KOPEKLERDE SPERMAYA iLAVE EDILEN CAPE’IN
(CA:FFEHIC ACID PHENETHYL ESTER) DONDURMA VE
COZDURME SONRASI SPERMA KALITESI UZERINE
ETKIiSi

Vet. Hek. Aytug HAKSES
Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Prof. Dr. Fatih AVDATEK
Tez N0:2026-005
Afyonkarahisar



T.C.
AFYON KOCATEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

DOLERME ve SUNi TOHUMLAMA ANABILIM DALI

KOPEKLERDE SPERMAYA ILAVE EDILEN CAPE’IN (CAFFEIC ACID
PHENETHYL ESTER) DONDURMA VE COZDURME SONRASI SPERMA
KALITESI UZERINE ETKIiSI

Vet. Hek. Aytug HAKSES

Prof. Dr. Fatih AVDATEK

Tez No: 2026-005

AFYONKARAHISAR



T.C.
AFYON KOCATEPE UNiVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERi ENSTITUSU

TEZ KABUL VE ONAY
Adi- Soyadi Aytug HAKSES
£ Numarasi 223324012
2
,:h’o Anabilim Dali Dolerme ve Suni Tohumlama
0
Program XYiksek Lisans  [JDoktora
Képeklerde Spermaya ilave Edilen Cape’in (Caffeic Acid
Tezin Baghigl Phenethyl Ester) Dondurma ve Cozdirme Sonrasi Sperma

Kalitesi Uzerine Etkisi

Tez Savunma Sinav Tarihi

14.01.2026

Tez Savunma Sinav Saati

10.00

Yukarida bilgileri verilen tez, Afyon Kocatepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve
Sinav Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca asagidaki juri tarafindan degerlendirilerek oy
birligi / oy goklugu ile kabul edilmistir.

Baskan Prof. Dr. Fatih AVDATEK
Uye Prof. Dr. Deniz YENI
Uye Prof. Dr. Stikrii GUNGOR

Afyon Kocatepe Universitesi

Saglik Bilimleri Enstittisi Yonetim Kurulu’nun

...... /o..../ ......... tarih ve

Prof. Dr. Mustafa TEKERILI
Enstitu Mudura




BIiLIMSEL ETIiK BILDiRiMi

Saghk Bilimleri Enstitiisii, Bilimsel Yayin Etigi Ilkeleri ve Tez Yazim Kurallarina

uygun olarak hazirladigim bu tez calismasinda;
- Tez igindeki biitlin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergcevesinde elde ettigimi,

- Gorsel, isitsel ve yazili tim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak

sundugumu,

- Bagkalarmin eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel normlara

uygun olarak atifta bulundugumu,
- Atifta bulundugum eserlerin tiimiinii kaynak olarak gdsterdigimi,
- Kullanilan verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigima,

- Bu tezin herhangi bir béliimiinii Afyon Kocatepe Universitesi veya baska bir

tiniversitede baska bir tez ¢alismasi olarak sunmadigimi beyan ederim.

14/01/2026
Aytug HAKSES



OZET

Kopeklerde Spermaya ilave Edilen CAPE’in (Caffeic Acid Phenethyl Ester)
Dondurma ve Cozdiirme Sonrasi Sperma Kalitesi Uzerine Etkisi

Bu c¢alismada, Akbas irki kopeklerden elde edilen spermanin sulandiricisina farkli
diizeylerde eklenen CAPE’in (caffeic acid phenethyl ester) ¢6zliim sonrasi spermatolojik
ozellikler, oksidatif stres gostergeleri ve DNA biitiinliigii {izerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Ejakulatlar, i¢ Akbas erkek kopekten haftada bir kez suni vajen
yontemiyle toplanmis ve toplam alti tekrar gerceklestirilmistir. Toplanan sperma
ornekleri, mililitrede 150 x 10° spermatozoon icerecek sekilde ayarlanarak antioksidan
icermeyen kontrol grubu ile 50, 100 ve 200 ug/ml CAPE igeren {i¢ deney grubuna
ayrilmistir. Sulandirma isleminin ardindan 6rnekler 0,25 ml’lik payetlere c¢ekilmis, 5
°C’de li¢ saat ekilibrasyon siirecine birakilmis ve sonrasinda sivi azot buharinda
dondurulmustur. Elde edilen bulgular, subjektif motilite agisindan 100 ve 200 pug/ml
CAPE uygulanan gruplarin, kontrol ve 50 pg/ml CAPE igeren gruplara gére anlamli bir
artig sergiledigini gostermistir (P<0.05). Orta kisim ve toplam anormal spermatozoon
oranlarinda ise 6zellikle 200 pg/ml’lik CAPE uygulamasinin kontrol grubuna kiyasla
belirgin bir azalma sagladig1 belirlenmistir (P<0.05). HE testinde, H+/E— oran1 agisindan
tim CAPE iceren gruplarda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli artis
saptanmistir (P<0.05). DNA hasar1 parametrelerinde yapilan degerlendirmelerde,
kuyrugun uzunlugu bakimindan (Tail DNA) 100 ve 200 ug/ml CAPE uygulanan
gruplarin; kuyrugun DNA oran1 agisindan ise 200 pg/ml grubunun kontrol grubuna gore
anlamli sekilde daha diistik degerler gosterdigi tespit edilmistir (P<0.05). Benzer sekilde,
tail moment parametresinin 100 ve 200 pg/ml CAPE iceren gruplarda belirgin sekilde
azaldig1 kaydedilmistir (P<0.05). Oksidatif stres analizlerinde, MDA diizeylerinin tim
CAPE uygulanan gruplarda kontrol grubuna gére anlamli derecede azaldigi belirlenmistir
(P<0.05). GSH bakimindan 100 ve 200 pg/ml CAPE uygulanan gruplarda kontrollere
kiyasla diisiis gozlenmis, TAS degerleri de ayni gruplarda istatistiksel olarak anlamli
sekilde gerilemistir (P<0.05). Buna karsilik, TOS ve OSI seviyeleri 100 ve 200 pg/ml
CAPE ilave edilen gruplarda anlaml1 diizeyde artig gostermistir (P<0.05).

Genel olarak degerlendirildiginde, farkli CAPE konsantrasyonlarinin kdpek spermasinin
kriyoprezervasyonu {iizerindeki etkileri incelendiginde, 6zellikle 100 ve 200 pg/ml
dozlarinin ¢6ziim sonrasi motilite, anormallik oranlari, canlilik, membran biitlinliigii,
DNA hasar diizeyi ve bazi oksidatif stres parametreleri bakimindan kontrol ve 50 pg/ml
CAPE igeren gruplara kiyasla daha iyi koruyucu etki sagladigi sonucuna ulagilmistir.

Anahtar Kelimeler: CAPE (caffeic acid phenethyl ester), Dondurma, DNA hasari,
Kopek, Oksidatif stres



SUMMARY

Effect of CAPE (Caffeic Acid Phenethyl Ester) Added To Semen in Dogs on Semen
Quality After Freezing and Thawing.

In this study, the effects of supplementing the semen extender of Akbas dogs with
different concentrations of CAPE (caffeic acid phenethyl ester) on post-thaw
spermatological characteristics, oxidative stress markers, and DNA integrity were
investigated. Ejaculates were collected once weekly from three Akbas male dogs using
an artificial vagina, and a total of six replicates were performed. The ejaculates were
adjusted to contain 150 x 10° spermatozoa per milliliter and subsequently divided into
four groups: a control group without antioxidant supplementation and experimental
groups containing 50, 100, and 200 pg/ml CAPE. Following dilution, samples were
loaded into 0.25 ml straws, equilibrated at 5 °C for three hours, and then frozen in liquid
nitrogen vapor. The findings demonstrated that subjective motility was significantly
improved (P<0.05) in the groups receiving 100 and 200 pg/ml CAPE compared with the
control and 50 pg/ml groups. Moreover, the 200 ug/ml CAPE group exhibited a marked
reduction in mid-piece and total abnormal spermatozoa rates relative to the control group
(P<0.05). HE test results revealed a significant increase in the H+/E— ratio in all CAPE-
treated groups compared with the control (P<0.05). Assessment of DNA damage
parameters indicated that tail length values were significantly lower in the 100 and 200
ng/ml CAPE groups, while tail DNA percentage was reduced specifically in the 200
ug/ml group (P<0.05). Similarly, tail moment values were significantly decreased in the
100 and 200 pg/ml CAPE groups (P<0.05). Oxidative stress analyses showed that MDA
levels were significantly reduced in all CAPE-supplemented groups compared with the
control (P<0.05). In contrast, GSH concentrations declined in the groups receiving 100
and 200 pg/ml CAPE, and TAS values also decreased significantly in these groups
(P<0.05). Conversely, both TOS and OSI levels were elevated in the 100 and 200 pg/ml
CAPE groups (P<0.05).

Overall, the results indicate that among the CAPE concentrations tested, the 100 and 200
ug/ml doses provided the most pronounced protective effects on post-thaw sperm quality.
These doses improved motility, reduced abnormal and dead spermatozoa rates, enhanced
membrane integrity, lowered DNA damage, and influenced oxidative stress parameters
more favorably than the control and 50 ug/ml groups..

Keywords: CAPE (caffeic acid phenethyl ester), Frozen, DNA damage, Dog, Oxidative
stress
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1. GIRIS

1.1. Kopeklerde Suni Tohumlama ve Kriyoprezervasyon

Kopeklerde suni tohumlama uygulamalari, giiniimiizde gerek TUretim amach
yetistiricilikte gerekse genetik koruma programlarinda énemli bir yere sahiptir. Ureme
performansinin artirilmasi, nadir irklarin devaminin saglanmasi ve bulasici hastalik
riskinin azaltilmas: gibi sebeplerle bu yontem giderek daha yaygin kullanilmaya
baslanmistir. Thomassen ve Farstad (2009), kopeklerde suni tohumlamanin hem pratik
hem de biyoteknolojik agidan 6nemli avantajlar sundugunu, ayni zamanda dogal

ciftlesme imkani olmayan durumlarda alternatif bir ¢6ziim olusturdugunu bildirmistir.

Suni tohumlama (ST), erkek hayvandan alinan ejakulatin uygun kosullarda islenip
disi hayvana uygun zamanda aktarilmasi esasmna dayanir. Boylece zamana bagh
kisitlamalar ortadan kalkar ve genetik materyalin farkli bolgelerde kullanilabilmesi
miimkiin olur. Ozellikle damizlik degeri yiiksek erkeklerin spermalarinm, farkli
iilkelerdeki disilerde de kullanilabilmesi sayesinde genetik c¢esitliligin korunmasi
kolaylasmistir (Thomassen ve Farstad, 2009). Bunun yaninda, hastalik bulagma riskinin
azalmasi, tasima ve saklama kolaylig1 da yontemin tercih edilme nedenleri arasindadir
(England, 1993). Kriyoprezervasyon, yani spermanin dondurulup saklanmasi ve uygun
kosullarda tekrar ¢ozdiiriilmesi, bu siirecin en kritik basamaklarindan biridir. England
(1993), kopek spermasinin dondurulduktan sonra ¢6zdiirme asamasinda gesitli yapisal ve
fonksiyonel kayiplar yasayabildigini, bu durumun fertilite oranlarini siirlayabildigini
belirtmistir. Cozdiirme sonrasi spermatozoonlarin motilite ve viabilitesinde gdzlenen
diisiisler, glinlimiizde hald 6nemli bir arastirma konusudur. Bu farkliliklarin bireyden
bireye degistigi, hatta ayn1 hayvandan alinan 6rnekler arasinda bile tutarsiz sonuglar

goriildigi bildirilmistir.

Kopeklerde kriyoprezervasyonun gelismesiyle birlikte dondurulmus sperma
bankalar1 kurulmus, spermalarin uzun siire saklanmasi ve gerektiginde kullanilabilmesi
miimkiin hale gelmistir. Dondurulmus kopek spermalarinin 6zellikle genetik cesitliligin
stirdiiriilmesi ve soyu tilkkenme tehlikesi altindaki irklarin korunmasi agisindan biiytik bir
firsat sunmaktadir. Ayrica bu yontem, yetistiricilik sektdriinde damizliklarin daha etkin

sekilde kullanilmasina ve 1slah programlarinin daha planli yiiriitiilmesine de olanak



tanimaktadir (Kalkan ve Ugar, 2022). Bununla birlikte, kriyoprezervasyon islemi sperma
hiicreleri agisindan oldukga stresli bir siiregtir. Dondurma ve ¢ozdiirme asamalarinda
ortaya ¢ikan ozmotik degisiklikler, soguk sok etkisi ve buz kristali olusumu gibi faktorler,
spermatozoon membran yapisinda hasara yol agabilmektedir. Durum bdyle olunca
dondurulmus spermadan elde edilen fertilite oranlari, taze veya sogutulmus spermaya
kiyasla genellikle daha distiktiir. (Hidalgo vd., 2014) Cesitli arastirmacilar, bu olumsuz
etkilerin azaltilmasi i¢in sulandirici igeriginde degisiklikler yapilmasi veya antioksidan

eklerinin kullanilmasi gerektigini vurgulamistir. (Reuter vd., 2010; Giindogan vd., 2021).
1.1.1. Kopeklerde Suni Tohumlamanin Tarihsel Gelisimi

Suni tohumlama kavrami, hayvan yetistiriciliinde modern {ireme biyoteknolojilerinin
temelini olugturur. Tarihsel olarak bu yontemin kokeni 18. yiizyila dayanir ve ilk basarili
uygulamanin 1780’li yillarda Italyan bilim insam1 Lazzaro Spallanzani tarafindan bir
kopek iizerinde gergeklestirildigi bilinmektedir. Spallanzani, erkek kopekten elde ettigi
sperma ile disi kdpegi suni tohumlama yaparak gebelik elde etmis ve boylece kopeklerde
suni tohumlamanm miimkiin oldugunu gostermistir (Foote, 2015). Bu ¢alisma, hem
veteriner iireme bilimi hem de genel anlamda biyoteknolojinin gelisimi agisindan bir
doniim noktast kabul edilir. Gegtigimiz yiizyilin baslarinda, farkli arastirmacilar
kopeklerde suni tohumlamanin fizyolojik temellerini ve uygulanabilirligini incelemeye
baslamistir. O donemde 6zellikle Ivanov ve Salisbury gibi bilim insanlarinin yaptigi
caligmalar, suni tohumlamanin evcil hayvanlarda da sistematik bi¢imde
uygulanabilecegini gostermistir. (Holt, 2000). Ancak o yillarda teknik altyap1 yetersizligi
ve kullanilan basit yontemler nedeniyle basar1 oranlari diisiik kalmaktaydi. Hafez ve
Jainudeen gibi arastirmacilar 1950’11 ve 1960’11 yillarda yaptiklar1 deneylerle, spermanin
uygun sicaklikta saklanmasinin ve sulandiricilarin gelistirilmesinin basar1 oranlarini
artirdigin1 kanitlamistir. 1970’11 yillarda teknolojik gelismelerle birlikte kopeklerde suni
tohumlama daha yaygin ve kontrollii hale gelmistir. Ovulasyon zamaninin belirlenmesi,
uygun sperma dozlarinin hesaplanmasi ve yeni kateter sistemlerinin kullanima girmesi,
bu donemde yontemin etkinligini 6nemli 6l¢iide artirmistir (Dutta ve Dutta, 2020).
Ayrica, sogutulmus ve dondurulmus sperma kullanimiyla ilgili ilk basarili denemeler bu
yillarda yapilmistir. Arastirmacilar, dondurulmus spermanin ¢6zdiiriilmesi sonrasinda da

belirli bir oranda fertilizasyon basarisi elde edilebilecegini rapor etmislerdir. Giiniimiizde



suni tohumlama, kdpeklerde yalnizca damizlik yonetiminde degil, ayn1 zamanda genetik
materyalin korunmasi ve uluslararasi yetistiricilik programlarinin yiiriitiillmesinde de
etkin bir yontem olarak kullanilmaktadir. Yeni teknikler, 6zellikle cerrahi miidahaleye
gerek birakmayan transservikal tohumlama gibi yontemler, disi iireme kanalina daha az
zarar vererek yiiksek gebelik orani saglamaktadir (Hollinshead ve Hanlon, 2009). Bu
geligsmeler, suni tohumlamanin sadece lireme verimliligini artirmakla kalmayip, ayni
zamanda tlirlerin genetik siirdiiriilebilirligine katkida bulundugunu da gostermektedir.
Kopeklerde suni tohumlamanin tarihsel gelisimi, basit deneysel c¢alismalardan ileri
biyoteknolojik yoOntemlere dogru uzanan bir siire¢ olarak degerlendirilebilir.
Spallanzani’nin Onciiliik ettigi bu yaklasim, zaman i¢inde teknik, biyolojik ve klinik
acidan biiyiik ilerlemeler kaydederek giliniimiiziin giivenilir ve rutin uygulamalarindan

biri haline gelmistir (Foote, 2015).

1.1.2. Suni Tohumlamanin Avantajlar:

Suni tohumlama, kopek yetistiriciliginde hem pratik hem de ekonomik agidan birgok
avantaj sunan bir lireme yontemidir. Dogal ciftlesmenin miimkiin olmadigi durumlarda,
genetik olarak degerli erkeklerin lireme potansiyelinden yararlanmayi saglar. Bu sayede
hem yerel hem de uluslararasi diizeyde damizlik yonetimi daha esnek hale gelir. (Hafez,
1987; Demirci, 2002). Kopeklerde suni tohumlamanin en 6nemli avantajlarindan birinin,
“cografi kisitlamalar1 ortadan kaldirarak iistiin genetik hatlarin korunmasina olanak
tanimas1” oldugunu bildirmistir. Bu durum, nadir veya soyu tiikenme tehlikesi altindaki
irklarin siirdiirtilebilirligi agisindan biiyiik 6nem tasir. (Thomassen ve Farstad, 2009) Suni
tohumlamanin bir diger avantaji, bulasici ilireme hastaliklarinin yayilma riskini
azaltmasidir. Dogal ¢iftlesme sirasinda bulasabilen Brucella canis, Herpesvirus ve diger
venereal hastaliklarin, sperma toplama ve isleme siireglerinde uygun hijyen kosullar
saglanarak onlenmesi miimkiindiir. Bu nedenle, kontrollii tohumlama programlart hem
hayvan sagligin1 korur hem de isletmelerde ekonomik kayiplarin 6niine geger (Rota vd.,
2012). Ayrica, spermanin sulandiricilarla iglenmesi ve kisa siireli depolanmasi,
tohumlamanin zamanlamasinin daha dogru yapilmasina olanak tanir. Boylece disinin
ovulasyon donemiyle eslestirilen tohumlama islemleri sonucunda dol verimi artar.

(Sénmez, 2022).



Kopeklerde suni tohumlama, ayni zamanda kriyoprezervasyon teknikleriyle
birlestirildiginde, genetik materyalin uzun siire saklanabilmesine imkan verir. Bu yontem,
damuzlik erkeklerin ilerleyen yaslarinda ya da 6liimiinden sonra bile genetik katkilarinin
devam etmesini saglar. England (1993), kopeklerde dondurulmus sperma kullaniminin
“uluslararast damizlik paylasimini kolaylagtirarak gen havuzunu genislettigini” ifade
etmistir. Suni tohumlama yalnizca ticari yetistiricilikte degil, gen koruma biyolojisi ve
arastirma alanlarinda da kullanilmaktadir. Nesli tilkenmekte olan kopek tiirlerinin ve
yaban canislerinin (6rnegin kurt, cakal, tilki gibi) korunmasi amaciyla yiiriitiilen
projelerde suni tohumlama, genetik ¢esitliligin devami igin kritik rol oynar (Thomassen

ve Farstad, 2009).
1.1.3. Kriyoprezervasyonun Onemi

Kriyoprezervasyon, spermanin c¢ok diisiikk sicakliklarda dondurularak uzun siire
saklanmasini saglayan bir yontemdir. Kopeklerde bu teknik, yalnizca tireme verimliligini
artirmakla kalmaz, ayn1 zamanda genetik materyalin korunmasi agisindan da biiyiik 6nem
tagimaktadir. Dondurulmus sperma ile damizlik erkeklerin genetik 6zellikleri yillar sonra
bile kullanilabilir hale gelir. Bu durum, 6zellikle nadir irklarin veya soyu tiikenme
tehlikesi altindaki tiirlerin korunmasinda biiyiik avantaj saglar (Trounson, 1990; Bailey
vd., 2000). Ayrica kriyoprezervasyon, farkli iilkelerdeki bireylerin genetik
materyallerinin degisimini miimkiin kilarak uluslararas1 gen akisini destekler. Kopeklerde
kriyoprezervasyon uygulamalari, son yillarda hem pratik hem de ekonomik nedenlerle
yayginlasmigtir. England (1993), kriyoprezervasyonun temel amacinin ‘“{lireme
materyalini zaman ve mekan kisitlamalarindan bagimsiz hale getirmek” oldugunu
belirtmistir. Bu sayede, canli hayvan transferine gerek kalmadan genetik hatlarin
yayginlastirilmast imkéan saglanir. Ayn1 zamanda dondurulmus spermalarin taginmasi,
enfeksiyon riskini azaltir ve karantina zorunlulugu olmaksizin giivenli genetik degisim
saglar. Ozellikle uluslararasi damizlik programlarinda bu durum, maliyetleri 6nemli

Olciide diistirmektedir.

Kriyoprezervasyonun 6nemi yalnizca genetik koruma agisindan degil, bilimsel
aragtirmalar ve biyoteknolojik uygulamalar acisindan da biiytiktiir. Dondurulmug sperma

ornekleri, laboratuvar kosullarinda farkli deneysel ¢alismalarda kullanilabilir ve bdylece



sperma biyolojisi, hiicre membrani biitiinliigii veya fertilizasyon mekanizmalar1 tizerine
yapilan aragtirmalara degerli veri saglar. Ayrica bu teknik, sperma bankacilig1 kavraminin
gelismesine zemin hazirlamis ve veteriner lireme biyoteknolojisinin 6nemli bir bileseni
haline gelmistir (Hafez, 1987). Kopeklerde kriyoprezervasyonun basarili sekilde
uygulanmasi, sperma kalitesinin korunmasina baglidir. Dondurma ve ¢ézdiirme islemleri
sirasinda sperma hiicrelerinin  karsilastigi fiziksel ve kimyasal stresler, membran
biitlinliigiiniin bozulmasina, motilitenin azalmasina ve oksidatif hasara neden olabilir
(England, 1993). Bu nedenle, kullanilan sulandiricilar, kriyoprotektanlar ve sogutma
hizlar1 spermanin yapisal 6zelliklerine gore optimize edilmelidir. Arastirmalar, gliserol,
etilen glikol ve dimetil siilfoksit (DMSO) gibi maddelerin uygun dozlarda kullanilmastyla

¢ozdiirme sonrasi canlilik oranlarinin belirgin bigimde arttigini gostermistir (Holt, 2000.).

1.2. Spermanin Dondurulmasi ve Cozdiiriillmesinde Olusan Biyolojik Hasarlar

Spermanin dondurulup daha sonra ¢dzdiiriilmesi sirasinda ortaya ¢ikan biyolojik hasarlar,
kriyoprezervasyonun kdpeklerde en 6nemli sinirlayict sebeplerden biridir. Dondurma-
¢ozdiirme islemi sonucunda spermatozoonun yasam siiresi kisalmakta, fertilizasyon
kapasitesi belirgin sekilde azalmaktadir (Agarwal vd., 2014). Kopek spermasinin
dondurulduktan sonra ¢ozdiiriildiigiinde, taze ejakulata kiyasla daha diisiik motilite,
azalmig canlilik gosterdigini bildirmistir. Bu durum, dondurma ve ¢6zdiirme siirecinin,
spermatozoon hiicresinin hem yapisal biitlinliigii hem de fonksiyonel 6zellikleri {izerinde
¢ok yonlii bir stres olusturdugunu gostermektedir (England, 1993). Kriyoprezervasyon
sirasinda spermatozoon, termal, ozmotik ve mekanik streslere ayn1 anda maruz kalir.
Sogutma ve dondurma fazinda hiicre i¢i ve disi sivilarin donmasi, buz kristallerinin
olusumu ve ¢oziinmesi, plazma membraninin lipid tabakasinda bozulmalara yol agar.
(Fraser ve Strzezek, 2005). England (1993), soguk sok ve hizli sicaklik degisimlerinin
ozellikle plazma membraninin gegirgenligini etkiledigini ve iyon dengesinin bozulmasina
neden oldugunu vurgulamistir. Benzer sekilde, (Sicherle vd. 2020), yaptiklari ¢alismada,
dondurma-¢ozdiirme iglemi sonrasinda kopek spermatozoonlarinda plazma membrant,
akrozom ve mitokondri gibi kritik yapilarin biitiinliigiiniin belirgin bigimde bozuldugunu,
bu bozulmanin da hiicre viabilitesini siirladigin1 ortaya koymustur. Bu yapisal
degisiklikler, spermanin fonksiyonel o6zelliklerine dogrudan yansimaktadir.

Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis kopek spermalarinda motilite, membran biitiinliigi, akrozom



saglamligi ve mitokondriyal aktivitenin taze sperma ile karsilastirildiginda anlamli
derecede diisiik oldugunu bildirmistir. Calismada ayrica, kriyoprezervasyonun
apoptozisle iliskili baz1 belirtegleri artirdigi, yani dondurma-¢ozdiirme siirecinin sadece
mekanik bir hasar degil, ayn1 zamanda programli hiicre 6liimiine benzer biyokimyasal
stirecleri de tetikleyebildigi gosterilmistir. Bu bulgular, kriyoprezervasyonun
spermatozoon hiicresini ¢ok boyutlu bir stres ortamina soktugunu ve hasarin sadece tek
bir diizeyde gerceklesmedigini gostermesi agisindan onemlidir. Dondurma-¢ozdiirme
stirecinde One ¢ikan bir diger mekanizma ise oksidatif strestir. Képek spermatozoon
plazma membrani yiiksek oranda ¢oklu doymamis yag asidi igermesi, bu hiicreleri reaktif
oksijen tiirlerine karsi olduk¢a hassas hale getirmektedir (Holt, 2000). Kopek
spermalarinda deneysel olarak indiiklenen oksidatif stresin lipid peroksidasyonunu
artirdigini, motiliteyi azalttigin1 ve DNA biitiinliigiinii bozdugu bununla beraber, seminal
plazmanin uzaklagtirilmasi gibi rutin islem basamaklari, spermanin dogal antioksidan
korumasini azaltmakta ve dondurma islemi sirasinda iiretilen reaktif oksijen tiirlerinin
etkisini daha da gili¢clendirmektedir. Bu durum, kriyoprezervasyon siirecinde gdzlenen
membran hasari, mitokondriyal fonksiyon kaybi ve DNA fragmantasyonu ile uyumlu bir

tablo olusturmaktadir (Silva-Rodriguez ve Sieving, 2012).

1.2.1. Spermatozoonun Yapisal Ozellikleri

Spermatozoon, yliksek derecede 6zellesmis bir hiicre yapisina sahip oldugu i¢in hem
dondurma hem de ¢bézdiirme asamalarinda olusabilecek biyolojik hasarlara oldukca
duyarhdir. Kopek spermatozoonunun bu hassasiyeti, hiicrenin morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerinden kaynaklanir. Ozellikle plazma membrani, akrozom ve
mitokondriyel yapilarin hem lipid igerigi hem de fonksiyonel rolleri nedeniyle
kriyoprezervasyon sirasinda zarar gorme egilimleri yiiksektir (Silva-Rodriguez ve
Sieving, 2012). .Spermatozoon plazma membrani, ¢oklu doymamis yag asitleri agisindan
oldukca zengindir. Bu durum, membrani esnek ve akigkan hale getirse de ayn1 zamanda
soguk sok ve oksidatif stres gibi dondurma-¢6zdiirme siirecinde sik karsilagilan etkenlere
kars1 duyarl kilar. Bu nedenle diisiik sicakliklarda membran lipidleri kristalize olabilir,
membran gecirgenligi bozulabilir ve iyon dengesi degisebilir. Membran biitiinliigiindeki
bu bozulma, hem motilite kaybina hem de hiicrenin fertilizasyon kapasitesinin azalmasina

yol acar (White, 1993).



Spermatozonun akrozomu, oosite baglanma ve penetrasyon i¢in gerekli enzimleri
icerir. Ancak akrozomal membran, hem kimyasal yapist hem de enzim yogunlugu
nedeniyle dondurma sirasinda zamana ve sicaklik degisimlerine asir1 duyarl bir yapidir.
Akrozom kaybi veya erken akrozom reaksiyonu, ¢Ozdiirme sonrasi spermatozoonun
fertilizasyon sansini ciddi sekilde azaltmaktadir. Spermatozoonun orta kisminda bulunan
mitokondriler, hiicre hareketi i¢in gerekli olan ATP’nin firetildigi bolgedir. Ancak
mitokondri membran potansiyeli hem diisiik sicakliklar hem de oksidatif stres karsisinda
son derece hassastir. Dondurma islemi sirasinda mitokondriyal yapinin bozulmasi,
¢ozdiirme sonrasi motilitenin diismesine yol agar (Sonmez, 2022). Kopek spermasinda
dondurma sonrast goriillen mitokondriyal bozulmay1 “¢ozdiirme sonrasi hareketliligi
sinirlayan temel mekanizmalardan biri” olarak tanimlamistir. Bu hasar, ayn1 zamanda
apoptotik yolaklarin tetiklenmesine de katkida bulunur. Spermatozoonun kuyruk kismi
(flagellum) da kriyoprezervasyona duyarl bir bolgedir. Mikrotiibiil yapisi sert donma-
cozdiirme dongiilerinde stabilitesini kaybedebilir; bu durum spermatozoonun ilerleyici

hareketini dogrudan etkilemektedir (Sharafi vd., 2022).

1.2.2. Dondurma Siirecindeki Stres Faktorleri

Kopek spermatozoonunun kriyoprezervasyon siirecinde en ¢ok zarar gordiigii asama
genellikle dondurma fazidir. Dondurma sirasinda hiicrenin karsilastigi fiziksel ve
kimyasal degisiklikler hem plazma membram1 hem de igyapilart i¢in ciddi bir stres
olusturur. Bu stres faktorleri birbirinden bagimsiz degildir; cogu zaman eszamanli bir
sekilde etki ederek hiicrenin biitlinliiglinii bozar ve ¢ozdiirme sonrasi spermatozoon
kalitesini belirgin sekilde distiriir (Eilts, 2005). Dondurma siirecindeki en temel
streslerden biri termal sok etkisidir. Spermatozoon hiicresi, ani sicaklik diistislerine
fizyolojik olarak adapte olamayan bir yapidadir. Sicakligin hizli sekilde 5-0°C
seviyelerine inmesi, membran lipidlerinin faz degisimine ugramasina neden olur. Bu faz
degisimi, membran akiskanligin1 azaltirken ayni1 zamanda membran proteinlerinin
konumunu ve islevini bozar (Chen vd., 1993). Bu termal gecisin 6zellikle kopek
spermatozoonunda “cold shock” olarak tanimlanan ciddi bir fonksiyon kaybina yol
acmakta olup, hiicre membranindaki bu bozulmalar, spermatozoonun iyon dengesi
tizerinde de olumsuz etki olusturur ve ¢ézdiirme sonrasi yasam siiresini kisaltmaktadir.

(Watson, 2000).



Dondurma asamasinda ortaya g¢ikan bir diger onemli stres faktorii ozmotik
degisikliklerdir. Spermatozoon hiicresi dondurulurken hiicre dist ortamda buz kristalleri
olusmaya baglar. Bu kristaller, dis ortamdaki serbest suyun azalmasina ve ¢dzeltinin
ozmolalitesinin artmasina neden olur. Bunun sonucunda hiicre dis1 ortam hiperosmotik
hale gelir ve spermatozoon su kaybederek biiziilmeye baslar. Cozdiirme asamasinda ise
tam tersi etki olusur; hiicre igine ani su girisi gergeklesir ve bu da membranin gerilerek
yirtilmasina yol agabilir (Peris vd., 2007). Dondurma-¢ozdiirme dongiisii sirasinda
spermatozoonun en ¢ok bu ani hacim degisimlerinden etkilendigini ve bunun canlilik
kaybina dogrudan katkida bulundugunu bildirmistir (Holt, 2000). Dondurma siirecindeki
iclincli onemli stres faktorii buz kristali olusumudur. Hiicre disindaki kristal olusumu
spermatozoonu dolayl etkilerken, hiicre i¢i kristal olusumu dogrudan mekanik hasara
neden olur. Iceride olusan kiigiik kristaller, membrana ya da organellere fiziksel baski
yaparak mikroskobik yirtilmalara neden olabilir. Képek spermatozoonu diger tiirlerden
farkli olarak daha ince bir plazma membranina sahip oldugundan, bu kristaller
membranda catlak ve por olusumuna daha kolay yol agar. Bu da akrozom hasari,
mitokondri deformasyonu ve DNA kiriklar1 gibi ¢ézdiirme sonrasi1 gdzlenen hasarlarin
temel nedenleri arasina girer (Bucak ve Tekin, 2007). Spermatozoonun dondurma
stirecinde maruz kaldigi bir diger stres ise kimyasal stres olarak tanimlanir.
Kriyoprotektan maddeler (gliserol, etilen glikol vb.), spermatozoon hiicresini buz
kristallerinin etkisinden korumak i¢in kullanilsa da yiiksek konsantrasyonlarda hiicre i¢in
toksik olabilir. Bu maddelerin hiicre i¢ine hizl1 giris ¢ikisi, membran gegirgenligini zorlar
ve bazi enzimatik aktiviteleri baskilayabilir. Ayrica, kriyoprotektanlara maruziyet
mitokondri i¢i metabolizmayi bozarak ATP iiretiminin diismesine yol agabilir (Oehninger

vd., .2000).
1.2.3. Cozdiirme Sonras1 Yapisal ve Fonksiyonel Kayiplar

Dondurulmus spermanin ¢ozdiiriilmesi sonrasi ortaya c¢ikan yapisal ve fonksiyonel
kayiplar, kriyoprezervasyon siirecinin spermatozoon kalitesi {izerindeki en belirleyici
etkilerinden biridir. Cozdiirme asamasinda ani 1s1 degisimi ve tekrar su giriginin
baslamasi, spermatozoon hiicresinin daha 6nce dondurma siirecinde ugradig: stresleri
ac1ga ¢ikarir ve hiicresel diizeyde 6nemli kayiplara neden olur. Cozdiirme sonrasi en sik

karsilasilan hasarlardan biri plazma membrani biitiinliigiiniin bozulmasidir. Dondurma



sirasinda su kaybeden spermatozoon, ¢ozdiirme sirasinda hizla yeniden su alir ve bu ani
hacim degisimi membranda gerilmeye bagli mikro yirtiklara yol acar. Bu durum,
membran gegirgenliginin bozulmasiyla sonuglanarak spermatozoonun iyon dengesini

kaybetmesine ve canlilik siiresinin kisalmasina neden olur (Holt, 2000).

Bir diger 6nemli yapisal kayip akrozom biitlinliigiiniin bozulmasidir. Akrozom,
oositin zona pellucida tabakasini asmak i¢in gerekli enzimleri tasidigi igin yapisal
saglamligin1 korumasi kritik oneme sahiptir. Cozdiirme sonrasi akrozomda erken
reaksiyon, enzim kaybi veya kismi dejenerasyon sik goriilen bulgular arasindadir. Bu
durum spermatozoon—oosit etkilesimini olumsuz etkileyerek fertilizasyon oranlarinin
diismesine neden olur (Pena ve Johannisson, 1999). Cozdiirme asamasinda ortaya ¢ikan
bir baska Onemli kayip mitokondriyal fonksiyonun azalmasidir. Mitokondrilerin
membran potansiyeli dondurma ve ¢dzdiirme sirasinda ciddi sekilde etkilenir; bu da ATP
tiretiminin diismesine ve spermatzoon motilitesinin belirgin sekilde azalmasina yol agar.
Ayrica mitokondri hasari, apoptotik siirecleri tetikleyerek spermatozoonun kisa siirede
dejenerasyonunu hizlandirabilir (Sicherle vd., 2020). Cozdiirme sonrasi artan oksidatif
stres, spermatozoon hiicresinin hem membran lipitlerinde hem de DNA yapisinda ek
hasarlar olusturur. Reaktif oksijen tiirlerinin yiikselmesi, 6zellikle coklu doymamis yag
asitlerinden zengin kdpek spermatozoon membraninda lipid peroksidasyonunu artirir.
Bunun sonucu olarak hem motilitede hem de DNA biitiinliigiinde belirgin bozulmalar
gozlemlenir (Holt, 2000).

1.3. Oksidatif Stres ve Reaktif Oksijen Tiirlerinin Rolii

Oksidatif stres, spermatozoonun dondurulmasi ve c¢ozdiriilmesi sirasinda goriilen
biyolojik hasarin temel mekanizmalarindan biridir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretimi ile spermatozoon hiicresinin dogal antioksidan savunma kapasitesi arasindaki
dengenin bozulmas1 hem membran yapisinda hem de hiicre i¢i organellerde fonksiyonel
bozukluklara yol acar (Agarwal vd., 2003). Kopek spermasinin yiiksek oranda ¢oklu
doymamis yag asidi iceren membran yapisi, onu ROS’a kars1 diger tiirlere gore daha
duyarli hale getirir. Dondurma—¢ozdiirme dongiisii sirasinda ROS  seviyelerinin
yiikselmesinin ana nedenlerinden biri, mitokondriyal elektron kacaginin artmasi ve
¢cozdiirme asamasinda meydana gelen ani yeniden oksijenlenme siirecidir. Bu durum,

mitokondrilerin hem yapisal biitiinliigiinii hem de enerji liretim kapasitesini olumsuz



etkiler. Mitokondri membran potansiyelinin azalmast ATP iiretimini disiiriir ve bunun
sonucunda spermin ilerleyici hareketi belirgin sekilde azalir (Baumber vd., 2003).
Mitokondrideki bu bozulma ayni zamanda apoptotik yolaklarin aktivasyonuna katkida
bulunabilir (Agarwal vd., 2003). Asirt ROS birikimi, dzellikle plazma membrani tizerinde
lipid peroksidasyonu meydana getirir. Coklu doymamis yag asidi orani yiiksek olan
spermatozoon membrani, peroksidasyona karsi son derece kirilgandir ve bu siireg
membran akigkanligin1  azaltarak spermatozoonun canlili@ini  diasirdr.  Lipid
peroksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan toksik ara tiriinler (6rnegin Malondialdehit (MDA)),
hem membran hasarim1 artirir hem de spermatozoon DNA’si iizerinde ek yapisal

bozulmalara neden olur (Agarwal vd., 2005).

1.3.1. Oksidatif Stres Kavramm

Oksidatif stres, hiicrelerde iiretilen ROS organizmanin dogal antioksidan savunma
kapasitesini agmasiyla ortaya ¢ikan biyokimyasal bir dengesizlik olarak tanimlanir (Geva
vd., 1998). Normal fizyolojik kosullarda ROS, hiicre metabolizmasinin dogal yan
tiriinleridir ve diisiik seviyelerde hiicresel sinyal yollarinin diizenlenmesi gibi gorevler
istlenir. Ancak kdpek spermatozoonu gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip hiicrelerde
ROS iiretiminin artmasi oldukc¢a kolaydir ve bu durum oksidatif stresin hizli bir sekilde
gelismesine yol agabilir (Baumber vd., 2003). Oksidatif stres meydana geldiginde,
spermatozoon hiicresinin plazma membrani, mitokondrileri ve DNA’s1 gibi temel yapilar1
hedef alinir (Sharma ve Agarwal, 1996). Asir1 ROS yiiklenmesi ayrica lipid
peroksidasyonu adi verilen bir kimyasal siireci tetikler. Bu siirecte membran lipidleri
oksitlenir ve hiicre i¢inde toksik aldehit iiriinleri olusur. Bu iiriinlerden biri olan MDA,
oksidatif hasarin biyokimyasal gostergesi olarak kabul edilir ve spermatozoon hiicresinin

genel canliligi iizerinde olumsuz etkiler olusturur (Saleh ve Agarwal, 2002).

1.3.2. Spermatolojik Sistemlerde ROS Olusumu

Spermatolojik sistemlerde ROS olusumu, hem fizyolojik hem de patolojik siireclerin
dogal bir sonucudur. Spermatozoon metabolizmas: yiiksek enerji gerektirdigi i¢in,
ozellikle mitokondride gergeklesen oksidatif fosforilasyon sirasinda kiigiik miktarlarda
ROS iiretimi normal kabul edilir (Aitken ve Baker, 2006). Ancak kopek spermasinda

mitokondri sayisi ve metabolik aktivite yiiksek oldugu i¢in ROS iiretim diizeyi diger
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tiirlere gore daha hizli yiikselebilir (Koppers vd., 2008). ROS olusumunun en 6nemli
kaynagir mitokondriyal elektron transport zinciridir. Elektron akisi sirasinda meydana
gelen “electron leakage” olarak adlandirilan durum, siiperoksit anyonlarmin (O2-)
olusmasina neden olur (Aitken ve Clarkson, 1987). Dondurma ve ¢dzdiirme siireci
sirasinda mitokondri membran potansiyelindeki bozulmalar, bu elektron kagaklarini
artirarak ROS olusumunu hizlandirir ROS iiretiminin bir diger kaynagi 16kosit
kontaminasyonudur. Seminal plazmaya karisan nétrofiller ve makrofajlar, fagositik
aktivite sirasinda biiyiik miktarda ROS iretir. Bu durum o6zellikle enfeksiyon,
inflamasyon ya da epididimal kaynakli sorunlarda daha belirgindir (Henkel, 2005).
Lokositlerin spermatozoondan ¢ok daha yiliksek diizeyde ROS iirettigini ve seminal
plazma Orneklerinde diisik miktarda dahi bulunmalar1  spermatolojik  stres
olusturabilmektedir (Aitken ve Baker, 2006). Kopek spermatozoonunda ROS olusumunu
etkileyen bir baska 6nemli mekanizma ise anormal veya yaslanmis spermatozoon
hiicrelerinin kendisidir. Yapisal biitinliigii bozulan, membran akiskanligi azalmis veya
mitokondriyal fonksiyonu diismiis spermatozoonlar, normal spermatozoonlara kiyasla
daha fazla ROS iiretir (Koppers vd., 2008). Ayrica spermatozoonun kendine 0zgii
biyokimyasal yapist da ROS olusumuna yatkinlig1 artirir. Ozellikle membranda bulunan
yiiksek orandaki ¢oklu doymamis yag asitleri, ROS un hedef aldig1 bolgelerden biridir ve
oksidatif reaksiyonlarin zincirleme sekilde ilerlemesine neden olabilir. Bu 6zellik hem
oksidatif hasarin hizla yayilmasina hem de spermatozoon yapilarmin geri doniigsiiz

sekilde bozulmasina yol agar (Aitken ve Baker, 2006).

1.3.3. ROS’un Spermatozoon Hiicrelerine Etkileri

ROS spermatozoon hiicreleri tizerindeki etkileri hem yapisal hem de fonksiyonel diizeyde
ortaya cikar ve kriyoprezervasyon siirecinin ¢ozdiirme sonrasi kalite kayiplarinin temel
nedenleri arasinda yer alir. ROS’un en belirgin etkilerinden biri plazma membranindaki
lipid peroksidasyonudur. Kopek spermatozoonu membrani yiiksek oranda c¢oklu
doymamig yag asidi icerdigi i¢cin ROS saldirisina karsi oldukga kirilgandir; bu durum
membran akigkanliginin azalmasma ve iyon gegirgenliginin bozulmasma yol acar
(Moustafa vd., 2004). ROS’un spermatozoon hiicrelerinde etkiledigi bir diger nemli yap1
mitokondrilerdir. Mitokondriler ATP tiretiminden sorumlu oldugu igin, bu bélgede ROS

birikimi dogrudan motilite kaybina yol acar. ROS, mitokondriyal membran potansiyelini
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diistirerek  oksidatif fosforilasyonun etkinligini azaltir ve bunun sonucunda
spermatozoonun enerji {iretimi sinirlanir (Agarwal vd., 2006). Mitokondrinin zarar
gormesi ayrica apoptotik siireclerin baglamasinda da 6nemli bir tetikleyici rol oynar
(Agarwal vd., 2003). Spermatozoon hiicresinde ROS birikiminin etkiledigi bir diger yap1
akrozomdur. Akrozom membrani, enzim igerigi nedeniyle oksidatif degisimlere karsi
hassastir ve ROS artis1 akrozom biitiinliigiiniin bozulmasina yol agabilir. AKrozomun
erken reaksiyona girmesi veya enzim kaybi, spermatozoonun zona pellucida’ya
baglanmasini ve oositi delme kapasitesini azaltir; bu durum fertilizasyon yetenegini ciddi
sekilde sinirlar (Griveau ve Le Lannou, 1997). ROS ayrica spermatozoon DNA ’sinda tek
zincir ve ¢ift zincir kiriklari olusturabilir. DNA hasari, embriyo gelisimini ve
implantasyon basarisin1 dogrudan etkileyen kritik bir parametredir. ROS diizeylerinin
yiikselmesinin spermatozoon DNA fragmantasyonunu anlamli dlgiide artirdigini ve
bunun da fertilizasyon sonrasi gelisim siireglerinde bozukluklara yol agmaktadir (Peris
vd., 2007).

1.4. Antioksidanlarin Kriyoprezervasyondaki Kullanim

Antioksidan sistemler, hiicrelerde olusan ROS zararli etkilerini nétralize ederek oksidatif
stresi kontrol altinda tutan biyolojik savunma mekanizmalarini olusturur. Bu sistemler
genel olarak enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar seklinde iki ana gruba ayrilir
(Agarwal vd., 2005). Enzimatik antioksidanlar, ROS’un direkt yikimindan sorumlu olan
biyokimyasal savunma hattidir. Bu sistemin baslica bilesenleri siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleridir. SOD, siiperoksit
radikallerini hidrojen peroksite doniistiirerek oksidatif zincirin ilk basamagini kontrol
eder (Halliwell ve Gutteridge, 2015). Ardindan CAT ve GPx, olusan hidrojen peroksiti
suya ve oksijene doniistiirerek toksik etkiyi ortadan kaldirir (Birben vd., 2012). Bu
enzimatik mekanizma 6zellikle spermatozoon gibi yiiksek metabolik aktiviteye sahip ve
ROS iiretimine yatkin hiicrelerde kritik bir koruyucu rol oynar (Agarwal vd., 2005).
Enzimatik olmayan antioksidanlar, hem seminal plazmada hem de spermatolojik
sulandiricilarda bulunan ve ROS nétralizasyonunda tamamlayici rol iistlenen disiik
molekiil agirlikli bilesiklerdir. Bunlar arasinda vitamin E, vitamin C, glutatyon,
karotenoidler ve koenzim Q10 gibi molekiiller yer alir (Deichsel vd., 2008). Vitamin E,

membran lipid tabakasinda bulunan lipofilik bir antioksidan olarak lipid
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peroksidasyonunu engeller (Rice ve Kennedy, 1988). Vitamin C ise hidrofilik yapisi

sayesinde serbest radikalleri dogrudan baglayarak membran ve DNA’y1 korur (Agarwal

vd., 2005).

Bu iki antioksidan sistem Dbirlikte c¢alisarak spermatozoon hiicresinin
kriyoprezervasyon siirecindeki oksidatif hasara kars1 korunmasinda kritik bir rol iistlenir.
Dondurma—¢6zdiirme dongiisiinde antioksidan seviyelerinin azalmasi spermatozoon
hiicresinin daha fazla ROS biriktirmesine yol agtig1 icin, ek antioksidan takviyeleri

kriyobiyolojide yaygin bir arastirma konusudur (Breininger vd., 2005).
1.4.1. Antioksidanlarin Spermatozoon Uzerine Etkileri

Spermanin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda membran lipitlerinin faz degisimi,
ozmotik ve mekanik stres, ayrica ortamdaki serbest oksijen varligina bagl olarak yogun
bir lipit peroksidasyonu meydana gelebilir. Bu siirecte olusan reaktif oksijen tiirleri (ROS)
baslica siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen peroksit ekstraseliiler buz
kristallerinin gelisimine, buna bagli olarak membran proteinlerinin denatiirasyonuna,
organel yapilarinda bozulmalara, DNA kiriklarina ve hiicresel lizise neden olabilir.
Antioksidan maddelerin ortama eklenmesi bu istenmeyen etkileri 6nemli oOlgiide
azaltmakta ve ¢Ozdiirme sonrasi spermatozoon fonksiyonlarmin korunmasina katki
saglamaktadir (Maxvell ve Watson, 1996). Antioksidanlar bu koruyucu etkilerini;
ortamin oksijen derisimini azaltarak, lipit peroksidasyon zincir reaksiyonlariin baglama
ya da ilerleme asamasini kesintiye ugratarak veya olusmus peroksit yapilarini

pargalayarak gerceklestirirler (Gordon, 2005).

Antioksidanlarin spermatozoon tizerine etkileri, o6zellikle kriyoprezervasyon
sirasinda olusan oksidatif stresin kontrol altina alinmasi bakimindan biiyiik 6nem tasir.
Dondurma—¢6zdiirme siireci boyunca artan ROS, spermatozoon plazma membrani,
akrozomu, mitokondrileri ve DNA’s1 iizerinde ciddi hasarlar olusturdugu igin
antioksidanlarin kullanimi ¢dzdiirme sonrasi kaliteyi belirgin sekilde iyilestirebilir (Peris
vd., 2007). Antioksidan uygulamalarinin en sik gozlenen etkileri ROS seviyelerinin
diismesi, lipid peroksidasyon belirteci olan MDA diizeyinin azalmasi ve buna bagli olarak
spermatozoon motilite ile viabilite degerlerinde artis olarak rapor edilmistir (Verma ve

Kanwar, 1999). Dondurulmus—¢6zdiirme sonrasi hiicrelerde ROS birikimi mitokondriyal
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membran potansiyelini disiirdiigli icin ATP iiretimi azalir; antioksidanlar bu siireci
siirlandirarak mitokondri fonksiyonunun korunmasini saglar. Béylece hem total hem de
progresif motilite ¢ozme sonrasi daha yiiksek seviyelerde kalir (Shiva Shankar Reddy vd.,
2010).

Antioksidanlarin bir diger 6nemli etkisi viabilite ve membran biitiinliigliniin
korunmasidir. ROS’un neden oldugu lipid peroksidasyonu membran akiskanligini
bozarak hiicrenin gecirgenligini artirir; antioksidanlar bu zincirleme reaksiyonlari
durdurarak membran stabilitesini korur (Peris vd., 2007). Ozellikle vitamin E ve koenzim
Q10 gibi lipofilik antioksidanlar, membran lipidlerinde yer alarak oksidatif saldirty1
dogrudan azaltir (Sikka, 1996). Tiirler arasinda antioksidan yanitlarinda belirgin
farkliliklar oldugu da bilinmektedir. Ornegin boga spermatozoonlarinda yiiksek
antioksidan kapasite nedeniyle oksidatif strese karsi daha direngliyken, ko¢ ve domuz
spermatozoonlarinda ¢oklu doymamis yag asidi i¢erigi yiliksek oldugundan daha hassastir
(Sari6zkan vd., 2010). Kopek spermatozoonu ise lipid yapisi nedeniyle oksidatif stres
acisindan en duyarl tiirlerden biri olarak kabul edilir; bu nedenle antioksidan
uygulamalar1 ¢ozdiirme sonrasi kaliteyi Ozellikle kopeklerde daha belirgin sekilde

artirabilir (Zdunczyk vd., 2025).

1.4.2. CAPE’nin Kimyasal Ozellikleri

Kafeik asit fenetil ester (CAPE), C17H1604 molekiiler formiiline ve 284.3 g/mol
molekiiler agirliga sahip difenolik bir bilesiktir. Kimyasal ad1 (E)-3-(3,4-dihidroksifenil)-
2-propiyonik asit, 2-feniletil 3-(3,4-dihidroksifenil)-2-propenoat olarak tanimlanir. Beyaz
renkli, ince kristal yapidaki CAPE; suda ¢6ziinmez ancak etanol, metanol, aseton ve
DMSO gibi ¢oziiciilerde kolaylikla ¢dziiniir. In vivo ¢alismalarinda alkol bazli
coziiciilerin kullanimi, transesterifikasyon sonucu yeni kafeik asit esterlerinin olugsmasina
yol acabileceginden dikkat gerektirir (Celli vd., 2007). CAPE ilk kez 1987 yilinda
propolisin bir bileseni olarak tanimlanmistir (Bankova vd., 1987). Propolisten farkli
ekstraksiyon yontemleri ile izole edilebildigi gibi, kafeik asit ve fenetil alkol kullanilarak

yiiksek molar verimle kimyasal sentezi de gergeklestirilebilmektedir (Chen vd., 2011).
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1.4.3. CAPE’nin Antioksidan Etkinligi

Hiicreler oksidatif fosforilasyon siirecinde oksijeni enerji iiretimi i¢in kullanirken,
elektron transferi sirasinda gesitli reaktif oksijen tilirleri ortaya cikar. Tek elektron
kazanmis oksijen molekiilii siiperoksit anyonunu (Oz°—) olusturur ve devam eden
reaksiyonlarda hidrojen peroksit (H,O,), hidroksil radikali (*OH) ve peroksinitrit
(ONOO-) gibi giiglii oksidanlar meydana gelir. Hiicresel antioksidan savunma sistemi ile
dengelenmeyen asir1 ROS iiretimi oksidatif strese yol acar ve oksidatif stresin kanser,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, norodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
yaglanma ve iskemi-reperfiizyon hasar1 gibi bircok patolojide kritik rol oynadigi
bilinmektedir (Reuter vd., 2010). Bu nedenle antioksidan bilesikler, g¢esitli hastalik
durumlarinda 6nemli koruyucu ajanlar olarak degerlendirilmektedir.

Polifenollerin yiiksek antioksidan kapasitesi iyi bilinmektedir. CAPE, sinamik asit
tiirevi olup yapisinda bulunan CH,=CH—-COOH grubu sayesinde benzoik asit tiirevlerine
gore daha giiclii antioksidan Ozellik gosterir. Fenolik hidroksil gruplarinin metil gibi
sterik engelleyici bir grup tarafindan korunmasi antioksidan etkinligini artirmaktadir
(Widjaja vd., 2008). Difenolik yapilar hem radikal olusumunu hem de radikal yayilimini
baskilayarak antioksidan gorevi goriirler. Ayrica gecis metalleri ile selat olusturabilmeleri
ve oksidatif reaksiyonlar1 baslatan enzimleri inhibe edebilmeleri 6énemli bir avantajdir
(Russo vd., 2000). CAPE igeren propolis 6ziitlerinin, CAPE igermeyen oziitlere kiyasla
belirgin diizeyde daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmistir; bu durum
CAPE'nin propolisin antioksidan giicline 6nemli katki sagladigini gostermektedir (Russo
vd., 2002). CAPE'nin lipit peroksidasyonunu baskilayan, DNA’y1 oksidatif hasara karsi
koruyan ve hiicresel diizeyde sitoprotektif etki saglayan giiclii bir bilesik oldugu ¢esitli
calismalarda ortaya konmustur (Wang vd., 2010).

Flavonoid benzeri yapisi sayesinde CAPE, propolisin biyolojik olarak aktif
baslica bilesenlerinden biri olup normal hiicrelerde toksisite olusturmadan
antimikrobiyal, antiinflamatuar, antikanser ve antioksidan Ozellikler sergilemektedir
(Koltuksuz vd., 2000). Yagda ¢oziinebilen bir antioksidan olmasindan dolay1 geleneksel
tipta inflamatuar ve enfeksiy6z hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Tolba vd.,
2013). Ayrica oksidatif stresin azaltilmasinda CAPE’nin iyilestirici etkilerini gosteren
calismalar da mevcuttur (Song vd., 2012). Antiproliferatif, antibakteriyel, antiparazitik

ve antioksidan aktiviteleri nedeniyle farmakolojik acidan ilgi ¢ekici bir bilesik olarak
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degerlendirilmektedir (Alday-Provencio vd., 2015). CAPE’nin serbest radikalleri
azaltarak antioksidan enzimlerle sinerjik sekilde calismasi ve bu enzimlerin tiikketimini
onlemesi de 6nemli bir biyolojik avantajdir (Ogeturk vd., 2005). Literatiirde CAPE’nin
sperm fonksiyonlari, oksidatif stres ve DNA hasar1 iizerindeki etkilerine yonelik
calismalarin sinirli olmasi, bu konuda yapilacak arastirmalara 6énemli bir yenilik ve

0zglinliik kazandiracaktir.

Tez ¢alismamizin amaci tlilkemizin 6nemli képek irklarindan olan Akbas Coban Kopegi
spermasinin kriyopreservasyonunda sulandiriciya ilave edilen farkli dozdaki Kafeik asit
fenetil ester (CAPE)’in motilite, anormal ve oOlii-canli spermatzoon orani, membran
biitiinliigli, oksidatifstres parametreler ile DNA hasar1 {izerine ne derecede etki

edebileceginin ortaya konmasi1 amaglanmaktadir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Arastirmada Kullanilan Hayvan Materyali ile Bakim ve Beslenme Kosullari

Bu calismada, Eskisehir yoresinde bulunan, 1.5-3 yas arasinda, saglikli, fertilitesi
normal ve androlojik muayenelerinde herhangi bir patoloji belirlenmeyen ii¢ adet Akbas
ki erkek kopek kullanilmistir. Calismada yer alan hayvanlar 6zel bir ¢iftlige ait olup
ayni cevresel kosullarda barindirilmis ve ayni standart bakim-beslenme programi
uygulanmistir. Hayvanlarin gilinliik bakimi ve beslenmeleri ¢iftlik personeli tarafindan

yiirtitiilmiistir.

2.2. Sperma Toplama Islemi

Sperma Orneklerinin alinmasi sirasinda, kdpeklerin libidosunu uyarmak amaciyla kizgin
bir disinin varligi saglanmistir. Ornekler Eyliil ay1 boyunca toplanmistir. Toplanan
ejakiilatlar; hacim (ml), yogunluk (10°/ml), motilite (%), anormal spermatozoon orani
(%), olii spermatozoa orani (%) ve pH parametreleri yoniinden degerlendirilmis ve
yalnizca normospermik 6zellik gosteren ejakiilatlar calismaya dahil edilmistir. Sperma,
elle masaj teknigi kullanilarak toplanmistir. Bu amacla erkek kopege sag tarafindan
yaklasilmig, prepusyum Tlzerinden penis ve bulbus glandis bolgesine masaj
uygulanmistir. Bulbus glandis belirgin sekilde sistiginde prepusyum geri ¢ekilmis ve
masaja devam edilmistir. Ardindan penis arka bacaklarin arasina dogru yonlendirilerek
ejakiilat elde edilmistir Her hayvandan haftada bir kez olmak iizere toplam alt1 tekrar
yapilmis, yogunlugu >400x10° spermatozoa/ml ve motilitesi >%80 olan ejakiilatlar
birlestirilerek (pooling) sulandirma ve dondurma asamalarinda kullanilmistir (S6nmez,

2022).

2.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Kriyoprezervasyonu

Toplama kaplarindan deney tiiplerine aktarilan ve birlestirilen spermalarda yogunluk
tayini yapildiktan sonra ornekler dort esit hacme ayrilmistir. Her grup i¢in 6nceden
hazirlanmis  Tris bazli sulandirict  kullanilmis ve antioksidan olarak farkl
konsantrasyonlarda CAPE ilave edilmistir. Kriyoprotektan olarak % 6 gliserol iceren

sulandirici ile nihai sulandirma gergeklestirilmistir.
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Tris stok soliisyonunun hazirlanmasinda asagidaki bilesenler kullanilmistir:
* Trisma base: 3.63 g
* Sitrik asit: 1.82 g
* Glikoz: 0.5 ¢
* Penisilin: 100.000 1U/ml
* Streptomisin: 100 mg/ml
Tim bilesenler bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak Tris-sitrik asit-glikoz
soliisyonu elde edilmistir (Evans ve Maxwell, 1987). Temel sulandiricinin osmolaritesi

310 mOsm olarak Ol¢tilmiistiir.

Calisma gruplar1 asagidaki sekilde olusturulmustur:

Grup | (Kontrol): Tris-sitrik asit-glukoz— %16 yumurta sarisi—penisilin—streptomisin—
%6 gliserol

Grup Il (CAPE 50): Kontrol sulandiricis1 + 50 ug/ml CAPE

Grup 11 (CAPE 100): Kontrol sulandiricist + 100 pg/ml CAPE

Grup IV (CAPE 200): Kontrol sulandiricis1 + 200 ug/ml CAPE

Sulandirma sonrasinda Ornekler hizla laboratuvara ulastirilmis, gliserolizasyonun
ardindan 5°C’de 1.5 saat dengelemeye birakilmistir. Daha sonra 5°C’deki 6rnekler 0.25
ml’lik payetlere cekilmis ve —110°C’de sivi azot buharinda 12 dakika siireyle
dondurulmustur. Farkli renklerdeki payetler gruplarin tanimlanmasi i¢in kullanilmis ve
ornekler analiz giintine kadar —196°C’de s1v1 azotu i¢inde saklanmistir. Cozdiirme islemi

37°C su banyosunda 30 saniyede gerceklestirilmistir.

2.4. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Her bir grup i¢in alt1 payet olmak iizere toplam 24 dondurulmus sperma 6rnegi analiz
edilmistir. Cozdiiriilen spermalarda motilite, morfolojik biitiinliik, oksidatif stres

gostergeleri ve DNA hasar1 parametreleri incelenmistir.

2.4.1. Motilite Tayini

Motilite degerlendirmesi i¢in faz-kontrast mikroskobun 37°C’ye ayarlanmis 1sitmali

tablasina bir lam yerlestirilmistir. Lam {izerine izotonik soliisyonla hafifce seyreltilmis

18



sperma, toplu igne basi biyiikliiglinde bir damla halinde konmus ve lamel ile
kapatilmistir. Mikroskopta 6nce 100x ile goriintiileme saglanmis, ardindan 200x ve 400x
bliylitmelerde inceleme yapilmistir. Her 6rnek i¢in en az ii¢ ayr1 mikroskop alaninda
degerlendirme yapilarak dogrusal ve diizenli ilerleyen spermatozoonlarin toplam

spermatozoon sayisina orani yiizde (%) olarak kaydedilmistir (Hafez, 1987).

2.4.2. Anormal Spermatozoon Oranimin Belirlenmesi

Spermatozoon morfolojisi Giemsa boyama yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Lam {izerine 10 uL sperma damlatilarak froti hazirlanmis ve yatay konumda
kurutulmustur. Kuruyan preparatlar alkol ile fikse edilmis, ardindan tekrar
kurutulmustur. Boyama asamasinda, Giemsa soliisyonu tiim ylizeyi kaplayacak sekilde
uygulanmis ve lamlar 45 dakika siireyle bu boyada bekletilmistir. Daha sonra lamlar
yikanarak temizlenmis ve kurutma kabinda tamamen kurumaya birakilmistir.
Hazirlanan preparatlar 400X biiyiitmede incelenmis ve her lamda 400 spermatozoon
sayilarak anormal spermatozoon orani yiizde (%) olarak hesaplanmistir. Bas, orta kisim
ve kuyruk bolgesine ait anomaliler ile toplam anomali oranlart ayr1 ayri1 degerlendirilmis

ve kaydedilmistir (Watson, 1975).

2.4.3. Hipo-Osmotik Eosin (HE) Testi Analizi

Sperma 6rneklerinde canli—6lii spermatozoon oraninin ve memmbran biitiinliigliniin es
zamanl olarak degerlendirilmesi amaciyla HE testi uygulanmistir. Test icin 37°C’ye
ayarlanmis su banyosunda bekletilen 100 mOsm’luk HOST c¢o6zeltisinden 1 mL,
Eppendorf tiiplere alinmis ve tizerine 10 pL sperma numunesi eklenmistir. Daha sonra
eosin boyasi ilave edilerek karisim ornekler 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra karisimdan bir damla lam iizerine aktarilmus,
frotiler hazirlanarak hizl bir sekilde kurutulmustur. Hazirlanan preparatlar mikroskopta
400x biiyiitmede degerlendirilmis ve her bir spermatozoon, bas kisminin boyanma
durumu ile kuyruk bélgesinde sisme veya kivrilma bulunup bulunmadigina gore dort

kategoriye ayrilmistir:

Tip I: Kuyruk sigmis, bag bolgesi boyanmamis (H+/E-)
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Tip II: Kuyruk sismemis, bas bolgesi boyanmamis (H-/E-)

Tip II: Kuyruk sismis, bas kismi1 boyanmis (H*/E*)

Tip IV: Kuyruk sismemis, bas kismi1 boyanmis (H-/E+) (Giindogan vd., 2010).

Eosin Boyasimin Hazirlanisi

Eosin-Y: 1.67 g

Sodyum sitrat: 2.9 g

Distile su ile 100 mL’ye tamamlanarak ¢ozelti hazirlanmistir.

HOS Test Cozeltisinin Hazirlanist

Fruktoz: 0.9 g

Sodyum sitrat: 0.49 g Distile su ile toplam hacim 100 mL olacak sekilde tamamlanmig

ve 100 mOsm/kg osmolaritede HOST soliisyonu elde edilmistir.

2.5. DNA Hasarmin Belirlenmesi

Bu ¢aligmada spermatozoon DNA biitiinliigiiniin degerlendirilmesinde Single Cell Gel
Electrophoresis (SCGE), diger adiyla Comet Assay yontemi uygulanmistir. Bu teknik,
farkli molekiiler yapiya ve elektrik yiikiine sahip DNA pargalarinin alkali ortamda
elektrik alant boyunca go¢ etmesi prensibine dayanir. Elektroforez sonunda olusan
“kuyruklu yildiz” benzeri DNA goriintiileri, hiicrelerdeki hasar diizeyini yansitir ve bu
goriintiilerin analizi yontemin temel degerlendirme asamasini olusturur. Prosediir,
birbirini izleyen birden fazla deneysel basamaktan olusan sistematik bir yaklasgimdir
(Singh vd., 2003).

2.5.1. Spermanmin Yikanmasi ve Hazirlanmasi

Cozdirme islemi icin dondurulmus payetler 37°C’de 30 saniye bekletildikten sonra
Eppendorf tiiplerine alinmustir. Ornekler, kalsiyum ve magnezyum icermeyen PBS ile 1:1
oraninda karistirilarak 10 dakika santrifiij edilerek ilk yikama yapilmigtir. Siipernatant
uzaklagtirildiktan sonra ayni islem tekrarlanmig ve ikinci yikama sonunda elde edilen
pellete PBS eklenerek spermatozoalar 20 x 10° hiicre/mL yogunlukta siispanse edilmistir
(Nandre, 2007). Comet Assay slayt hazirligi i¢in oncelikle %0.75 diisiik erime noktali
agar (LMA) kullanilarak lam {izerinde temel agar tabakasi olusturulmus ve oda

sicakliginda katilagmaya birakilmistir. Hazirlanan sperma siispansiyonundan 5 pL
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alinmig, 37°C’de eritilmis %1°lik LMA jelinin 85 pL’siyle kanstirilarak ilk agar
tabakasinin tizerine yayilmis ve lamel ile kapatilmistir. +4°C’de bekletilerek jel tamamen

katilastirilmis, ardindan lameller dikkatlice kaldirilarak slaytlar lizis asamasina hazir hale

getirilmistir (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).
2.5.2. Lizis Islemi

Hazirlanan slaytlar, agar jel i¢erisine gdmiilii hiicrelerin membranlarinin par¢alanmasi ve
niikleer yapilarin agiga ¢ikarilmasi amaciyla lizis soliisyonuna (2.5 M NaCl, 100 mM
Na,-EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100; pH 10) dik konumda yerlestirilmis ve
+4°C’de yaklasik 1 saat bekletilmistir. Ardindan lizis ortamina 40 mM dithioeritritol
(DTT) eklenmis ve aym sicaklikta 1 saat daha inkiibasyon yapilmistir. Son asamada,
DNA-protein baglarinin tamamen ayrilmasi i¢cin 100 pg/mL proteinaz K eklenmis ve

slaytlar 37°C’de bir gece inkiibe edilmistir (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.5.3. Elektroforez Asamasi

Lizis sonrasi slaytlar, DNA zincirlerinin ayrilmast i¢in taze hazirlanmis soguk
elektroforez tamponunda 20 dakika alkali denatiirasyona birakilmistir. Bu tampon 300
mM NaOH ve 1 mM EDTA igerecek sekilde hazirlanmis ve pH 12.5’e ayarlanmstir.
Denatiirasyonu takiben slaytlar ayni1 tamponda elektroforez tankina yerlestirilmis ve 300
mA akim ile 20 V gerilim altinda 20 dakika elektroforeze tabi tutulmustur. Boylece
hasarli DNA pargalarinin elektrik alaninda kuyruk formu olusturacak sekilde go¢ etmesi

saglanmigtir (Hughes vd.,1997; Singh vd.,2003).

2.5.4. Notralizasyon ve Boyama

Elektroforez sonrasinda alkali ortamin uzaklastirilmasi1 amaciyla slaytlar 40 mM Tris-
HCI (pH 7.4) igeren tamponla yikanarak nétralize edilmistir. Notralizasyonu takiben
DNA’nin floresan olarak goriintiilenebilmesi i¢in slaytlar 5 pg/mL ethidium bromide ile

boyanmistir (Hu vd.,2008).
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2.5.5. Slaytlarin Degerlendirilmesi

Boyanan preparatlar lamel ile kapatilarak floresan atagmanli mikroskop (Olympus CX-
31) altinda 400x% biiyiitmede incelenmistir. Her slaytta bes farkli alan taranmis ve toplam
100 hiicrenin goriintlisii kaydedilerek degerlendirilmistir. Dijital goriintii analizleri
TriTek CometScore 1.5 yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim islemler, DNA'nin
1s18a duyarliligi nedeniyle karanlik oda kosullarinda yiiriitilmustiir (Avdatek vd.,2018).

2.6. Biyokimyasal Analizler

Spermatozoon orneklerinde oksidatif stres ve antioksidan kapasiteyi degerlendirmek
amactyla cesitli biyokimyasal parametreler analiz edilmistir. Lipid peroksidasyonunun
belirteci olan malondialdehit (MDA) diizeyi, tiyobarbitiirik asit (TBA) ile reaksiyonuna
dayanan klasik kolorimetrik yontemle belirlenmis ve absorbans 532 nm’de Slgiilmiistiir
(Draper and Hadley, 1990). Glutatyon (GSH) konsantrasyonu ise Ellman yontemine gore
Olciilmiis; DTNB ile reaksiyona giren siilfidril gruplarmin olusturdugu renk degisimi
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir (Sedlak ve Lindsay, 1968).

Toplam antioksidan kapasite (TAS), toplam oksidan seviye (TOS) ve oksidatif
stres indeksi (OSI) ticari kitler (Rel Assay Diagnostics, Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak
belirlenmistir. TAS analizleri 660 nm, TOS analizleri ise 560 nm dalga boyunda
Olgtilmistiir. OSI degeri TOS/TAS orani {izerinden hesaplanmistir (Erel, 2004; 2005).
Tim oOl¢timler, iiretici protokollerine uygun sekilde ve her parametre i¢in ii¢ tekrar

yapilarak gergeklestirilmis; sonuglar ortalama + standart hata (SE) olarak sunulmustur.

2.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS yazilimi1 (IBM SPSS Statistics 13, IBM Corp., Armonk, NY,
USA) ile analiz edilmistir. Verilerin dagilim 6zellikleri Shapiro—Wilk ve Kolmogorov—
Smirnov testleriyle degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren veriler i¢in tek yonli
varyans analizi (ANOVA) yapilmis, varyans homojenligi Levene testi ile kontrol
edilmistir. Homojen varyansh gruplarda Duncan ¢oklu karsilagtirma testi, homojen
olmayanlarda ise Tamhane’s T2 testi kullamilmustir. Istatistiksel anlamlilik diizeyi p <

0.05 olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Motilite ve Anormal Spermatozoon Oram

Calismamizda elde edilen siibjektif motilite degerleri ile anormal spermatozoon

oranlarina iligkin bulgular Cizelge 3.1°de sunulmustur. Siibjektif motilite agisindan

degerlendirildiginde, kontrol grubuna kiyasla 100 ve 200 pg/ml CAPE ilavesi yapilan

gruplarda gbzlenen artigin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05). Orta

kistm anomalileri ve toplam anormal spermatozoon oranlari bakimindan ise, kontrol

grubuna gore 200 pg/ml CAPE igeren grupta tespit edilen azalmanin istatistiksel agidan

onemli oldugu saptanmistir (P<0.05).

Cizelge 3.1. Dondurma-Cozdiirme Sonrasi Motilite ve Anormal Spermatozoon Orani (= SEM, n:24).

Motilite Bas Orta Kisim Kuyruk Toplam
Gruplar
(%) (%0) (%) (%) (%)
40,00+4,47°  3,25+1,40  2,67+1,32%  583+1.40  11,75+1,86%®
Kontrol
50 pg/ml  35,00£3,16°  3,33+1,25 3,41+0,49° 591+41,71  12,66+2,407
100 pg/ml  47,50+524°  2,83+0,68 2,08+0,49° 4,91+1,15  9,83+1,40
200 pg/ml  52,50+2,73%  2,41+0,73 1,66£0,60°  4,25+1,44  833+2,04°
p 0,000 0,008 0,005

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,05
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3.2. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 HE-Test Degerleri

Arastirmamiza ait HE-test bulgular1 Cizelge 3.2’de verilmistir. H+/E— orani
degerlendirildiginde, kontrol grubuna kiyasla CAPE igeren tiim gruplarda anlamli
diizeyde bir artis saptanmustir (P<0.05). H-/E— kategorisinde ise kontrol grubuna gore
200 pg/ml CAPE uygulanan grupta belirgin bir artis goriilmiistiir (P<0.05). H+/E+
sonuglar1 incelendiginde, kontrol grubuyla karsilastirildiginda 100 pg/ml CAPE ilavesi
yapilan grupta istatistiksel olarak anlamli bir yiikselis oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Bununla birlikte, H-/E+ degerleri a¢isindan tiim antioksidan igeren gruplarda kontrol
grubuna gore kaydedilen diisiisiin de istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir

(P<0.05).

Cizelge 3.2. Dondurma-Cozdiirme Sonrasi HE-test Degerleri (X + SEM, n:24)

H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
Gruplar
(%) (%) (%) (%)

Kontrol 21,661,961 20,83+1,16° 29,66+2,16" 27,832,992
50 pg/ml 26,33+2,80° 21,83+1,16% 31,83+1,47% 20,00+4,47°
100 pg/ml 32,33+1,63° 20,8342,04° 33,832,482 13,00+3,57°
200 pg/ml 35,83+2,132 23,8342,482 28,33+2,80° 12,00+£2,19¢

p 0,000 0,029 0,003 0,000

a-d: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,05 * H+/E-: Kuyruk sismis, bas
boya almamig, H-/E-: Kuyruk sismemis, bas boya almamis, H+/E+: Kuyruk sismis, bas boya almig, H-/E+: Kuyruk sismemis, bas boya

almis
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3.3. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 DNA Hasar Bulgulari

Cozliim sonrasi degerlendirilen DNA hasarina iliskin sonuglar Cizelge 3.3’°te sunulmustur.
Tail length parametresi incelendiginde, kontrol grubuna kiyasla 100 ve 200 pg/ml CAPE
uygulanan gruplarda gozlenen azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir
(P<0.05). Tail DNA orani1 agisindan degerlendirildiginde, 200 ng/ml CAPE igeren grupta
tespit edilen diislisiin anlaml1 diizeyde oldugu goriilmiistiir (P<0.05). Benzer sekilde, Tail
moment degerlerinde de kontrol grubuna gore 100 ve 200 pg/ml CAPE ilavesi yapilan
gruplarda meydana gelen azalmanin istatistiksel olarak 6nemli oldugu saptanmistir

(P<0.05).

Cizelge 3.3. Dondurma-Cozdiirme Sonrast DNA Hasar Bulgulari (X + SEM, n:24)

Gruplar Tail Lenght (um/s) Tail DNA (%) Tail Moment (um/s)
Kontrol 19,04+0,62° 43,92+1,40° 13,49+0,72°
50 pg/ml 18,82+0,50° 43,61+3,67° 13,331,022
100 pg/ml 16,10+1,16" 42,1342,17° 11,42+1,28"
200 pg/ml 15,04+0,60° 36,83+3,61° 10,64+0,40°
0 0,000 0,001 0,000

a-C: Her bir siitundaki farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,001 **
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3.4. Dondurma-Cozdiirme Sonrasi1 Oksidatif Stres Parametreleri

Dondurma-¢6zdiirme islemi sonrasinda elde edilen oksidatif stres parametrelerine iliskin
bulgular Cizelge 3.4’te sunulmustur. MDA diizeyleri incelendiginde, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda antioksidan (CAPE) igeren tiim gruplarda goézlenen azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (P<0.05). GSH konsantrasyonlari
degerlendirildiginde, kontrol grubuna gore 100 ve 200 pg/ml CAPE uygulanan gruplarda
kaydedilen diisiisiin de istatistiksel agidan 6nemli oldugu saptanmistir (P<0.05). Toplam
antioksidan kapasitesini yansitan TAS degerleri bakimindan, kontrol grubuna kiyasla 100
ve 200 pg/ml CAPE ilave edilen gruplarda goriilen azalma anlamli bulunmustur (P<0.05).
Buna karsilik, toplam oksidan yiikii gosteren TOS seviyeleri ile oksidatif dengeyi ifade
eden OSI degerleri agisindan ayni CAPE konsantrasyonlarinin uygulandigi gruplarda
kontrol grubuna oranla belirgin artislarin meydana geldigi ve bu artisin istatistiksel olarak

onemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Cizelge 3.4. Dondurma-¢6zdiirme sonrasi oksidatif stres parametreleri (;( + SEM, n:24).

a-c: Her bir stitundaki farkl harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,05

TAS TOS
Gruplar MoA een (prmol osl
nmol/mi mg/ml (mmolTrolox hidrojenperok
Bquiv/iL) it Equiv.L)

Kontrol ~ 60.53+0.79°  6490+1.82°¢ 7.165+0.003° 12.62+0.009° 1,761+ 1.00°
50 pg/ml 552740222  62.12+1.20°  7.160+0.003° 12.58+0.023% 1.757+3.40°
100 pg/ml  55.87+£0.752  58.74+1.23*°  7.145+0.004* 12.85+£0.010° 1.798+1.90°
200 pg/ml  55.62+£1.07%  57.48+1.64% 7.139+0.001* 12.88+0.029° 1.804+4.10°

p <0,001 0,009 <0,001 <0,001 <0,001

26



4 TARTISMA

Dondurma-¢6zdiirme islemi sonrasinda spermada antioksidan savunmanin zayiflamasi ve
reaktif oksijen tiirlerinin artmasi, spermatolojik 6zellikler ile fertilite iizerinde olumsuz
etkilere yol agmaktadir. Bu siiregten gegen spermatozoonlar, taze drneklere kiyasla lipit
peroksidasyonuna daha agik hale gelmektedir. Giincel ¢alismalar, spermin depolanmasi
sirasinda karsilasilan infertilitenin baslica nedenlerinden birinin, plazma membranindaki
lipidlerin peroksidasyonuna bagli hasar oldugunu ortaya koymaktadir. Bu nedenle, kopek
spermasinin kriyoprezervasyonunda ¢ozdiirme sonrasi kaliteyi iyilestirme potansiyeli goz
Oniinde bulundurularak sulandiricilara ¢esitli antioksidan bilesiklerin ilavesi

onerilmektedir (Chen vd.,1993; Sinha vd.,1996).

Coziim sonrast calismamizda elde edilen bulgulara bakildiginida uygulanan farkl
konsantrasyonlarin hem spermatozoon motilitesi hem de morfolojik biitiinliik tizerinde
belirgin ve doz bagimli etkiler olusturdugunu goéstermektedir. Calismada en yiiksek
motilite degerinin 200 pg/m grubunda tespit edilmesi, bu dozun spermatozoanin hareket
yetenegini destekleyici bir etki olusturduguna isaret etmektedir. Benzer sekilde 100 pg/ml
grubunda da motilitenin kontrol ve diisilk doz grubuna kiyasla anlamli bi¢imde artmis
olmasi, uygulamanin belirli bir konsantrasyon araliginda motiliteyi olumlu ydnde bir
etkiye sahip olabilecegini diisiindiirmektedir. Motilitedeki bu iyilesme, muhtemelen
hiicre membran biitiinliigliniin korunmas1 veya oksidatif strese karst savunmanin
gliclenmesiyle iliskilendirilebilir. Morfolojik degerlendirmeler de motilite bulgularin
destekler niteliktedir. Ozellikle bas anomalilerinin 200 pg/ml ve 100 pg/ml gruplarinda
anlamli diizeyde azalmasi, bu konsantrasyonlarin spermatozoon morfolojisi iizerinde
koruyucu bir etki gosterdigini ortaya koymaktadir. Artan dozla birlikte orta kisim ve
kuyruk anomalilerinde gozlenen azalma egilimi, spermanin yapisal stabilitesinin
tyilestigini diisiindiirmektedir. Morpholojik bozukluklarin toplam oranimnin en diisiik 200
pg/ml grubunda olmasi, yiiksek dozun hiicresel biitiinliikk acisindan en etkili diizey
oldugunu desteklemektedir. Giindogan vd. .(2021), Merinos koglarma ait sperma
sulandiricisina farkli konsantrasyonlarda CAPE ilave ettikleri caligmalarinda, 100 pg/ml
CAPE grubunun kontrol ve diger uygulama gruplaria kiyasla spermatozoon motilitesi

ile anormal spermatozoon orani agisindan daha {istiin bir koruyucu etki sagladigini
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bildirmislerdir. Bu ¢alismada da bizim ¢alismamizda oldugu gibi doz bagimli olarak en

yiiksek dozda en iyi koruma saglanmasi agisindan benzerlik oldugu goriilmektedir.

Uygulanan farkli konsantrasyonlarin spermatozoonlarin membran biitiinliigii ve canliligi
tizerinde belirgin etkiler olusturmaktadir. En Kritik parametre olan H+/E— (membrani
saglam—canli spermatozoon) orani, doz artisina bagli olarak diizenli bir yiikselis
gostermis ve en yiiksek deger 200 pg/ml grubunda elde edilmistir. Bu sonug, 6zellikle
yiiksek dozun canli spermatozoonlarda membran biitiinliigliniin korunmasina en giigli
katkiy1 sagladigini géstermekte olup, hiicresel viabilite agisindan olumlu bir etkidir. Buna
karsin H-/E—, yani canli ancak membran1 hasarli spermatozoon orani gruplar arasinda
daha sinirhi diizeyde degismekle birlikte 200 pg/ml grubunda en yiiksek seviyeye
ulasmistir. Bu bulgu, yiikksek dozun bir kismi canli kalmaya devam eden
spermatozoonlarda membran Dbiitlinliigiini koruma agisindan tam olarak yeterli
olmayabilecegini diisiindiirmektedir. Olii spermatozoonlarin degerlendirildigi kategoriler
incelendiginde, H+/E+ orani (6lii ancak membrani saglam spermatozoonlar) 100 pg/ml
grubunda en yiiksek diizeye ulasmistir. Bu durum, orta konsantrasyonun bazi
spermatozoonlarda membrani korusa da hiicresel 6liimiin tamamen engellenemedigine
isaret edebilir. Buna karsilik H—/E+, yani 6li ve membrani hasarli spermatozoon oranti,
doz arttikca belirgin bi¢imde azalmis ve en diisiik seviyeler 100 ve 200 pg/ml gruplarinda
goriilmistir. Bu durum, ozellikle yiiksek dozun o6lii hiicrelerdeki yapisal bozulmay:
sinirlayarak hiicresel dejenerasyonu azalttigin1  diisiindiirmektedir. Bu iyilesme,
spermanin dondurulma asamasinda gergeklesen fosfolipid faz degisimleri ve ROS
kaynakl1 oksidatif ytikiin azaltilmasinin bir sonucu olarak yorumlanabilir. Bulgularimiz,
Namula vd. (2018), tarafindan domuz spermasinin kriyoprezervasyonunda 100 uM
kafeik asit eklenmesinin motilite, canlilik ve membran biitiinliiglinii anlamli diizeyde
tyilestirdigini bildiren calisma ile yiiksek diizeyde ortlismektedir. Benzer sekilde
Soleimanzadeh vd. (2020), mandalarda kafeik asit ilavesinin ¢6ziim sonu motiliteyi ve
oksidatif stres parametrelerini olumlu yonde etkiledigini rapor etmis; bu durum
calismamizda gozlenen membran ve canlilik parametrelerinin iyilesmesiyle paralellik

sergilemektedir.

DNA hasarina baktigimizda uygulanan farkli dozlarin spermatozoonlarda DNA
biitiinligii tizerinde 6nemli etkiler olusturdugu goriilmektedir. Tail Length, Tail DNA (%)
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ve Tail Moment gibi comet assay parametreleri DNA hasarinin diizeyini yansitan temel
gostergelerdir. Genel egilim, artan konsantrasyonun DNA hasarin1 azaltici bir etki
olusturdugunu ortaya koymaktadir. Oncelikle Tail Length degerleri degerlendirildiginde,
kontrol grubunda 19,04 um/s olarak 6lgiilen kuyrugun uzama uzunlugunun, doz artisiyla
birlikte anlamli sekilde azaldigi ve en diisiik diizeye 200 pg/ml grubunda ulastigi
goriilmektedir (15,04 pm/s; p=0,000). Kuyruk uzunlugundaki bu azalma, DNA zincir
kiriklarinin ve elektroforez sirasinda DNA gociiniin azaldigim1 gosterdiginden, yiiksek
doz uygulamasinin DNA biitiinliigiinii daha iyi koruduguna isaret etmektedir. Benzer
sekilde Tail DNA (%) degerleri de 200 png/ml grubunda belirgin sekilde diiserek (36,83%)
en disik seviyeye ulasmistir (p=0,001). Kuyruk boélgesine gegen DNA ylizdesinin
azalmasi, daha az par¢alanmigs DNA anlamina geldiginden bu bulgu yiiksek dozun DNA
hasarini azaltmada belirgin bir koruyucu etki sagladigini desteklemektedir. DNA hasarini
biitiinciil olarak degerlendiren 6nemli bir parametre olan Tail Moment, hem DNA
kiriklarinin miktarint hem de go¢ uzakligini birlikte yansitmaktadir. Bu parametre
acisindan da 200 pg/ml ve 100 pg/ml gruplarinda anlamli diisiisler gézlenmis olup en
diisiik deger 200 pg/ml grubunda kaydedilmistir (10,64 um/s; p=0,000). Bu sonug,
yiiksek konsantrasyonun DNA stabilitesini en iyi sekilde korudugunu ve hasart minimize
ettigini gostermektedir. Bu bulgular, uygulanan maddenin belirli dozlarda antioksidan
veya DNA koruyucu etkiler gosterebilecegini desteklemekte; o6zellikle 200 pg/ml
dozunun DNA biitiinliigiiniin korunmasinda en etkili konsantrasyon oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu nedenle yiiksek dozun, dondurma-¢ozdiirme veya diger stres
kosullarinin olusturdugu oksidatif yiik altinda spermatozoon DNA’sin1 daha etkin sekilde
stabilize ettigi sonucuna varilabilir., DNA hasarinin azalmasi, hem membran
biitiinliiglinlin ~ korunmasindan hem de antioksidan kapasitenin  artmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Ayla vd. (2018)’nin insan spermatozoonlar1 iizerinde CAPE ile
gerceklestirdikleri inkiibasyon c¢alismasinda, CAPE’nin hem MDA seviyelerini
diisiirdiigii hem de DNA biitiinliigiinii korudugu bildirilmistir. Giindogan vd. (2021)’nin
koglarda sulandirictya CAPE ilave ettikleri ¢caligmalarinda doza bagimli olarak en yiiksek
doz olan 100 pg/ml grubun DNA hasarin1 6nemli dercede azalttig: bildirilmektedir. Bu
bulgu, calismamizda yiiksek konsantrasyonlarda gozlenen DNA hasar1 azalmasi ile
dogrudan uyumludur. Son olarak Ceylan vd. (2020), ratlarda sisplatine bagli DNA

hasarinin CAPE tarafindan anlamli diizeyde azaltildigini ortaya koymus, bu bulgu
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calismamizdaki DNA bitiinliigli parametreleriyle dogrudan iligkilendirilebilir.
Antioksidan bilesiklerin spermatozoon DNA’si1 ROS aracili zincir reaksiyonlarina kars1
korudugu bilinmekte olup, bu etkinin 6zellikle kriyojenik stres altinda daha belirgin hale

geldigi diistiniilmektedir.

Oksidatif stres parametreleri yoniinden calismamizi degerlendirdigimizde ise farkl
dozlarda sulandirictya ilave edilen CAPE’in spermatozoonlarda oksidatif dengeyi anlamli
bicimde etkiledigi goriilmektedir. MDA diizeyleri, lipid peroksidasyonunun baslica
gostergesi olarak hiicresel membran hasarii yansitir. Kontrol grubunda en yiiksek
diizeyde olan MDA ’nin, tiim uygulama gruplarinda anlaml bigimde distiigii ve 6zellikle
50, 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlarinda birbirine yakin diigiik degerler sergiledigi
goriilmektedir (p<0,001). Bu durum, uygulanan maddenin lipid peroksidasyonunu
baskilayarak membran biitiinliigiinii korudugunu ve oksidatif hasar1 azalttigini
gostermektedir. Oksidatif stres parametrelerinin degerlendirilmesi, uygulanan bilesigin
biyokimyasal etkilerini anlamak agisindan 6nemli bir veri saglamistir. Calismamizda
kontrol grubunda yiiksek saptanan MDA diizeylerinin tiim uygulama gruplarinda anlaml
bir sekilde diismesi, lipid peroksidasyonunun baskilandigin1 géstermektedir. Bu durum,
CAPE ve tiirevlerinin testis dokusu ve spermatozoon hiicrelerinde oksidatif hasari azaltici
etkilerinin gosterildigi bircok calisma ile uyumludur. Ornegin Okutan vd. (2005),
diyabetik ratlarin kalp dokusunda artan oksidatif stresin CAPE uygulamasiyla
geriledigini bildirmistir. Benzer sekilde Mercantepe vd. (2018), sisplatin toksisitesine
maruz birakilan ratlarda CAPE tedavisinin testisteki histopatolojik hasar1 belirgin sekilde
azalttigin1 ortaya koymustur. Bu c¢alismalar, ¢calismamizda MDA seviyelerindeki diisiis
ile giiclii bir paralellik sergilemektedir. Antioksidan savunmanin 6nemli bir bileseni olan
GSH diizeyleri ise doza bagl bir azalma egilimi gostermis ve en diisiik diizeye 200 pg/ml
grubunda ulagsmistir (p=0,009). GSH’daki bu diisiis, yiiksek dozlarda artan reaktif oksijen
tiirlerinin notralize edilmesi i¢in GSH tiiketiminin arttigini diisiindiirmektedir. Bir diger
ifadeyle, uygulanan maddenin oksidatif yiikii azaltict etkisine ragmen hiicresel
savunmanin aktif kullanimda oldugu anlasilmaktadir. Diger yandan GSH diizeylerinin
yiiksek dozlarda diisiis gostermesi, antioksidan glutatyonun ROS nétralizasyonu sirasinda
tikketilmesiyle agiklanabilir. Erboga vd. (2016), kadminyum toksisitesi olusturulan
ratlarda CAPE’nin oksidatif stres belirteglerini baskilayarak testis dokusunu korudugunu

bildirmistir; benzer sekilde Ozyurt vd. (2006), sigara dumanma maruz kalan ratlarda
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CAPE uygulamasimin GSH-Px ve diger antioksidan enzimlerin aktivitesini normalize
ettigini gostermistir. Abdallah vd. (2012), ratlarda bir pestisit olan cyhalothrin
maruziyetinin iireme sistemi ve fertilite lizerindeki olumsuz etkilerini inceledikleri
arastirmalarinda, CAPE uygulamasimin cyhalothrin kaynakli oksidatif stres artisin1 ve
testikiiler toksisiteyi onemli Olglide hafiflettigini gostermistir. Caligmamizdaki GSH
tilketimindeki artig, bu c¢alismalarin antioksidan sistemin dinamik kullanimina iliskin
sonuglariyla uyumludur. Toplam antioksidan kapasiteyi yansitan TAS degerleri 6zellikle
100 ve 200 png/ml gruplarinda anlamli bigimde diisiik bulunmustur (p<0,001). Bu sonug,
yiiksek dozlarda antioksidan kapasitenin tiiketildigi veya antioksidan rezervlerin daha
fazla kullanildig1 seklinde yorumlanabilir. Benzer sekilde, toplam oksidan diizeylerini
gosteren TOS degerleri 100 ve 200 ng/ml gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli
derecede artig gostermistir (p<0,001). TOS taki bu artis, yiikksek dozun oksidan yiikiinii
artirdigim1 ve oksidatif dengeyi olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. Bu iki
parametrenin birlesik hali olan OSI (Oksidatif Stres indeksi), oksidatif dengeyi biitiinciil
sekilde degerlendiren en kritik gostergelerden biridir. OSI degerleri 100 ve 200 pg/ml
gruplarinda anlaml sekilde yiikselmis ve en yiiksek deger 200 pg/ml’de saptanmistir
(p<0,001). Bu bulgu, yiiksek doz uygulamalarinin genel oksidatif stresi artirdigini ve
hiicresel ortamda pro-oksidan baskinin arttigint  gostermektedir. Ayrica TAS
degerlerindeki artis ve TOS ile OSI’de yiiksek dozlarda saptanan artis, antioksidan ve
oksidan sistemler arasindaki hassas dengenin uygulanan dozlara gore degistigini
gostermektedir. Bu durum, antioksidan bilesiklerin yiiksek dozlarinda pro-oksidan bir
etki gosterebilecegini One siiren literatiirle uyumludur. Benzer sekilde Armagan vd.
(2008), metotreksat ile olusturulan testis hasarinda CAPE’nin lipid peroksidasyonunu
azalttigini, SOD aktivitesini diisiirdiigiinii ve oksidatif dengeyi diizenledigini bildirmistir.
Yilmaz vd. (2008), radyografik kontrast madde uygulanan ratlarda CAPE’nin erdostine
kiyasla daha gii¢lii antioksidan koruma sagladigini belirtmis, bu da ¢galismamizda yiiksek
dozlarda bile oksidatif stres belirteglerinde gozlenen iyilestirici yonelimle tutarlilik
gostermektedir. Huyut vd. (2020), ise doxorubicin ile olusturulan testis hasarinda CAPE
ve curcuminin oksidatif stresi belirgin sekilde azalttifini ifade etmis; bu durum
antioksidan etkinin toksisite modellerinde dahi siirdiigiinii géstermistir. Genel olarak
degerlendirildiginde, caligmadan elde edilen sonuglar, antioksidan bilesigin sperma

fonksiyonelligini hem hiicresel hem molekiiler diizeyde koruyucu bir etki yarattigin
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giiclii  bicimde desteklemektedir. Ozellikle 50-100 pg/ml konsantrasyonlari,
spermatozoon membran biitlinliigli, DNA stabilitesi ve oksidatif denge agisindan en
optimal sonuglar1 {iretmistir. Buna karsin 200 pg/ml grubunda bazi parametrelerde
tyilesme devam ederken oksidatif yiikte hafif bir artis egilimi gézlenmistir. Bu durum
antioksidanlarin diisiik ve orta dozlarda antioksidan, yiiksek dozlarda ise pro-oksidan etki

gosterebilme olasiligr mevceuttur.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonu¢ olarak yaptigimiz calismada kopek spermanin dondurularak saklanmasinda
spermaya katilan farkli dozlardaki CAPE’in 100 ve 200 pg/ml grubunun spermatozoon
motilite, anormal spermatozoon orani, HOST-Eozin test orani, oksidatif stres ve DNA
hasart yoniinden kontrol ve 50 ug/ml gruba goére en iyi korumayi sagladigi goriildii.
Literatiir taramalarinda bal aris1 propolis ekstraktinin biyolojik olarak aktif bileseni olan
CAPE kopek sperma sulandiricisina ilavesi sonucunda spermatolojik parametrelere dair
verilere rastlanmadigindan konuyla ilgili daha genis hayvan materyalleri ile baska
caligmalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir. Ayrica yapilacak aragtirmalarda in-
vitro muayene parametrelerinin in-vitro/vivo fertilite parametreleri ile de

desteklenmesinin uygun olacagi kanaatine varildi.
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