeklerdir. Ureme o6zellikleri heniiz irka spesifik olarak ortaya koyulmamasina
ragmen, Anadolu’ya has diger bir irk olan Kangal ¢oban kdpeklerine benzemektedir
ve disileri ortalama olarak 7-8 aylik olduklarinda, erkekler ise cogunlukla disilerden
2 ay sonra 9-12 aylik iken cinsel olgunluga (Puberta) ulasirlar ve 1 yasindan sonra
yetistirmeye alinirlar (Cupps, 1991). Disiler 6-8 ayda bir kizginlik gosterirler ve iyi
bakim besleme kosullarinda bir defada 6-8 yavru dogurup 8-10 yasina kadar yavru
verebilirler. Erkekler ise yil boyunca seksiiel aktivite gosterirler, mevsimsel etkiler
minimum diizeyde goriilmektedir (Ozgiines ve Ciftci, 1993; Ozbeyaz, 1994) (Resim
1). Tirkiye’nin yerel bir wki olarak Aksaray Malaklismnin korunmast ve

yetistiriciliginin yayginlastirilmasi gerekmektedir.

Resim 1. Calismada Hayvan materali olarak Kullanilan Malakli K&peklerinden
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1.2. Kopek Spermasinin Spermatolojik Ozellikleri

Erkek hayvanlarin damizlik degerinin belirlenmesinde ve yetistiriciliginde sperma
muayenesi ve degerlendirilmesi 6nemlidir. Spermatolojik &zelliklerden herhangi
birinde meydana gelen 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 délleme yeteneklerini (potentia generandi)
ortaya koyan oOnemli bir kriterdir (Tekin,1994). Malakli kopeklerinde irka ait
spermatolojik parametrelerin arastirildigi bir ¢alismada Malakli 1rki kopeklerde

ortalama spermatolojik degerler ortaya konulmustur (Inang, 2018) (Cizelge 1).

Cizelge 1.Malakli Coban Kopeklerinde Bazi Spermatolojik Muayene Bulgulari
(Inang, 2018)

Ejakulat miktar1 (ml) | Motilite (%) | Yogunluk (x10%ml) Anormal Spermatozoa
orani (%)

2,2 82,4 320,7 20,51

Pek ¢ok hayvan tiiriinde gelistirilen sperma alma ve muayene yontemleriyle erkek
hayvanlarin fertilite kontrolii biiyiik 6l¢ide yapilabilmektedir. Erkek kopeklerden
sperma almak igin kullanilan en etkili yontem el yardimi ile masaj yontemidir

(Akgay 2000).



1.3. Spermanin Morfolojik Yapisi

Memeli spermatozoasi bas, boyun ve kuyruk olarak i boliimden olugmaktadir.
Uzunlugu ise tiirlere gore degiskenlik gostermektedir. Kopek spermatozoasinin
ortalama uzunluklari, bas kism1 6.49-7.06 um kuyruk kismi 53.5 um ve total uzunluk
olarak ise 60-70 um olarak bildirilmistir (Pesch ve Bergmann, 2006).

1.4. Ejakulat Miktar

Bir ejakulasyonla disar1 atilan, spermatozoa ve eklenti bezlerinin salgilarindan olusan

sivinin tamaminin hacmidir ve ml olarak belirlenir.

Kopekler, diger evcil hayvan tiirlerinden farkli olarak, 6n sekret, sperma ve son
sekret olmak iizere 3 fazda sperma vermektedirler. Birinci faz seminal sividan,
liclincli fazin ise prostat sivisindan zengin oldugu bildirilmistir. Sperma ise

ejekulasyonun ikinci fazinda verilmektedir (England ve ark. 1990).

1.5. Spermatozoa Motilitesi

Motilite, spermatozoonun bas1 yoniinde ileri dogru diizgiin dogrusal hareket
eden spermatozoonlarin tiim spermatozoonlara orani olarak tanimlanir ve % olarak
ifade edilir. Motilite muayenesinin, sperma alinmasindan hemen sonra ¢evre

sartlarindan etkilenmeden yapilmasi gerekmektedir (Akgay 2000).
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Ik olarak 1979’ da Dott ve Foster’m bilgisayar destekli bir yazilimla motilite
tayinini yapmasinin ardindan artik gliniimiizde kullanilan mevcut bilgisayar
teknolojileri ve halen gelistiriimeye devam eden yazilimlar sayesinde bir¢ok
spermatolojik  ozelliklerin  belirlenmesi daha hizli ve hassas bir sekilde
yapilabilmektedir. Bilgisayar destekli sperma analiz sistemleri, periyodik olarak
hareket eden sperma hiicrelerinin zaman ayarli olarak fotograflanip bilgisayar
yazilimi sayesinde analiz edilmesi prensibiyle calismaktadir. Farkli hayvan tiirlerine
gore spermatolojik 6zelliklerin degerlendirilmesi amaciyla bilgisayar destekli sperm
analiz cihazlar1 (CASA), cihazin ¢alisma metodunun giivenilirligi ve objektifligi
sayesinde glinlimiizde artan bigimde tercih edilen bir teknik olarak kullanilmaktadir.
(Foote 2003).

Inang ve ark. (2018), Malakli kopeklerinde ortalama spermatozoa motilitesini

% 82.4 + 10.3, olarak bildirmislerdir (Inang, 2018).

Inang ve ark. (2018), farkli yas grubu Malakli kopeklerinde yaptiklar:
calismalarinda gen¢ hayvanlarda <3 %85.7 + 5; orta yaslilarda 4-6 %80.8 + 10.4; ve
yasl hayvanlarda >7 %79.8 + 14.8 motilite degerlerini olarak bildirmislerdir.

Akcay ve Tekin (2002), Kangal 1irk1 kdpeklerde yaptiklar ¢aligmada ortalama
motilite degerini %74,54+1,21 olarak bildirmislerdir.

Smith (1989), kopek ejakulatinda kabul edilebilir spermatozoa motilitesinin %
80 olmas1 gerektigini, Stockner (1991) ise % 50 den daha diisiik motiliteye sahip

spermanin kotii olarak degerlendirilmesi gerektigini 6ne slirmiislerdir.



1.6. Spermanin Saklanmasi

1.6.1. Spermanin Sulandirilmasi

Basarili bir kriyopreservasyon isleminde temel noktalar olarak pH ve iyonik yapinin
devamliliginin ve enerji kaynagmin saglanmasi, osmolarite, donma sirasinda
olusacak soguk soku hasarlarin azaltilmasi olarak bildirilmektedir (Hammerstedt ve
ark 1990, England 1993). Spermatozoada meydana gelen metabolik aktivite hidrojen
iyonlarmin agiga c¢ikmasina Sebep olur. Bu iyonlarmda sulandiricinin pH’sinin
diismesine ve dolayisiyla motilite ve fertilite azalmasina neden olmaktadir. Bu
sebeple tampon nitelikli sivilarin sperma sulandiricilarinda kullanilmasi zorunlu hale
geldigi belirtilmektedir (England 1993). Kopek spermasinin sulandirilmasi amaciyla
ilk yapilan ¢alismalarda krebs-ringer-fosfat tampon sulandiricilar1 kullanilmig, daha
sonra Seager ve ark (1975), %11 laktoz igeren sulandirict ile basarili sonuglar elde
etmislerdir. Giiniimiizde dipolar iyon (zwitterionic) tampon sulandiricilari spermanin
sulandirilmasinda kullanilmaya baslanmistir. Bunlardan en 6nemlisi tris-sitrik asit-
fruktoz- yumurta saris1 sulandiricist olup, modifiye edilmis farkli igerikleri ile birgok
arastirmada kullanilmaktadir (Woods ve ark 2000, Tosun ve Uysal 2007, Stanescu ve
Birtoiu 2010).

Memeli spermasinda pH nétre yakindir. Buna gore sulandiricilarin pH’s1 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 tizerinde oldugu ifade edilmektedir (England 1993). Sulandiricilara katilan
yumurta sarisinin fosfolipit yapisinda olup, spermatozoayr soguk sokundan korudugu
ve sulandiricilara katilmast gerektigi bildirilmistir (Medeiros ve ark 2002).
Dondurma siirecinde yumurta sarisinda bulunan diisiikk yogunluklu lipitler (LDL)
yumurta sarisinin jelatinlesmesini saglar. Yumurta sarisiin koruyucu kisimlarinin

fosfolipitler (lesitin) ve LDL oldugunu bildirilmektedirdir. LDL spermatozoon



7

membranini sararak dondurma-¢dzdiirme sirasinda spermatozoonun zarar gormesini
engellemeye caligmaktadir (Medeiros ve ark 2002, Purdy 2006). Yumurta sarisi
sulandiric1 igerisinde tiirlere gore farkli olmakla birlikte genellikle % 3-25
oranlarinda kullanilmaktadir. Yumurta sarisinin Kriyoprotektan ozelligi tam olarak
bilinmemekle birlikte, spermatozoonun sogutulmasi esnasindan spermatozoon
membranina yapisarak membran biitiinliiglinlin bozulmasin1 engelleyi etki gosterdigi

diisiiniilmektedir (Akcay 2000).

Sulandiricilarda spermatozoonlarin enerji gereksinimlerini saglamak adina eksojen
olarak sekerlerden faydalanilmaktadir. Glikolizis etkinliginden dolayr spermatozoa
icin glukoz, fruktoz ve mannoz enerji kaynagi olarak kullanildig1 belirtilmektedir. Bu

nedenle sulandiricilara glukoz ve fruktoz eklenmektedir (Silva ve ark 2001).

1.6.2. Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Bu teknik, birkag giin i¢inde spermanin kullanilmasi durumunda uygulanmaktadir. In
vitro spermatolojik parametre incelemeleri yapilmis olan spermanin uygun teknik ve
yontemlerle sulandirildiktan sonra 35°C’deki su dolu bir kap igerisine yerlestirilip
genellikle 2-3 saatlik bir siirede buzdolabinda sicakligin 5°C’ye diisiiriilmesi esasina
dayanir. Bu yontemle saklanan spermalarla kopeklerde 24 saate kadar kullanilmasi
miimkiindiir. Kisa siireli saklanmasi igin, tris yumurta saris1 sulandiricist ve sodyum

sitrat-yumurta saris1 sulandiricis1 genel olarak kullanilmaktadir (S6nmez, 2008).



8

1.6.3. Spermanin Uzun Siire Saklanmasi

Suni tohumlama tekniginden faydalanilmak istendiginde uzun siire fertilite
yetenegini koruyabilen spermaya ihtiya¢ duyulmaktadir. Spermanin metabolik
islevlerini durdurularak fertilizasyonda 6nemli bir kayba yol agmadan siiresiz bir
sekilde muhafaza edilmesi spermanin dondurularak saklanmasi ile yapilabilir

(Lemma, 2011).

Bilimsel ve teknolojik olarak canli hiicre dondurma islemleri, Polge ve arkadaslarinin
1949 yilinda Kriyoprotektan 6zelligi olan gliserolii bulmasi ile baslamistir ve ilk
dondurulan hiicrenin de spermatozoon oldugu bilinmektedir (Leibo ve Brandley,
1999).

1.6.3.1.Spermanin Dondurulmasi

Hiicre dondurulmasi sirasinda, su kristallesir. Hiicre disinda olusan buz kristalleri,
beraberinde tuz bilesiklerinin donmamis kisimda yogun hale gelmesine ve ozmotik
basincin artmasina sebep olur. Buz kristalleri, hiicre zarinin disinda bulundugu i¢in
bu asamada hiicreye ulasamazlar. Hiicrenin i¢ ortami da sogumaya maruz kalir.
Hiicre i¢inde bulunan bir kisim su, ozmoz araciligi ile hiicre disina kayarak su
kaybina neden olur ve hiicrenin i¢ ortam yogunlugu da artmis olur. Hiicre ici ve
hiicre dis1 tuz derecesi belirli seviyeye gelince (oda ortaminda 0,8 M), hiicre
zarindaki katyon kanallar1 agilarak, yikilan potasyum-klor kopriisiinden potasyum
hiicre disina ¢ikar. Ortamdaki sodyum ise hiicre i¢ine dogru yonelir. C6ziim sirasinda
da hiicre zarindaki katyon kanallar1 kapanir, hiicre i¢i tuz seviyesi diiser, hiicre i¢ginde
proteinlerle bagli haldeki potasyum-klor kopriileri tekrar meydana gelir. Bu

degisiklik hiicre ig¢ine suyu geri alir ve hiicre tekrar ozmotik olarak siser (Schuster,
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2003; Yavas Korkmaz, 2009). Giiniimiizde en ¢ok payet yontemiyle dondurma
prosediirii tercih edilmektedir. Sulandirilan sperma, 4°C’de ekilibrasyona (1,5-4 saat)
birakilmasmin ardindan, payetlerde doldurulmaktadir. Normal sartlarda, payetler
yatay olarak sivi azotun 4-5 c¢m lizerinde, s1vi azot buharinda 10 dakika tutulur ve bu
siirenin sonunda s1vi azota atilir. Payetlerin siv1 azot seviyesinden uzakligi, donma
hiz1 ve payet hacimlerine gore degisiklik gosterebilir (Kulaksiz, 2009). Bunun yani
sira, programlanabilen dondurma cihazlarmin kullanilmasi ile spermanin sicakligini
belli araliklarda diistirmek suretiyle dondurma islemleri yapilmaktadir. Bu yontemde
strastyla ii¢ safthada +4 °C/ -5°C 4°/dakika, -5°C/-110°C 25°/dakika,-110°C/-140°C
35°/dakika toplamda 7 dakikada gergeklestirilmektedir (Purdy, 2006).

1.6.3.2. Gliserol

Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yapida bir poliol bilesigidir. Gliserol hiicre i¢i su
ile hiicre sitoplazmasi arasina girerek hiicre i¢i kristalizasyonu oOnlemektedir
(Vidament ve ark 1997). Gliseroliin karbon atomu ile hidroksil grubu oranimnin esit
olmast ve bunun yaninda liyofilik/hidrofilik o6zelligi dolayisiyla spermanin
dondurulmasi esnasinda soguktan koruma etkinligini artirmaktadir (Storey ve ark.
1998). Gliseroliin farkli konsantrasyonlart spermanin dondurulmasinda denenmis ve
diisik konsantrasyonlarda kullanimi Kriyoprotektan etkinliginin daha iyi ortaya
cikmasini saglamistir (Cochran ve ark 1984, Cristanelli ve ark 1985). 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 spermasinin dondurulmasinda en yaygim kullanilan kriyoprotektan
oldugu bildirilmektedir (Rota ve ark 2006). Kopeklerde dondurulmus sperma ile
yapilan ilk suni tohumlama uygulamalarinda gliserol % 8 oraninda kullanilmistir.

Sonraki caligmalarda farkli gliserol orani igeren sulandiricilarla dondurulan kopek
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spermalarinin ¢6ziim sonu verilerine gére optimum gliserol oraninin % 2-8 arasinda
olmasi gerektigi kanisina varilmistir (Cardoso ve ark 2003, Silva ve ark 2003, Pena

2004).

1.7. Spermanin Cozdiiriilmesi

Spermanin ¢6zdiiriilmesi dondurulmasi kadar Onemlidir. Sperma -196 °C’ye
dondurulup saklanmasinin ardindan ¢ozdiiriilme safhasina kadar yasamini devam
ettirir.  Fakat, c¢ozdiirilme sirasinda kritik sicaklik  derecelerini  gegmesi
gerekmektedir (-15/-60 °C). Hizli ¢dzdiirme metodu kristalizasyonu engelledigi i¢in
tercih edilen bir yontemdir. Payet yontemi ile dondurulan kdpek spermalarinin

¢ozdiiriilmesinde birgok aragtirmaci 38-42°C’de spermay1 ¢ozdiirmektedir.

Yukarida da belirtildigi gibi, ¢ozdiirme sonrasi en iyi in vivo basariyr yakalamak
icin, cesitli ¢ozdlirme sicakliklar1 ve siireleri bildirilmektedir. Saha kosullar1 goz
online alindiginda suni tohumlamalarda kullanilacak spermanmn 37 °C’de 30

saniyede ¢Ozdiiriilmesi en uygun yontem olacaktir (Tekin, 1994).

1.8. Serbest Radikallerin Dondurma Uzerine Etkisi

ROS (reaktif oksijen tiirleri) spermatozoonlarin fertilizasyon Kkabiliyetlerinde
fizyolojik olarak rol oynamakta olup 6zellikle spermatozoonlarin zona pellusidaya
baglanmasini, akrozom reaksiyonu gegirmesini ve zona pellusida icerisinden gecerek
oositin membrant ile birlesmesini saglamaktadir. ROS ne zaman diisiik
konsantrasyonda bulunursa normal spermatozoon fonksiyonlari i¢in arabulucu gibi
davranirken ne zamanki {iretimi gerekenden daha fazla olursa o zaman hiicreler i¢in

toksik hale gelmektedir (Griveau ve Le Lannou, 1997).
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Dondurma siiresince meydana gelen ozmotik stres ve soguk soku ile LPO lipid
peroksidasyon (LPO) nedeniyle zamanindan 6nce olusan kapasitasyon dondurma-
¢Ozdiirme sonrasi spermatozoonlarin motilitesi ile membran biitlinligini

azaltabilmektedir (Salamon ve Maxwell, 2000; Watson, 2000).

1.8.1. Antioksidanlarin Oksidatif Stres Uzerine Etkileri

Organizmada bulunan bircok savunma mekanizmasi sayesinde serbest oksijen
radikallerinin olusumu ve meydana getirdikleri hasarin 6nlenebilecegini, bunlarin da
antioksidanlar ~ olarak  adlandirilabilecegi  bildirmistir ~ (Akkus,  1995).
Spermatozoonlar seminal plazmasinda bulunan antioksidanlar vasitasiyla kendini

oksidatif strese karst korumaya ¢aligmaktadir (Kim ve Parthasarathy 1998).

Antioksidanlarin ilk etkileri, hiicre membran1 yapisinda bulunan lipid peroksidasyona
kars1 korunmasi olmustur. Bunun neticesinde, baslangicta antioksidanlar LPO’u
engelleyen molekiiller olarak tanimlanmislardir. Bu giin ise antioksidan tanimi
lipitlerin yan1 sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger hedef
molekiilleri koruyucu etkilerini de icerecek sekilde genisletilmistir. Bdylece
antioksidanlar hedef molekiillerdeki oksidan hasar1 engelleyen veya geciktiren
maddeler olarak nitelenmekte ve buna bagl olarak antioksidanlarin etkileri degisik

sekillerde olabilmektedir (Rangan ve Bulkley 1993).

1.8.2. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Biberiye, Akdeniz bdlgesinde yaygin olarak dagilan aromatik ozellikte yaprak
dokmeyen bir c¢ali bitkisidir ve iyi bilinen giiglii bir antioksidan, antibakteriyel ve

antimutajenik 6zellikleri igin yiizyillardir sifali bitki olarak biiyiikk 6nem kazanmistir.
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Biberiyenin giiclii antioksidan aktivitesinden sorumlu olan en 6nemli biyolojik
ozellikler, icerdigi sayisiz diterpen bileseni, yani, karnosik asit (CA), karnosol ve
rosmarinik asittir (RA) (Zanganeh ve ark., 2013).

1.8.3. Karnosik asit

Karnosik asitin (CA) kimyasal yapist bir abietan diterpendir. CA yag
peroksidasyonuna karsi giiclii bir inhibitordiir. Antioksidan aktivitesinin diginda
antimikrobiyal, antiviral, antimutajenik ve antikansojerenik aktiveye de sahiptir
(Sekil 1). Dondurma ve ¢ozdiirme siireci, spermatozoon membraninda hasara neden
olan, canlilig1 ve fertilite kabiliyetini etkileyen fiziksel ve kimyasal stres olusturur.
(Alvarez, 1992). Her iki hasar da asir1 miktarda reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve
membrandaki fosfolipitlerin peroksidasyonu ile iliskilidir (Chatterjee, 2001). Pro ve
anti-oksidanlar spermatozoon ortaminda dengeli olarak bulunmaktadir. Normal
spermatozoon fonksiyonunda ROS'un &nemli bir roliiniin, fertiliteyi kazanma ve
kromatin yogunlagmasina, membranin yeniden modellenmesine ve hiicre i¢i sinyal

yollarinin aktivasyonuna katkida bulunabilme yetenegi oldugu bildirilmistir

(Kodama, 1996, Lamirande, 1997).

OH

H Carnosic acid
Sekil 1. Biberiyede karnosik asitin kimyasal yapis1
Biberiye ekstrakti ve polifenolleri CA ve RA son zamanlarda kesfedilmis ve giicli

antikanser etkiler gosterdigi belirlenmistir (Gonzalez-Vallinas, 2015, Petiwala,

2015). Biberiye ektraktinda bulunan polifenollerin ve biyoaktif bilesiklerin
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seviyelerinin, bitki yetistirme kosullari (toprak, iklim, strese maruz kalma) gibi
birgok faktor tarafindan etkilenebilecegine dikkat edilmelidir. Ek olarak,
ekstraksiyon metodu ve biberiye ekstraktinin depolanmasi potansiyelini etkileyebilir.
Su, metanol, etanol siiper kritik karbondioksit ekstraksiyonu, farkli calismalarda
kullanilan metotlardir ve metanol (alkolik-solvent) ekstraksiyonunun biberiye
ekstresi ile daha yiliksek etkiye yol acabilecegini diisiindiirmektedir. Son yillarda,
siklikla kanserde mutasyona ugramis spesifik yollart modiile edebilecek yeni hedefe
yonelik kanser tedavileri kurmaya odaklanilmistir. Biberiye ekstresi ve onun
polifenolleri CA ve RA, apoptosisin indiiksiyonuna ve azalmis hiicre sag kalimina
yol agan spesifik yollar1 hedeflemek i¢in kimyasal maddeler olarak kullanilabilir. Ek
olarak, biberiye ekstresi, CA ve RA, mevcut kemoterapdtiklerin antikanser etkilerini
artirmak icin nutrasotik olarak kullanilabilir. Bu, daha diisiik dozlarin kullanilmasina
ve saglikli ¢evre dokuda daha az toksisiteye neden olabilir. Biberiye ekstresi, CA ve
RA tarafindan hedeflenen sinyal molekiilleri ve yolaklarini inceleyen caligsmalar
siirli olmakla birlikte, mevcut ¢aligmalar bu bilesiklerin hem kendi baslarina hem de
diger kanser terapileri ile birlikte kullanilmasina yonelik destekleyici kanitlar

saglamaktadir b(Jessy Moore, 2016).

Bir grup arastirmaci (Frankel ve ark., 1996; Munne-Bosch ve ark., 2000; Wu ve ark.,
2004) tarafindan ise buhar distilasyonu ile elde edilen biberiye ugucu yaginda giiclii
antioksidan etkiye sahip rosmarik asit, karnosik asit ve rosmanol gibi fenolik
bilesiklerin bulunmadigi bildirilmektedir(Frankel, 1996 Munne-Bosch, 2000 Wu,
2004).

Yapilan bu tez c¢alismast Malakli Kopeklerinin spermalarinin  dondurularak
saklanmasi esnasinda sperma sulandiricilarina katilacak olan biberiye ekstraktinin
(Karnosik asitin) dondurma-¢6zdiirme sonras1 motilite, anormal spermatozoon orant
ve Hipoozmotik sisme eozin test (H-E test) iizerine etkileri, ¢dzdiirme sonrasi
meydana gelebilecek hasarlarin en aza indirilmesinde karnosik asitin etkinliginin
belirlenmesi ile mevcut dondurma metodunun gelistirilmesine katki saglanmasi

hedeflenmektedir.
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2.GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

Arastirma Afyonkarahisar’da bulunan ticari bir isletme ile Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali

Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi.

Sunulan ¢alisma igin Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu’ndan gerekli izin (AKUHADYEK-456-15-Referans no’lu arastirma)
alind1 ve 3-5 yashi 5 bas ergin Malakli kdpeginden alinan spermalar kullanildi.
Kopeklerin bakim ve beslemesi isletme sartlarinda standart yetistirme kosullarinda

yapild.

2.2 Yontem

2.2.1. Spermanin AliInmasi

Kopeklerden sperma, elle masaj yontemiyle alindi. Erkek kopeklere sag
tarafindan yaklasilarak prepusyum iizerinden penis ve bulbus glandise masaj yapildi.
Bulbus glandis sismeye basladiginda prepusyum c¢ekilerek penis prepusyumdan
styrild1 ve bulbus glandis kokiine masaja devam edildi. Ardindan penis arka bacaklar

arasindan geriye ¢evrilerek spermasi alindi (Akgay, 2000).

Ejakulatlar, haftada bir kez, 5 tekrar yapilarak alindi. Alinan ejakulatlardan uygun
ozellik (sperma yogunlugu >400%10° spermatozoa/ml; motilite >% 80) gdsterenler

miks yapilarak spermanin sulandirilmasi ve dondurulmasi isleminde kullanildi.
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2.2.2. Sperma Sulandiricisinin Hazirlanmasi

Spermalarin sulandirilmasinda kullanilan tris bazli sulandirici asagida belirtilen

formiile gore hazirlandi.

Tris (Hidroksimetilaminometan) 297,58 mM
Sitrik asit 96,32 mM
Fruktoz 82,66 mM
Penisilin 1 mcg/100ml

Calismada yer alacak farkli sulandirici gruplari sdyledir:

Grup 1: Tris+Yumurta sarili sulandirici+% 5 Gliserol

Grup 2: Tris+Yumurta sarili sulandirici+% 5 Gliserol+10 uM Karnosik Asit
Grup 3: Tris+Yumurta sarili sulandirict +% 5 Gliserol + 50 uM Karnosik Asit
Grup 4: Tris+Yumurta sarili sulandirict + % 5 Gliserol + 100 uM Karnosik Asit

Grup 5: Tris+Yumurta sarili sulandirict + % 5 Gliserol + 200 uM Karnosik Asit

2.2.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Kopeklerden alman ejekulatlar makroskobik (renk, koku, kivam, miktar) ve
mikroskobik yonden degerlendirildi (spermatozoa motilitesi, yogunlugu, canlilig1),
normospermi 6zelligi gosteren ejakulatlarin spermadan zengin olan 2. fraksiyonlar1

birlestirilerek calismada kullanildi. Birlestirilen ejekiilatlar 10 uM, 50 uM, 100 uM,
200 uM ve kontrol (0 uM) karnosik asit igeren temel tris yumurta sarist sulandiricisi
ile yogunlugu 100x10%ml olacak sekilde sulandirilds, payetlere c¢ekildi, uglar
polivinil alkol ile kapatildi ve +4°C’ de 1,5 saat ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyon
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sonrasi sperma gruplart sivi azot buharinda (-100 C°) 10 dakika tutularak
donduruldu. Daha sonra dondurulmus spermalar azot tanki icerisine (-196°C) alindi.
Calismada; dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametrelerden; motilite,
morfolojik muayene ve membran biitlinliigli ve 6lii canli spermatozoonlari belirleyen

HE-test kullanilarak yapildi.

2.2.4. Coziim Sonu Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

2.2.4.1. Spermatozoa Motilitesi

Dondurma sonrasi, spermatolojik muayeneler icin, dondurulmus payetler 37°C’ de
30 saniyede ¢Ozdiiriildii. Isitma tablali faz kontrast mikroskobun (Olympus CX31)
37°C’ta, 20X biiyiitmesinde lam-lamel arasina alman bir damla sperma numunesinde
en az 3 mikroskop sahasi incelenerek, sahalardaki motilite degerlerinin ortalamasi %

motilite orani olarak kaydedildi (Demirci, 2002, Tekin, 1994).

2.2.4.2. Anormal Spermatozoa Oram

Anormal spermatozoon orant Giemsa boyama yontemiyle boyanan slaytlar
immersiyon objektif altinda (100X) incelenerek cesitli spermatozoon kisimlarina
(bas, orta kisim ve kuyruk) ait bozukluklar ve bunlarin goriilme oranlar1 tespit edildi
(Watson, 1975). Her bir slayttan 200 hiicre sayildi ve % olarak kaydedildi (Watson
1975).

2.2.4.3. HE-test

Sperma numunelerinde oOlii-canli spermatozoon oranini ve hipo-ozmotik sisme

testinin (HOS) birlikte uygulandigi Hipo-ozmotik Eosin boyama testi olarak
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adlandirilan HE-test kullanildi (Ducci ve ark., 2002; Giindogan ve ark., 2011).
Ependorf tiipler igerisine su banyosunda 37 °C’deki 100 mOsm’luk HOS
soliisyonundan 1 ml alinarak {izerine sperma numunesinden 10 pl eklendi. Daha
sonra eosin boyast ilave edilip karisim 37 °C’lik su banyosunda 30 dk. inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon sonrasi lam iizerine bu karisimdan bir damla alinip frotileri
cekilerek c¢cok kisa bir siirede kurumasi saglandi. Hazirlanan frotilerde 400’lik
biiyiitmede 200 spermatozoon bas kisminin tamamin ya da bir bdliimiiniin boya alip
almayisina ve kuyruktaki kivrilma veya sisme olup olmayisina gore dort tipte

siiflandirildi.

Buna gore; Eosin boyasinin hazirlanisi:

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

HOS Test Soliisyonunun hazirlanisi:

0,9 g fruktoz 0,49 g sodyum sitrat, 100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg)
hazirland1 (Pinto. 2008).

Tip 1. Kuyruk sismis, bas boya almamis (H+/E-)

Tip II. Kuyruk sismemis, bas boya almamig (H-/E-)

Tip III. Kuyruk sismis, bas boya almisg (H+/E+)

Tip IV. Kuyruk sismemis, bas boya almis (H-/E+)

2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde en az 6 farkli uygulamadan elde edilen verilerin ortalamalar
kullanildi.  Karnosik asit igeren ve igermeyen sulandirict  gruplarin
karsilagtirllmasinda SPSS 16.0 programinda Varyans analizi, aralarinda 6nemli
farklilik bulunan ikiden fazla grubun karsilastirlmasinda ise g¢oklu karsilagtirma
testlerinden Duncan Testi kullanildi. Farkin p<0.05 diizeyde olmasi 6nemli kabul

edildi.
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3.BULGULAR

3.1. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Motilite Bulgular:

Aksaray Malaklist Coban kopeklerinde dondurma ¢ozdiirme sonrasi gruplarin
motilite oranlar1 Cizelge 2’de sunulmaktadir. Buna gore subjektif motilite yoniinden
10 uM, 50 uM ve 100 uM karnosik asit igeren gruplarin, kontrol grubuna gore
istatistiki bir tstiinliik (p< 0.05) sagladig1 gozlendi.

Cizelge 2. Dondurma-¢ozdiirme sonrasi motilite degerleri ( X = SEM, n:6).

Gruplar Motilite %
Kontrol 46.66+5.57°
CA 10 pM 65.00+2.23%
CA 50 pM 61.66+3.07°
CA 100 pM 60.00+2.58"
CA 200 pM 55.00::4.28%
D *

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

3.2. Dondurma-Coézdiirme Sonrasi1 Anormal Spermatozoon Oranlari

Arastirmada ¢6ziim sonrasi anormal spermatozoon oranlari ile ilgili elde edilen
bulgular Cizelge 3’te verilmistir. Buna goére kontrol grubu ile kiyaslandiginda 10 uM
karnosik asit katilan grupta belirgin bir derecede diisiis saptanmis ve istatistiki olarak
fark (p<0.05) 6nemli bulunmustur. Karnosik asit katilan diger tiim gruplarda anormal
speermatozoon oranlart kontrol grubuna gore diisiik olarak elde edilmis olsa da

istatistiki olarak fark (p > 0.05) gozlenmedi.
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Cizelge 3. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi anormal spermatozoon oranlari1 (X+=SEM,
n:6).

Gruplar Anormal Spermatozoon Orani %
Kontrol 18.33+2.17°

CA 10 pM 9.50+1.52"

CA 50 pM 12.50+1.83%

CA 100 pM 14.33+1.17%

CA 200 pM 12.33+3.10%

0 m

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

3.3. Dondurma-Coézdiirme Sonras1 HE-test parametreleri

Dondurma-¢6zdiirme sonrast HE-test sonucunda elde edilen bulgular Cizelge 4’te
verildi. Modifiye HOS Test yoniinden degerlendirdigimizde, H+/E- oran1 agisindan
10 uM ve 100 uM karnosik asit eklenen gruplarda kontrol grubuna gore istatistiki

olarak farkin (p<0.05) 6nemli oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 4. Dondurma-¢6zdiirme sonras1 HE-test parametreleri ( X + SEM, n:6).

HE-Test (%)

Gruplar
H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
Kontrol 62.33+1.33°)  24.00+1.28 6.00+1.09" 7.67+0.67"
CA 10 pM 69.83+0.70°  15.83+1.16™  7.83+0.60° 6.50::0.50°
CAS0pM  65.33+2.31°  22.66+1.81° 5.66+0.80" 6.33+0.49"
CA100uM  67.16+0.60°  18.66+1.12" 7.16+0.40° 7.00+1.06"
CA200pM  59.33+1.20%  14.17+0.87°  15.33+0.56°  11.16+0.48°

p

*

*

*

*

a-d: Aym siitundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir. (*: P<0.05).
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4. TARTISMA

Spermanin dondurulmasi esnasinda soguk sokuna karsi spermatozoonlarda goriilen
asir1 hassasiyet, hasari artirarak ¢6ziim sonrasi in vitro ve in vivo spermatolojik
parametreleri olumsuz yonde etkilemektedir. Yiiksek oranda doymamis yag asidi
bulunan spermatozoon membraninda, LPO’a karsi duyarli hale gelmektedir.
Spermatozoonun sogutulmasi, dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi geri doniisiimsiiz faz
degisimine bagli hasarlara ve oksidatif strese neden olmakta ve meydana gelen
oksidatif stres ve olusan sitotoksik aldehitler spermatozoada fonksiyon kayiplarina
sebep olmaktadir (Holt 2000, Watson 2000). Bu nedenle sulandiricilara katilan
kriyoprotektif ve antioksidan o6zellikli katki maddeleri sayesinde oksidatif stres ve
soguk soku hasar1 en aza indirilebilmektedir. Kriyoprotektan 6zellikler gosterebilen
antioksidan bilesiklerin de bulunmasi, bu maddelerle dondurulan spermalardan daha
iyi sonuglar alinmasini saglamaktadir (Aitken 1994, Alvarez ve Storey 1995, Bucak
ve Tekin 2007, Bucak ve ark 2010, Agarwal ve ark. 2014).

Kopek spermasinin dondurulmasimna olan ilgi tim diinyada suni tohumlamanin
yayginlagmasi ile artis gostermistir. Ancak bilinen sperma dondurma protokolleri
spermatozoada kalici hasarlara neden olarak canliliginda azalmalara ve ¢6ziim sonu
fonksiyonel hasarlara yol agmaktadir. Spermatozoada olusacak dondurma kaynakli
hasarlar ¢oziim sonu sperma kalitesini 6nemli diizeyde etkilemektedir (Giingér ve

Bucak, 2016).

Rosmarinus officinalis, karnosik, rosmarinik asitler ve kafur gibi molekiilleri igeren
zengin bir polifenol ve ugucu yag kaynagi olarak bilinir. Bu bilesikler, antioksidan,
antienflamatuar ve antikarsinojenik Ozellikler dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik
aktiviteler gosterir (Cuvelier, 1996, Frankel E.N, 1996, Richheimer 1996, Raskovi¢
2014). Yash horozlarda, Borghei-Rad ve ark. (2017) biberiye yaprag: ekstrakti ile
yapilan besin takviyesinin, oksidatif stres hasarlariyla miicadele ederek sperma
kalitesini ve fertilite diizeylerini 6nemli 6l¢tide iyilestirdigini bildirmislerdir. Benzer

sekilde, E Vitamini, selenyum, C Vitamini ve enzimatik antioksidan sistemleri de
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dahil olmak iizere diger antioksidanlar1 kullanan diyet takviyesi, hayvan sagligini ve
sperma Kalitesini onemli 6l¢iide artirdigi bildirilmistir (Surai 1998, Surai 2014, Surai
2016).

Glingdr (2015), Kangal 1rki kopeklerde yaptigi calismada temel sulandiriciya % 5
oraninda gliserol ve etilen glikol eklemis ve % 5 oraninda gliserol eklenerek
olusturulan 1. 2. ve 3. TG gruplarinin ¢6ziim sonu subjektif motilite degerlerini
sirasiyla % 50,7+1,7; 47,8+1,7; 47,8+4,06 olarak belirlemistir. Ayrica kriyoprotektan
olarak % 5 oraninda etilen glikol kullandig1 ve 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
etmistir. Caligmamizda elde ettigimiz temel tris sulandiricisi ve % 5 gliserol
ekledigimiz grupta degerimiz 46.66+£5.57 olarak belirlenmistir. Elde ettigimiz
degerin TG gruplart grubu ile benzer, TE gruplarindan ise disiik oldugu

belirlenmistir.

Inan¢ ve ark. (2018), farkli yaslarda Malakli kdpeklerinde yaptiklar1 calismada
dondurma ¢ozdiirme sonrasi elde ettikleri total motilite degerleri ¢alismamizda elde
ettigimiz motilite degerleri ile uyumlu bulunmustur. Yine ayni calismada elde
ettikleri anormal spermatozoon degerleri c¢alismamizda buldugumuz degerlerden
yiiksektir. Bu fark spermaya katilan maddeler, boyama ydntemi ve analiz

yonteminden kaynaklanmis olabilir.

Zanganeh ve ark. (2013), geyik sperma sulandiricisina ilave ettikleri %4°liik biberiye
ekstraktinin ¢6ziim sonu motilite, canlilik ve membran biitlinliigii parametrelerine
pozitif etki gosterdigini bildirmislerdir. Malo ve ark. (2010), domuz sperma
sulandiricisina diistik, orta ve yiiksek yogunlukta biberiye ekstraktinin eklenmesi ile
motilite, canlilik ve HOST degerleri iizerinde olumlu etki yaptigini bildirmislerdir.
Daghigh-Kia ve ark. (2014), boga spermasina rosmarinik asit ilavesinin canli
spermatozoa yiizdesi, motilite ve membran biitiinliigiini korudugunu tespit
etmiglerdir. Biberiye 06ziindeki bu maddelerin belirgin olarak yangi Onleyici,

sitotoksik ve antioksidan Ozellikleri bulunmaktadir. Daghigh-Kia ve ark. (2014),
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glutatyon (5 mM glutatyon + 10 g L™ biberiye ekstrakt1) ile kombinasyon halinde ve
yalniz biberiye ekstakt1 (10 g L") ilavesinin boga spermasinda ROS iiretimine karsi
hiicre i¢i immiinolojik sistemin onemli Olgiide iyilestirdigini, ayrica Malo ve ark.
(2010), domuz spermasinda malondialdehit (MDA) iiretiminin, dondurma-¢6zdiirme
sonrasi sulandiriciya ilave edilen biberiye ekstrakti ile degistigini belirtmislerdir.
Motlagh ve ark. (2014) koglarda biberiye eckstaktinin % 4 ve % 6 Ik
konsantrasyonlarinin ¢6ziim sonu yiiksek motilite, membran biitiinliigii ve canl
spermatozoon oranlar1 gosterdiklerini bildirmislerdir. Sunulan bilimsel ¢alismalarin
sonuclar1 incelendiginde, biberiye ekstraktinin spermatolojik verilere yaptigir olumlu
etkinin ¢alismamizda ozellikle 10 pl’lik grupta elde ettigimiz sonuglar ile benzerlik
gosterdigi gorilmiistiir.

Yeni ve Avdatek (2018), kisa siireli sakladiklar1 epididimal manda spermasina
kattiklar1 karnosik asit sonrast 12.5, 25 ve 50 ug/ml gruplarda motilite degerlerinin
kontrol grubuna gore yliksek oldugunu, yine ayni ¢alismada en diisik toplam
anormal spermatozoon oranmnin 12.5 pg/ml’lik grupta elde edildigini ve bunun
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli (p<0.05) oldugunu ve en yiiksek
H+E- oraninin ise % 62.5+4.46 ile 25 pg/ml’lik grupta elde edildigini bildirmislerdir.
Yazarlarin elde ettikleri sonuglar calismamizda buldugumuz sonuglar ile uyumlu

bulunmustur.

Touazi ve ark. (2018), horozlarda diyete ekledikleri diisiik yogunluklu biberiye
esansiyel yaginin kisa siireli saklanan spermada lipid peroksidasyonu ve soguk
sokunun etkilerini azalttigin1 ve yiiksek motilite oranlar1 oldugunu bildirmislerdir.
Yiiksek dozlarda ise etkilerin yikict oldugunu ve bunun yiiksek dozlarin hiicre zarlar
ve akrozom biitlinliigii olmak iizere farkli spermatozoa yapilarma verdigi zarardan

kaynaklanabilecegini bildirmislerdir.

Tiirk ve ark (2016), sicaklik sterine maruz biraktiklari Japon Bildircinlarinda sicaklik
stresinin apoptozisi artirdigin1 ve spermatojenik hiicre sayisin1 6nemli derecede

azalttigin1 gordiikleri caligmalarinda diyete ekledikleri biberiye yaginin bu etkileri



24

onemli Ol¢lide azalttigim1 bildirmisler ve bu etkinin biberiyenin antiperoksidatif

etkisinden kaynaklandigini bildirmislerdir.

Yeni ve ark. (2018) 25, 50, 100 and 200 pg/ml rosmarinik asit katarak dondurduklari
boga spermasinda motilite, membran biitiinliigii ve spermatozoon morfolojisinin
etkilenmedigini fakat 200 pg/ml grupta motilite ve membran biitiinliiklerinin
olumsuz etkilendigini, bununla birlikte, 25 ve 50 ug/ml gruplarda toplam antioksidan
aktivitelerinin artirmis oldugu ve bunun bir sonucu olarak spermatozoon hiicrelerinde
MDA ve DNA hasarinin azaldigini bildirmislerdir.

Heidari-Vala ve ark. (2013) gastrik gavajla 60 giin siireyle 50 veya 100 mg/kg
biberiye ekstrakti verdikleri ratlarda her iki dozda da serum testosteron dozunu
azalttig1, toplam spermatozoon sayisi, motilite ve canliligin degismedigini bunun
yaninda Rosmarinus officinalisin her iki dozda spermatogonia, 50 mg/kg dozda
leydig hiicresi ve spermatid, 100 mg/kg dozlarinda ise spermatid sayisini artirdigini

bildirmislerdir.
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5. SONUC

Kopek spermasinin dondurulmasi esnasinda spermanin ¢dziim sonu parametrelerini
iyilestirmek amaciyla sulandiricilara farkli antioksidan maddeler katilmaktadir.
Sonuglar genel olarak olumlu olmakla birlikte, hayvan tiirlerinde kullanilmis olan
antioksidanlarin etkinligi uygulanan hayvan tiiriine, sulandiricinin igerigi ve ¢esidine,
spermatozoanin saklanma sekli ve siiresine, katilan antioksidanin dozuna ve

dondurma protokoliine gore degisiklikler gostermektedir.

Sunulan tez calismasindan elde edilen verilere gore tiim parametreler
degerlendirildiginde tris sulandiricisina 10 pM karnosik asit eklemenin kopek
spermasinin  ¢Oziim sonrast motilite, morfoloji ve membran biitlinligii-canlilig

tizerine olumlu etki ettigi sonucuna varilmistir.

Biberiye ekstraktindaki karnosik asitin kOpek spermasinin  spermatolojik
parametreleri {izerine etkilerine dair herhangi bir ¢aligma bulunmadig icin ilave
caligmalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir. Bunun yaninda ileride yapilacak
aragtirmalarla spermatolojik parametrelerin yani sira fertilite parametreleri ile de

desteklenmesinin yararli olacagi kanisina varilmstir.
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OZET

Malakh Kopegi Spermasinin Dondurulabilirligi Uzerine Karnosik Asitin Etkisi

Sunulan ¢alismanin amaci, biberiyeden (rosmarinus officinalis) ekstrakte edilen
karnosik  asidin  dondurulmus  ¢ozdiiriilmiis  Malakli  Coban  Kopegi
spermasindamotilite, morfoloji, canlilik ve membran biitiinliigii parametrelerine
etkisini belirlemektir.

Bu c¢alisma bes erkek hayvan ile yapildi, alinan ejakiilatlarin spermatozoon
bakimindan zengin kismi kullanildi ve bes esit gruba boliindii. Kontrol grubu temel
Tris sulandiricisiyla sulandirildi ve 10 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM karnosik asit
igeren gruplar olusturuldu. Bir buguk saat boyunca ekilibrasyonun ardindan, payetler
azot buharinda donduruldu ve daha sonra sivi azot iginde depolandi. Ardindan
dondurulmus payetler sicak suda c¢ozdiiriildii ve motilite, morfoloji, canlilik ve
membran biitiinliigii parametreleri degerlendirildi.

En yiiksek motilite ve H-E degerleri 10 uM’lik grupta elde edildi ve sirasiyla %
65.00+2.23 ve % 69.83+0.70 olarak belirlendi, en diisiik anormal spermatozoon orani
ise 9.50+1.52 ile yine 10 uM’lik gruptan elde edildi ve bu gruplardaki farklar
(p<0.05) kontrol grubuna gore istatistiki olarak dnemli bulundu.

Sonug olarak Malakli képek dondurulmasinda sulandiriciya eklenen 10 M karnosik
asitin, motilite, spermatozoon morfolojisi, membran biitiinliigii ve canlilig1 agisindan

kontrol grubuna kiyasla koruyucu bir etki gosterdigi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Karnosik asit, kriyoprezervasyon, Malakli kdpegi, sperma
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SUMMARY

The Effect of Carnosic Acid on Semen Freezability in Malakh Dogs

The objective of the study was to determine the effect of carnosic acid, extracted
from rosemary (rosmarinus officinalis), to Malakli Shepherd dog semen motility,
morphology, viability and membran integrityparameters after frozen-thawed prosess.
Five male animal were used in this study and the sperm rich portion of the ejaculates
were mixed and divided in to five equal groups. Each group extended with either tris
as a control group and containing carnosic acid 10 uM, 50 uM, 100 uM, 200 uM.
Following equilibration for one and a half hours, the straws were frozen in nitrogen
vapor and then stored in liquid nitrogen. Later, the frozen straws were thawed in a
water bath for motility, morphology, viability and membran integrityparameters
examination.

The highest motility and H-E test results were detected in 10 uM group at
65.00+2.23 % and 69.83+0.70 % respectively, the lowest abnormal sperm rate were
detected in 10 uM group at 9.50+1.52 % and the differences in these groups (p<0.05)
were statistically significant compared to the control group.

With regard conclusion, it was determined that the doses of 10 uM of carnosic acid
added to extender in freezing of Malakli dog sperm showed a protective effect
compared to the control group in terms of motility, spermatozoon morphology,

membrane integrity and viability.

Keywords: Carnosic acid, cryopreservation, Malakli dogs, sperm
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