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OZET

KOC SPERMASININ DONDURULMASI UZERINE
ARBUTIN’IN ETKISI

Sunulan bu ¢alisma, dondurma ¢6zdiirme sonrasi sperma sulandiricisina ilave edilen bir
antioksidan olan arbutinin spermatolojik, CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis),
oksidatif stres parametreleri ve DNA hasari lizerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapildi. Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen Sonmez irkina ait toplam 3 bas kogtan
alinan spermalar birlestirilip 5 esit hacme boliinerek kontrol basta olmak iizere farkl
miktarlarda arbutin igeren Tris bazli sulandiricilar ile sulandirildi. Sulandirilan 6rnekler
0,25 ml’lik payetlerde 5 ‘C’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra sivi azot
buharinda donduruldu. Daha sonra sperma Ornekleri inceleme giinline kadar sivi azot
tankinda (-196°C) depolandi.

Cozdiriilen spermalarda subjektif motilite ve CASA motilitesi agisindan 2,5 mM
arbutin igeren grup hem kontrol hem de diger gruplara gore belirgin bir istiinliik
sagladig1 gozlenmistir. VAP, VSL, VCL, ALH ve BCF parametreleri agisindan en
yiiksek degerler 10 mM arbutin igeren grupta tespit edildi. Anormal spermatozoon orta
kisim anomalilerinde ise 7,5 mM ve 10 mM’lik gruplardaki azalmanin diger gruplar ve
kontrol grubuna goére onemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Kuyruk anomalilerine
bakildiginda en diisiik deger 2,5 mM’lik grupta bulundu ve 10 mM’lik grupla
arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Spermatozoon HE test
parametrelerinden en diisiik membran biitiinliigii ve canliligin (H+,E-) kontrol grubunda
oldugu en yiiksek degerin 7,5 mM’lik grupta oldugu ve aralarindaki farkin istatistiki
olarak (p<0,05) 6nemli oldugu belirlendi. DNA hasar1 2,5; 5; 7,5 mM’lik gruplarda elde
edilen degerler kontrol grubuna gore istatistiki olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur.
Oksidatif stres parametrelerinden MDA’nin 2,5 ve 5 mM’lik gruplarda belirlenen
degerler 10 mM’lik gruba gore istatistiki olarak onemli (p<0,05) derecede diisiik
bulunmustur. GSH parametresinde ise 10 mM’lik grupta belirlenen deger kontrol ve
diger gruplara gore istatistiki olarak farkli (p<0,05) bulunmustur. Total antioksidan
diizeyinde elde ettigimiz en yiiksek deger ile 7,5 ve 10 mM’lik grup ile aralarindaki fark
(p<0,05) onemlidir. Total oksidan diizeyi ve oksidatif stres indeksi yoniinden 10 mM’lik
grubun kontrol ve diger gruplar ile arasindaki farkin istatistiki olarak énemli (p<0,05)
bulundugu tespit edildi.

Sonug olarak ko¢ spermasinin dondurulmasinda antioksidan olarak kullanilan arbutinin
motilite, CASA parametreleri, anormal spermatozoon orani, membran biitiinligu,
oksidatif stres ve DNA hasari iizerinde olumlu etkiler yarattigi anlasilmig, ancak
etkisinin daha genis hayvan materyali kullanilarak dolverimi sonuclar1 ile birlikte
degerlendirilmesinin yararli olacag: kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, arbutin, kog, kriyoprezervasyon, sperma



SUMMARY

THE EFFECT OF ARBUTIN ON THE CRYOPRESERVATION OF RAM
SPERM

This study was conducted to determine the effects of arbutin, an antioxidant added to
the sperm diluent after thawing, on spermological parameters, Computer-Assisted
Sperm Analysis (CASA), oxidative stress parameters, and DNA damage. Sperm
samples were collected from a total of 3 male goats of the Sonmez breed raised under
Afyonkarahisar conditions. The samples were pooled and divided into 5 equal volumes,
which were then diluted with Tris-based extenders containing different amounts of
arbutin, including the control group. The diluted samples were subjected to equilibration
at 5 °C for 3 hours in 0.25 ml straws before being frozen in liquid nitrogen vapor.
Subsequently, the sperm samples were stored in a liquid nitrogen tank (-196°C) until the
day of analysis.

In terms of subjective motility and CASA motility, the group containing 2,5 mM arbutin
in the thawed sperm showed a significant superiority compared to both the control
group and the other groups. The parameters VAP, VSL, VCL, ALH, and BCF exhibited
the highest values in the group containing 10 mM arbutin. Regarding the midpiece
abnormalities of the spermatozoa, a significant decrease was observed in the 7,5 mM
and 10 mM groups compared to the other groups and the control group (p<0.05). When
looking at tail abnormalities, the lowest value was found in the 2,5 mM group, and the
difference between this group and the 10 mM group was significant (p<0.05). Among
the HE test parameters of the spermatozoa, the lowest membrane integrity and viability
(H+, E-) were observed in the control group, while the highest value was found in the
7,5 mM group, and the difference between them was statistically significant (p<0.05).
The values obtained for DNA damage in the groups containing 2,5; 5, and 7,5 mM
arbutin were statistically significant (p<0.05) compared to the control group. Among the
oxidative stress parameters, the values of MDA (malondialdehyde) in the 2,5 and 5 mM
groups were significantly lower (p<0.05) compared to the 10 mM group. In the GSH
(glutathione) parameter, the value obtained in the 10 mM group was statistically
different (p<0.05) from the control and other groups. The highest value obtained in the
total antioxidant level showed a significant difference (p<0.05) with the 7,5 and 10 mM
groups. In terms of total oxidant level and oxidative stress index, a statistically
significant difference (p<0.05) was observed between the 10 mM group and the control
and other groups.

In conclusion, it has been observed that arbutin, used as an antioxidant in the freezing of
goat sperm, has positive effects on motility, CASA parameters, abnormal spermatozoa
rate, membrane integrity, oxidative stress, and DNA damage. However, it is deemed
beneficial to evaluate its effects along with fertility results using a wider range of animal
samples.

Keywords: Antioxidant, arbutin, ram, cryopreservation, sperm
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1.GIRIS

Koyunlar (Ovis aries) Ruminantia alt takimindaki Bovidae familyasma dahildir. Ilk
evcillestirilen hayvanlar arasinda olan koyunlarin etinden, siitinden ve yiiniinden
faydalanilmaktadir. Verimleri ve besleme avantajlari  bakimindan yurdumuz
hayvanciligi igin kritik bir 6neme sahiptir (Uluyol, 2018). TUIK verilerine gore
iilkemizde kiiclikbas hayvan sayis1 2022'de bir onceki yila gore yiizde 2,2 azalarak 56
milyon 266 bin olarak geriledi. Koyun sayis1 ise bu donemde yiizde 1,1 gerileyerek 44
milyon 688 bin, kec¢i sayisi ise ylizde 6,2 gerileyerek 11 milyon 578 bin bas olarak
bildirilmistir (TUIK Hayvansal Uretim Istatistikleri 2022). Ulkemizdeki koyun
poplilasyonunun hayvancilik sektoriinde kritik bir yerde olmasi, yeterli verime sahip
olmayanlarin 1slah edilmesini ve verimlerinin yiikseltilmesini mecbur kilmistir. Bunu
yapmanin en énemli yolu, yliksek verim 6zelliklerine sahip ve saglik durumlari iyi olan
erkek hayvanlarin spermalarin1 sulandirarak sperma miktarini artirmak, bu uygulama ile
bir erkek hayvandan suni tohumlama yapilacak disi hayvan sayisimi arttirmaktir. Bu
alanda ki en uygulanabilir protokol ko¢ spermasinin dondurularak saklanmasi ve suni
tohumlama uygulamalarinda kullanilmasidir. Bu protokoliin uygulanabilmesi ise kog
spermasinin diizgiin bir sekilde dondurulmasina, suni tohumlama uygulamasinda
kullanildiktan sonra dol veriminde ortaya ¢ikan problemlerin ortadan kaldirilmasina

baglhidir (Lv vd., 2019; Yavas, 2008; Vozaf vd.,2022).

Kriyobiyoloji, multidisipliner bir bilim dalidir ve canli materyallerin (hiicreler, dokular
vb.) disiik sicakliklardaki fiziksel ve biyolojik davraniglarini inceler. Bu disiplin,
hiicresel biyoloji, teriogenoloji, molekiiler biyoloji, miihendislik, matematik, veteriner
hekimlik, beseri hekimlik ve karada ve sulu ortamlarda yogun ve kapsamli tarim gibi
birgok alana yayilir. Spermatozoon hiicrelerinin kriyoprezervasyon prosediirlerinin
optimizasyonu, spermatozoon hiicresinin karmasik hiicresel yapisi, aktivasyon ve
kapasitasyon mekanizmalar1 nedeniyle yukaridaki tiim disiplinleri igerir (Oztiirk vd.,

2019).

Suni tohumlama, fertiliteyi ve yiiksek genetik ozellikleri gelistirmek igin yararli bir
aragtir. Bu anlamda, sperma kriyoprezervasyonu, suni tohumlamada kullanilacak olan

spermay1 optimize etmek i¢in dnemli bir yaklagimdir. Kriyoprezervasyon koyun tiirleri



de dahil olmak {izere pek ¢ok hayvan tiirlinde genetik cesitliligi korumak i¢in degerli
spermalarin uzun yillar korunmasina olanak tanir. Ayrica, sperma Kriyoprezervasyonu
spermalarin farkli tohumlama merkezlerine, ¢iftliklere veya diger iilkelere nakliyesini
kolaylastirir (Palacin-Martinez vd.,2022). Sulandiricilar, seyreltme-sogutma-dondurma
ve ¢ozdiirme tekniklerinin tiimii, ko¢ spermasi kriyoprezervasyonunun basarisinda rol
oynar (Saha wvd., 2022). Kriyoprezervasyon, fertilizasyon i¢in spermanin
kullanilabilirligini artirir; ancak, dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermanin fertilizasyon
potansiyeli, spermatozoon hiicresinin yapisi ve fizyolojisindeki degisiklikler nedeniyle
tehlikeye girer (Medeiros vd., 2002). Ozellikle, kiigiik ruminantlarin spermatozoonlari,
diger tiirlerinkine kiyasla kriyoprezervasyona karst son derece hassastir (Vozaf
vd.,2022). Dondurarak saklamanin soguk soku, buz kristali olugmasi, membran
degisiklikleri ve oksidatif stres ile iligskili olmasi nedeniyle, taze ve dondurulmus-
¢Ozdiriilmiis sperma arasinda spermatozoon kalitesi ve dolleme yetenegi agisindan
onemli farkliliklar vardir (Tuncer vd., 2010). Bu baglamda memeli spermasinin
dondurularak saklanmasi, tatmin edici sonuglar elde etmek icin bir¢ok faktoriin
dengelenmesini iceren karmasik bir siirectir. Minimum basarty1 bile garantilemek i¢in,
sadece uygun sulandirici, sperma sulandirma orani, sogutma hizi ve ¢dzdiiriilme hizi
gerekli degildir, ayn1 zamanda spermanin ¢Ozdiiriilme sonrasi geri kazanimini ve
dolayisiyla fertilitenin en ist diizeye ¢ikarmak igin tiirlere ait sperma fizyolojisine

iliskin karmasgik bir bilgi gereklidir (Purdy, 2006).

Tez ¢alismamizda Sonmez tipi koglar kullanilmistir. Sonmez tipi koyunlarini elde
etmek i¢in Sakiz irki ko¢ ve Tahirova tipi koyun melezlendikten sonra, elde edilen
melez doller ikinci asamada Tahirova koglariyla ciftlestirilmektedir. Bu sekilde
olusturulan tip, % 25 Sakiz + %75 Tahirova genotipi icermektedir. Ege Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliimii Deneme Agili ve Beydere Tohum Test Sertifikasyon
Midiirliigii Koyunculuk Subesi’nde elde edilmistir (Sonmez vd., 2009). Yapilan 6n
calismalarda kuzularda hizli gelisme ve kisa siirede yiiksek canli agirliga ulagsmasinin
yan1 sira siit ve dol veriminin fazla olusu bu tipe olan talebi arttirmaktadir (Kaymake1 ve
Taskin.,2001). Sonmez koyunu Ege Bolgesi’nin kurak ve sicak kosullarina uyum
saglayabilecek Ozellikleri igermektedir (Kaymake¢1 vd., 2002). Kaymakgr vd. (2002)
yaptiklar1 ¢alismada Sonmez tipi koyunlarda dol verim Ozelliklerine ait ortalamalari,

Sakiz disinda biitiin yerli wrklardan, kiiltiir irklariyla yapilan melezlerden ve yine Ege



Universitesi Ziraat Fakiiltesi’nce gelistirilen Tahirova, Acipayam ve Tiirkgeldi gibi
tiplerden yiiksek bulunmuslardir. Yeni ve Avdatek (2019) yaptiklar1 ¢aligmada S6nmez
k1 koyunlariin Merinos 1rki koyunlarma gore sezon dis1 intravaginal siinger
uygulanmasina gosterdikleri cevabi1 énemli Olglide yiiksek bulmuslardir. Bu ¢alismada
Sonmez koyun irkindaki gebelik oranin1 Merinos koyunlarina gore sirasiyla %73,9 ve

%44,82 daha yiiksek oranda elde etmislerdir.

1.1. Spermatozoon Membran Yapisi ve Membranda Meydana Gelen Degisiklikler

Tiim gamet hiicreleri, yani oosit ve spermatozoon, gesitli fosfolipitler ve proteinlerden
olusan s1ivi mozaik membran yapisina sahiptir. Hiicreleri dis ¢evreden ayirma, belirli bir
sekle sahip olmalarin1 saglama ve hiicre ile dis ¢evre arasindaki gesitli ¢ozeltilerin
degisimini kontrol etmek hiicre membraninin bilinen ti¢ 6nemli gorevidir. Fosfolipitler,
glikolipitler, transmembran proteinler, periferik proteinler ve kolesterol ise hiicre
membranda ki baslica yapisal bilesendir (Singer ve Nicolson, 1972). Cogu
membranlarda ki baskin lipitler fosfolipitler ve kolesterol iken integral ve periferal
proteinler de bulunur. Protein-lipit iligkileri rastgele degildir ve bir proteinin etrafindaki
lipit ortami, birimin islevsel Ozelliklerini etkiler, bu nedenle bazi lipitler integral
membran proteinlerinin etrafinda &ncelikle kiimelesir. Integral proteinlerin bazilari
gozenek veya kanal olarak islev goriirken bazilar1 diger molekiiller i¢in reseptor olarak
islev gorir (Mocé vd., 2010). Tiim memeli hiicre tiplerinde, spermatozoon dahil,
plazma membran ¢ift tabakali lipit yapisina sahiptir. Bu yapi membranin disina dogru
yonlendirilmis hidrofilik lipit bas gruplar1 ve membranin i¢inde hidrofobik yag asil
zincirleri ile bir ¢ift tabaka halinde diizenlenmis lipitler ve proteinlerden olusur. Bu lipit
yapmin iki tabakasi arasindaki fosfolipit igerigi farklidir. Fosfatidilserin ve
fosfatidiletanolamin i¢ yaprakta yogunlasmisken, sfingomiyelin ve fosfatidilkolin dis

yaprakta yogunlagsmistir (Pefia, vd.,2003; Moc¢ vd., 2010).

Fizyolojik olarak, spermatozoonlar testisten ovuma olan yolculuklarinda erkek ve disi
tireme kanallarini ¢evreleyen sivilarin osmolalitesinde degisiklikler yasarlar. Osmolorite

farkliliklar1 i¢in iyon kanallarinin yani sira, su kanallarinin da spermatozoonun



hacminin diizenlemesinde hayati 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir. Somatik hiicre
aquaporinleri (AQP) hakkindaki derin bilgiler ve ¢ok sayida calismanin aksine,
spermatozoon AQP'lerinin anlagilmas1 belirli bir smir c¢ergevesindedir. AQPS
spermatozoon su girisi ve c¢ikisindan sorumludur ve bu, dogal fertilizasyon igin
gereklidir. AQP7 spermatozoon gliserol metabolizmasinda rolii tartismalidir ve ¢iplak
kisim hari¢ tiim spermatozoon kuyrugu boyunca yer alir. AQP11 sadece su
gecirgenligini saglamada degil, spermiogenezis ve spermiasyon asamasinda gereksiz
hale gelen fazla hiicresel bilesenlerin yenilenmesi ve geri doniistiiriilmesinde de rolii
oldugu bilinmektedir. Bu durum, spermatozoon iiretiminde etkili bir germinal epitelin

bakimui i¢in hayati 6nem tastyacaktir (Yeung,2010).

Kriyohasarinin onlenmesi i¢in 6nemli mekanizmalardan biri de, hiicre mebraninin
hidrofobisitesini arttirmaktir. Spermatozoonlarin kriyohasarinin énlenmesine yardimci
olan bagka bir mekanizma, kolesterol/fosfolipit oranmi tarafindan diizenlenen membran
akiskanliginin diizenlenmesidir (Cabrita vd.,2010). Kolesterol; membranlari stabilize
etmek, membran gecirgenligini azaltmak, morfolojik membran o6zelliklerini
kolaylastirmak ve hiicre-hiicre etkilesimlerini saglamak, membran faz gecislerini
etkilemek, membranla iligkili proteinler i¢in uygun mikroortamlar (kimyasal ve/veya
fiziksel) saglamak ve bir membran antioksidani olarak goérev yapmak dahil olmak tizere
spermatozoon fonksiyonunda birden fazla 6nemli etkisi vardir. Bu etkilerden biri de
diisiik sicakliklarda membranlar stabilize etmektir. Bazi tiirler (domuz, boga, kog veya
aygir) soguk sokuna kars1 cok duyarli spermatozoon iiretirken, digerleri (kedi ve kopek)
daha az hassastir ve bazilar1 (tavsan, insan, kiimes hayvanlar1) soguk sokuna karsi
yiiksek direncgli spermatozoon firetirler. Farkli tiirlerden spermatozoonlarin membran
bilesimleri degerlendirildiginde, genel olarak soguk sokuna direnc¢li tiirlerin
spermatozoonlari, soguk sokuna hassasiyeti olan tiirlerin spermatozoonlarina kiyasla
daha yiiksek ¢oklu doymamis yag asidi diizeyleri ve daha yiiksek kolesterol/fosfolipit
oranlart gosterdigi bildirilmistir. Bu nedenle, yiiksek kolesterol/fosfolipit oranlarina
sahip spermatozoon {ireten tiirler, diisiik kolesterol/fosfolipit oranlarina sahip

spermatozoonlara gore soguk sokuna karsi daha direnglidir (Mocé vd., 2010).



Kriyoprezervasyon sirasinda, plazma membrani hasara en yatkin yapidir ve siklikla
fosfolipit ve kolesterol bilesimindeki degisiklikler olarak ortaya g¢ikar. Membran
organizasyonundaki farkliliklar, lipit-protein etkilesimleri, fosfolipit asimetrisi ve lipit
bilesimi  hiicre membraninin  gecgirgenligini  etkiler. Membran fosfolipitleri
kriyoprezervasyon sirasinda faz degisimine ugrayarak, hiicre osmoregiilasyon
mekanizmalarini etkileyebilecek sekilde membran bilesenlerinin yeniden dagilimina ve
membran proteinlerinin  toplanmasina neden olur. Ayrica, spermatozoonun
dondurulabilirliginin plazma membranlarinin fiziko-kimyasal 6zelliklerine bagli oldugu
bilinmektedir. Bu 6zellikler arasinda, soguk toleransi ve kriyoprezervasyon ile iliskili
olan membran akigkanligi gibi 6zellikler de yer alir. (Mocé vd., 2010). Dondurma ve
¢ozdiirme sirasinda lipit-protein  komplekslerindeki  degisiklikler = nedeniyle
spermatozoon plazma membrani geri doniisiimsiiz sekilde etkilenen bir yapidir. Sicaklik
azaldikga, fosfolipitlerin konfigiirasyonu degisir ve bu bilesikler membran i¢inde yanal
hareket ederken proteinlerin yapismasina olanak tanir. Bu durum, spermatozoon
plazmalemmasinin daha sert ve kirillgan hale gelmesine neden olur, ¢iinkii sivi halden
jel hale doniislir ve plazmalemma gecirgenligi artarken spermatozoon metabolizmasi

azalir (Yanez-Ortiz vd., 2021).

Plazma membran biitlinliigli, spermatozoonun fertilizasyon yeteneginin 1iyi bir
gostergesi olup apoptozis seviyesinin belirlenmesi, geleneksel testlere ek olarak
spermatozoon kalitesi ve fertiliteyi belirlemede bir diger gosterge olabilir. Apoptozis,
gelisimin normal bir bileseni olarak ortaya ¢ikan, programlanmis bir hiicre 6liimii
stirecidir; morfolojik, biyokimyasal ve fiziksel degisiklikler agisindan nekrozdan
farklilik gosterir. Temel olarak, apoptozis, embriyonik gelisim sirasinda ve meme
bezleri gibi donemsel olarak degisen organlarda dogal bir siire¢ olarak meydana gelen
fizyolojik bir hiicre 6liimiidiir. Bu durumda, hiicre yapisal bilesenlerini vezikiillere dahil
ederek sistematik olarak tim fonksiyonlarini durdurur ve pargalanir (Samali ve
Orrenius.,1998; Pefna, vd.,2003). Farkli testlerin Kkorelasyonu, spermatozoon
apoptozisinin spermatozoon motilitesi ve plazma membran biitiinliigii ile ters orantili
oldugunu gostermistir (Khan vd., 2009). Kriyobiyoloji ilgili apoptoz, soguk kaynakli
apoptoz olarak ortaya cikmakta olup, uzun siireli saklamanin oOldiiriicli etkisinden
ziyade, kriyohasar1 veya soguk soku hasar1t meydana gelmektedir. Bu nedenle apoptozis,

hiicreler normal fizyolojik araligin altindaki soguga maruz kaldiklarinda, dokularda



veya organlarda meydana gelen dogrudan soguk sokundan veya kronik hipotermiden
kaynaklanan hiicre dliimiinden farkli bir kriyohasar belirtisi gibi goriilmektedir. Soguk
hasarmin derecesi, soguk maruziyetinin siiresi ve siddeti ile hiicrelerin veya dokularin
Ozelliklerine baglidir. Baz1 durumlarda, soguk hasari hiicre 6liimiine veya doku hasarina
neden olabilirken, diger durumlarda hiicre fonksiyonlarinda veya gen ekspresyonunda
degisikliklere neden olabilir (Nagle vd.,1990). Genellikle sanilanin aksine, dondurma
sirasinda hiicrelerin karsilastigi zorluk c¢ok diisiik sicakliklarda depolanmalar1 degil,
hiicrenin biri dondurma digeri de ¢6zdiirme esnasinda iki kez gegcmek zorunda oldugu
orta sicaklik bolgesinin (~-15 ila -60°C) oldiirticiiliigiidiir. S1v1 nitrojen sicakliginda ( -
196°C) ise sivi sistemlerde herhangi bir termal reaksiyon gergeklesmez. Bunun bir
nedeni, suyun sivi halinin -130°C'nin altinda var olmamasidir. Dahasi, -196°C'de
kimyasal reaksiyonlar igin yeterli termal enerji yoktur. -196°C'deki donmus su
sistemlerinde  gergeklesebilecek  tek  reaksiyon, serbest radikallerin  ve
makromolekiillerdeki kiriklarin  olusumu gibi fotofiziksel olaylardir. Kozmik
radyasyondan kaynaklanan reaksiyonlar ise -196°C'de meydana gelebilir. Bir hiicre
popiilasyonunun %63'liine zarar verebilen radyoaktivite dozu 200-400 radyan iken
yeryiizii bir yil icerisinde sadece 0,1 radyan kozmik radyasyonla karsilagir. Bu ise -
196°C'deki donmus bir memeli hiicresinin 2000-4000 sene boyunca maruz kalacagi
radyasyon miktarina esdegerdir. Boylece, -196°C'de 4000 yil saklanabilecek bir

hiicrenin biyolojik zamaninin durdugu kabul edilebilir bir seviyededir (Mazur,1984).

1.2. Spermanin Alinmasi
Spermanin toplamasi, her ejekiilattan miimkiin olan en yiiksek kalitede maksimum

spermatozoon elde etmeyi amaglar. Sperma, kiigiik ruminantlarda esas olarak suni vajen

veya elektroejakiilator yontemiyle toplanir (Saha vd., 2022).

1.2.1. Suni Vajen Yontemi



Suni vajen ile sperma toplama koyunlar i¢in tercih edilen yontemdir. Suni vajen ile
sperma toplama yonteminin kullanimi basittir ve dogal ejekiilatla ayni oranda sperma
kalitesine sahip ejekiilat tiretir. Suni vajende ki 1lik su termal stimiilasyon saglarken
igcerisindeki basing glans penisini mekanik olarak uyarir. Bu prosediiriin ana dezavantaji,
iyi libidoya sahip ve suni vajen ile Onceden ejekiilasyon egitimi verilmis bir kog

gerektirmesidir (Saha vd., 2022).

1.2.2. Elektroejakiilator Yontemi

Suni vajene alternatif olarak elektroejakiilator yontemi kullanilabilir. Elektroejakiilator
yonteminde bel ve sagri kisimlarindan koken alan ve genital organlar1 innerve eden
sinirlerin elektrik akimiyla 15-20 sn araliklarla 3-5 kisa uyar1 (3-8 sn) uygulamak i¢in
bir elektrot probu (6-12V) uyarilmasi ve ampulla ductus deferensin kontraksiyonunun
saglanmasidir (Saha vd., 2022).

1.3. Spermanin Dondurulmasi

Sperma kriyoprezervasyonu, sperma bankalar: araciligiyla degerli genetik kaynaklarin
korunmasi ve genis alanlara yayilmasi, spermanin siirekli ticari tedarikinin garantisi ve
suni tohumlama yoluyla 1rk iyilestirme programlarinda isbirligi i¢in 6zel firsatlara izin
vermistir. Kog¢ spermasinin basarili bir sekilde dondurularak saklanmasi iizerine yapilan
calismalar giiniimiizde hala devam etmektedir. Ciinkii Kriyoprezervasyon, esas olarak
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimindeki artis, dondurma ve ¢ozdiirme siirecinde
oksidatif metabolizmanin degismesi nedeniyle spermatozoonun Kkalitesinde ve
canliliginda bir azalmaya ayrica Spermatozoon organellerinde geri doniisii olmayan
hasara ve spermatozoon hareketliligi, canlilig1 ve dolleme yeteneginde bir azalma ile
baglantili olarak membran akigkanlig1 ve enzimatik aktivitede degisikliklere neden olur.
Ayrica kog spermatozoonlari, diger tiirlere kiyasla diisiik hiicre igi kolesterol-fosfolipit

orant icerir. Bu sebepten, ko¢ spermatozoonlari soguk sokuna karsi diger boga



spermatozoonlarina gére daha duyarlidirlar (Sarizkan vd., 2009; Faigl vd., 2012; Saha
vd., 2022). (Alevravd.,2022).

Sperma kriyoprezervasyonunun prensibi, sivi azot igerisinde (—196° C) donmus
spermatozoon hiicrelerinin hiicresel metabolik aktivitesini durdurmak ve daha sonra
fonksiyonel sag kalimlarini saglamak ic¢in spermayi ¢ozdiirmektir (Saha vd., 2022).
Sogutma islemi yavas yavas yapilmalidir, bu da spermatozoon hiicrelerini kurtarmak
icin yeterlidir. 30° C ila 0° C arasinda hizli sogutma, “soguk soku” olarak adlandirilan
sperma hasarina neden olur. Spermatozoon hiicrelerinin soguk sokundan korunmasi
igin, spermanin ilk seyreltilmesi, sulandiricilar yavas yavas eklenerek, karistirilarak ve
karisimi viicut sicaklifina yakin tutarak birkac saat (1,5-2 saat) 5° C'ye kadar yavasca
yapilir (Saha vd., 2022).

1.4. Sulandiricilar

Sperma sulandiricilari, besinleri enerji kaynagi olarak sunabilmeli, hiicreleri sicakliga
bagl hasarlardan koruyabilmeli, zararli pH degisimlerini 6nlemek igin bir tampon
gorevi gorebilmeli, bakteriyel gelismeyi baskilayabilmeli ve depolama sirasinda
spermatozoon hiicrelerini koruyabilmelidir. Sulandirici, suda maksimum ¢oziiniirliige
ve diger tiim ¢oziiclilerde minimum ¢oziiniirliige sahip olmalidir. Seyreltici bilesimi,
spermatozoon kalitesini etkileyen ve spermatozoonun fertilite yetenegini en uzun siire
koruyan temel unsurlardan biridir (Purdy, 2006; Pesch ve Hoffman, 2007; Saha
vd.,2022). Sperma pH'indaki bilyiik degisiklikler, spermatozoon hasarima, infertiliteye
veya spermatozoon Oliimlerine neden olabilir. Bu nedenle, spermatozoonun canliligini
ve dolleme kabiliyetini siirdiirmek i¢in, kriyoprezervasyon ortamindaki pH
dalgalanmalarini kontrol ederek uygun bir ortami korumak esastir (Purdy, 2006). Hiicre
ici kristallesmeyi onlemek i¢in sperma rutin olarak bir sulandirici ile seyreltilir (Saha
vd., 2022). Kog¢ spermasini seyreltmek ve dondurmak icin disakkaritler (laktoz,
trehaloz), trisakkaritler (rafinoz), kompleks polisakkaritler (arap zamki) veya diger
karmasik bilesikler (polivinilpirrolidon) ayrica yumurta saris1 ve gliserol bazli ¢esitli

dondurma sulandiricilar1  kullanilmistir  (Saha vd., 2022). Cozdirme sonrasi



spermatozoonun fonksiyonunu (hareketlilik, canlilik ve akrozom biitiinliigii) hiicre dist
kriyoprotektan olarak yumurta sarisi basariyla korurken, gliserol ise en yaygin olarak
kullanilan hiicre i¢i kriyoprotektandir. Gliserolde ¢6zdiirme sonrasi en iyi hayatta kalma
oranini saglayan konsantrasyon %3 ile %7 arasinda iken, yumurta sarisinda %5 ile %20

arasindadir (Saha vd., 2022).

Kriyoprezervasyon icin kullanilan sulandirici, spermatozoonu sogutma ve dondurma
sirasinda kriyojenik yaralanmalardan korumak i¢in kriyoprotektif bir madde icermelidir
(Saha vd., 2022). Yumurta sarist spermay1 soguk sokundan korur, spermatozoonlari
hareketli tutar, akrozomal enzim kaybini onler ve mitokondriyal membranlar1 saglam
tutar. Yumurta sarisi, fosfolipit konsantrasyonu, yiiksek molekiil agirligi ve diisiik
yogunluklu  lipoprotein  fraksiyonu gibi  Ozellikleri nedeniyle  spermanin
dondurulmasinda siklikla kullanilir. Kriyoprezervasyon sirasinda, yumurta sarisinin lipit
bileseni spermatozoonun plazma membranini ve akrozomunu sicaklik hasarindan korur.
Bir spermatozoon-lipoprotein kompleksi olusturarak, yumurta sarisinin fosfolipitleri ve
diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) sperma da olusacak soguk sokunu ve dolayisiyla
spermadaki kriyohasar1 azaltir. Yumurta sarist sulandiricida gliserol ile birlikte

kullanildiginda, soguk sokuna kars1 korumayzi arttirilabilir (Saha vd., 2022).

Bir tohumlama payetindeki yeterli sayida spermatozoon ve yeterli sulandirict olacak
sekilde bir sperma Orneginin uygun sekilde seyreltilmesi onemlidir, boylece en az
sayida tohumlama basina spermatozoon ve en diisiikk sayida tohumlama yapilarak

yiiksek bir fertilite orani elde edilebilir (Purdy, 2006).

1.5. Antioksidanlar ve Reaktif Oksijen Tiirleri

Spermatozoonun  dondurularak saklama ortamima antioksidanlarin  eklenmesi,
spermatozoonu ROS'un motilite, canlilik, enerji iiretimi ve DNA biitiinliigiine verdigi
zararlara karsi korumak amaciyla yapilmaktadir (Krzyzosiak vd., 2000; Bilodeau vd.,
2002). Kriyoprezervasyon islemi oksidatif stresi ve ROS olusumunu tetikler.
Spermadaki ROS varligi, bu molekiillerin hiicresel iiretimi ile antioksidatif bilesikler

tarafindan yok edilmeleri arasinda bir denge oldugunu gosterir. ROS molekiilleri, hiicre
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membranlarinin  ana bilesenleri olan c¢oklu doymamis yag asitlerine (PUFA)
saldiracaktir. Ko¢ spermatozoonlari hiicre membranlar1 3/1 oraninda doymamis yag
asidi ve doymus yag asidi bilesimi igerir. Bu biiylik miktarlarda doymamuis yag asitleri
nedeniyle spermatozoon ROS'un zararli etkilerine karsi oldukga hassastir. Yiiksek
konsantrasyonlarda ROS'a maruz kalmak mitokondriyal membranin ve plazma
membraninin bozulmasina, kromozomal ve DNA parcalanmasina sebep verdigi igin
spermatozoon motilitesinde ve canliliginda azalmaya yol acar (Amidi vd.,2016; Frau
vd., 2020b; Riesco vd., 2021).Bu nedenle ROS diizeylerini azaltmak ve redoks
durumunu dengelemek icin sperma kriyoprezervasyon protokollerinde antioksidan
takviyesi farkli tlirlerde yaygin olarak kullanilmaktadir (Tuncer vd., 2010; Gunawan
vd., 2020; Riesco vd., 2021).

Antioksidanlar, serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresle miicadelede ana
savunma faktorleridir (Amidi vd., 2016). Antioksidanlar kimyasal yapilarina gore
enzimatik ve enzimatik olmayan seklinde ikiye ayrilirlar. Dogal antioksidanlar olarak da
bilinen enzimatik antioksidanlar arasinda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon rediiktaz bulunur ve bunlarin timi
spermatozoonun dogal antioksidan savunma sistemine katilir. Enzimatik olmayan
antioksidanlar ise E vitamini (o-tokoferol/trolox), C vitamini (askorbik asit), glutatyon
(GSH), iirat, taurin, hipotaurin, ubikinonlar, selenyum ve ¢inko igerir (Amidi vd., 2016;
Hezavehei vd., 2018; Ros-Santaella ve Pintus, 2021). Alfa-tokoferol, lipit radikallerini
notralize eden, E vitaminini en giiclii yagda ¢oziinen antioksidan bilesigidir. Bu
nedenle, ROS olusumunu etkilemeden ROS ve lipit peroksidasyonuna karsi ana

membran koruma ajanlarindan biridir (Amidi vd., 2016) (Sekil 1.1.).

Kriyoprezervasyon sirasinda sicaklik ve osmotik streslerin spermatozoon iizerindeki en
onemli etkilerinden biri DNA hasaridir. DNA molekiiliiniin kriyoprezervasyon sirasinda
nasil hasar goOrdiigli, karmasik bir dizi siirecin birlesimi gibi goriinmektedir.
Kriyoprezervasyon sirasinda ROS olustugu ve baz oksidasyonu ve zincir kirilmasi
olusturarak DNA'y1 degistirebilecegi bilinmektedir. ROS olusumunun yani sira, buz
olusumu veya osmotik stresin de dondurma/¢ozdiirme sirasinda mekanik basinglar veya
apoptotik  olaylar yoluyla DNA'y1r kirabilecegi 6ne siiriilmektedir. DNA

par¢alanmasindan sorumlu mekanizmalar hala tam olarak anlasilamamis olmasina
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ragmen, bu durum artan oksidatif DNA hasarina baglanmistir. Ek olarak, DNA
duyarlilig1 tiirler arasinda, bireyler arasinda veya lireme mevsimi boyunca degiskenlik

gosterebilir (Cabrita vd., 2010; Tuncer vd., 2010; Sharafi vd., 2022).

Spermatozoon kromatini, niikleoprotein yapisini sekillendiren histonlarla birlikte DNA
ve protamin (P1 ve P2) igerir. Protamin dagilimu tiirler arasinda farklidir; 6rnegin, boga,
domuz ve kog sadece niikleoprotein yapisinda P1 bulundururken fare, at ve insan hem
P1 hem de P2 bulundurur. Ek olarak, P1 ve P2 oranlar tiirler arasinda farklidir ve bu
oran bu yapilarin dondurma-¢ozdiirme islemlerine karsi direncini etkiler. Sadece P1
gosteren tiirlere gére hem P1 hem de P2 gosteren tiirlerde DNA'ya bagli kriyohasari
daha fazladir. Yiiksek DNA hasar1 ve diisik mitokondriyal membran potansiyeli,
dondurma-¢ozdiirme sonrast motilitede ©Onemli oranda azalmaya neden olur.
Dondurmadan sonra meydana gelen mitokondriyal disfonksiyon, ROS olusumuna
neden olabilir. Oksidatif fosforilasyonun kesintiye ugramasi ve antioksidan enzimlerin
inaktivasyonu  muhtemelen  mitokondriyal  disfonksiyonun ana  nedenleridir.
Mitokondriyal DNA ve i¢ ve dis mitokondriyal membranlarin hasar goérmesi
mitokondriyal disfonksiyonun diger nedenleridir. Tiim bu degisiklikler, mitokondriyal
membran potansiyelini azaltir ve bu da membran gozenekleri araciligiyla serbest oksijen

radikallerinin salinmasina neden olabilir (Sharafi vd., 2022).

GSH, GSH-Px, katalaz (CAT) ve SOD'dan olusan antioksidan sistem, spermanin lipit
peroksidasyonuna (LPO) karsi bir savunma mekanizmasi olarak tanimlanmistir ve
spermatozoonun hareketliliginin ve canliliginin korunmasinda 6nemlidir. Ancak
spermatozoonlardaki bu antioksidan kapasitesi, dondurma-¢6zdiirme islemi sirasinda
LPO'yu 6nlemede yetersiz olabilir. Bu baglamda, memeli spermatozoonlari, ROS ve
LPO'nun zararli etkilerine kars1 koyan antioksidanlar iceren 6nemli bir sitoplazmik

bilesenden yoksundur (Sari6zkan vd., 2009).
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Sekil 1.1: Hayvanlardaki spermatozoon kriyohasarlarini  Onlemek i¢in ana stratejiler (Sharafi vd., 2022’den uyarlanmistir).



1.6. Hidrokinonlar ve Arbutin

Tirozinazin aktif bolgesine baglanan ve melanin sentezini engelleyen cesitli bilesikler,
cildi aydinlatmak ve hiperpigmentasyon lezyonlarni iyilestirmek igin gelistirilmis
ajanlar vardir. Bu ajanlar arasinda hidrokinon, Kojik asit, arbutin, vb. bulunur
(Mov,2006). Hidrokinon, 1936 yilinda Oettel tarafindan bir beyazlatma maddesi olarak
tanimlanmistir (Levitt,2007). Dogada ise -D-glukopiranozid konjugati (arbutin) seklinde
bulunur. Literatiirde dihidroksibenzen, 1,4-benzendiol, 1,4-dihidroksibenzen ve p-
benzendiol veya kuinon isimleriyle de bilinen hidrokinon molekiilii fenol tipi bir
organik bilesiktir. Kimyasal formiilii CeHa(OH)2 olan hidrokinon benzen halkasina para
pozisyonunda baglanmis iki adet hidroksil grubundan olugsmaktadir. Beyaz kristaller
halinde bulunur ancak hava ve 1sikla temasi oksidasyona ve renk degisimine neden
olabilir. Hidrokinon, suda, metanolde ve eterde ¢6ziiniir. Hidrokinon, ugucu olmayan bir
kimyasal olup fotograf, kimya ve kozmetik endiistrilerinde kullanilir (Deisinger,1996;
Ergiirhan, 2019). Ayrica hidrokinon, kauguk ve gida endiistrisinde bir antioksidan
olarak kullanilmistir (Enguita ve Leitao.,2013).

1950'lerden 2001'e kadar hidrokinon, Avrupa Birligi {ilkelerinde ticari olarak satilan
kozmetik cilt aydinlatma formiilasyonlarinda kullanilmistir ve 1960'lardan beri tibbi bir
irlin olarak ticareti mevcuttur ancak 1 Ocak 2001 tarihinden itibaren kozmetikte
kullanim1 yasaklanmigstir. Son zamanlarda yapilan bir literatiir arastirmasi, cilt rengi
agict bir madde olarak hidrokinonun olas1 uzun vadeli etkileri arasinda karsinogenez,
kemik iliginde aplastik anemi ve akut miyeloid 16semi gibi risklerin de olabilecegini
diistindiirmektedir (Westerhof ve Kooyers., 2005; Enguita ve Leitdo.,2013). Bilimsel
caligmalar, hidrokinonun organizmada oksidatif stres ve DNA hasar1 gibi zararl etkilere
neden olabilecegini gostermistir. Bu nedenle, dogal bitkilerden elde edilen B-arbutin ve
a-arbutin gibi sentetik arbutin formlar1 {izerinde ¢caligmalar yapilmaktadir. Bu ¢aligmalar
arbutinin hidrokinona gére daha az sitotoksisiteye sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu
nedenle, arbutin daha giivenilir bir cilt beyazlatict ajan olarak kabul edilebilir (Hazman
vd.,2021). Arbutin ve tiirevlerinin 6énemli yan etkilerinin olmamasi, onlar1 hidrokinon

igin degerli bir alternatif haline getirmistir (Migas ve Krauze-Baranowska, 2015).
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Arbutin, 4-hidroksifenil-a-glukopiranozid ve 4-hidroksifenil-p-glukopiranozid olmak
tizere 2 izoformu olan bir hidrokinon glikozittir. Yaban mersini, kizilcik, mercankosk ve
cogu armut tiirii gibi yenilebilir meyve iireten bitkilerde bulunan dogal bir bilesiktir
(Resim 1.1). Ericaceae (ay1 liziimii, ¢ilek agaci, yaban mersini, funda), Saxifragaceae,
Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae ve Apiaceae familyalarindaki gesitli bitkilerden elde
edilir (Couteau ve Coiffard, 2016; Zhu vd., 2018). Arctostaphyllos uva ursi'nin
(Ericaceae) yapraklarindan elde edilen arbutin igeren Ozler, yiizyillardir fitoterapide
kullanilmistir. Giiniimiizde sifali bitki olarak kabul edilmektedir (Migas ve Krauze-
Baranowska,2015; Saeedi vd., 2021). Bir bitkide bulunan arbutin yiizdesi, tiire, toplama
zamanina ve yetistirme kosullarina gore onemli Ol¢iide degisir (Couteau ve Coiffard,
2016; Hazman vd, 2021). Ornegin, en biiyiik arbutin miktari, 80-100 °C'de kurutulan
Bergenia crassifolia'nin (Saxifragaceae) geng, tamamen gelismis yesil yapraklarinda

belirlenmistir (Lubsandorzhieva vd., 2000).

Arbutus

unedo L.

P

. ¥ 23 ) | . » P o — Y -
Arctostaphylos P. pyrifolia Leuconostoc Onobrychis
e Niitaka

mesenteroides viciifolia

e P i )

Halocarpus Escherichia coli Salvia mexicana L. Catharanthus
biformis var. minor Benth roseus

B

Oriental pear Origanum Pholiota Bergenia crassifolia Achillea
majorana communis (L.) Fritsch millefolium

Resim 1.1: Dogal ve sentetik arbutin kaynaklarinin tiirleri (Saeedi vd., 2021).

14



Cogu birey tarafindan giinliik olarak alinan kahve ve cay gibi yaygin gidalar dnemli
miktarlarda hidrokinon ve/veya arbutin igerir. Dogal olarak olusan hidrokinon/arbutinin
en biiylik miktarlar1 bugday ve bugday ekmegi, bugday tohumu ve armutta bulunur. Bir
armut 620 pg hidrokinon/arbutin igerebilir. Ozellikle armut kabugu biiyiik miktarlarda
hidrokinon veya arbutin icerir (Nordlund vd., 2006).

Arbutin (C12H1607) basit bir molekiiler yapiya sahiptir (Sekil 1.2.) ve bitkilerden yiiksek
saflikta elde edildiginde beyaz renkli bir toz gériiniimiindedir. In vivo olarak biiyiiyen
bir¢ok bitki tiirii arbutin iiretemez, ancak in vitro ortamda, eksojen olarak uygulanan
hidrokinonu kendi [B-D-glukoziti olan arbutine donistiirebilir. Bu reaksiyon, O-
glukosiltransferaz tarafindan katalize edilir (Ekiert vd.,2012; Migas ve Krauze-
Baranowska., 2015)(Sekil 1.3.). Alfa amilaz, sakkaroz fosforilaz, siklodekstrin

glikosiltransferaz, a-glukosidaz, dekstraniikraz, amilosukraz ve sakaroz izomeraz dahil

olmak iizere yedi farkli mikrobiyal enzim a-arbutin iiretebilir (Zhu vd., 2018; Hazman

vd., 2021).

Sekil 1.2: Arbutinin yapisi (Migas ve Krauze-Baranowska, 2015).

OH W@

UDP - Gl
—}_

B-D-glucosylation

OH OH
HYDROQUINONE ARBUTIM

Sekil 1.3: Hidrokinonun arbutine biyotransformasyonu. UDP-Gl (=iiridin difosfat glikoz),
glikoz dondrii (Ekiert vd.,2012)
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Ayrica, tirozin ve 4-hidroksibenzoik asit gibi diger bilesikler de arbutin 6nciilleri olarak
kullanilmistir (Ekiert vd.,2012) (Sekil 1.4.).

MNH,
COOH
CO0H
—_— —_—
OH OH
tyrosing p-coumaric acid &-hydroxybenaoic acid
OH oG
- @ 7
OH OH
hydroguinone arbutin

Sekil 1.4: Arbutin biyogenezinde 6ncii maddeler olarak tirozin ve 4-hidroksibenzoik asit (Ekiert
vd.,2012).

Arbutinin anti-enflamatuar, antioksidan, serbest radikal siipiiriicii, anti-hiperglisemik ve
diger etkileri oldugu bildirilmistir. Arbutin, reaktif oksijen tiirlerinin ve siiperoksit
radikallerinin olusumunu azaltarak uzun vadeli radikal yakalama aktiviteleri gosterir
(Pavlovic vd., 2009; Adisa vd., 2011; Taha vd., 2012; Akkoyun vd., 2023). Ayrica,
arbutinin antioksidan aktivitesi hidrokinona kiyasla daha uzun siirelidir (Bang vd.,
2008; Takebayashi vd., 2010). Arbutinin antioksidan etkisi in vitro g¢aligmalarda
dogrulanmistir. Arbutinin tert-biitil hidroperoksit (t-BHP) gibi toksik maddelere kars1
sitoprotektif (hiicre koruyucu etki) ajan olarak kullanilabilecegi belirtilmistir
(Seyfizadeh vd., 2012).

Arbutin, tiirevleri ve arbutin iceren ekstraktlarin biyolojik aktiviteleri lizerine yapilan
caligmalar sayesinde kullanim alanlar1 genislemektedir. Arbutin tiirevlerinin sentezi igin
yeni kaynaklara ve yontemlere duyulan ihtiya¢ hakli olarak goriilebilir. Simdiye kadar
bitki maddeleri, 6zellikle Arctostaphylos uva-ursi, arbutinin temel kaynak maddeleriydi.
Giliniimiizde bitki 6zleri, kimyasal ve biyoteknolojik olarak sentezlenmis arbutin ve

tiirevleri ile degistirilmektedir (Migas ve Krauze-Baranowska,2015).
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Arbutin Kizilderililerin ¢esitli kabileleri tarafindan tibbi amaglar i¢in kullanilmistir
(Nordlund vd., 2006). Ornegin idrar yolu enfeksiyonlarmi (Gemot vd, 2002), bobrek
taslarini ve sistitisi (Abascal ve Yarnell, 2008) tedavi etmek igin bir idrar antiseptigi ve
idrar soktiiriicii olarak kullanilir. Ayn1 zamanda anti-oksidatif (loku vd, 1992; Bang vd,
2008), anti-mikrobiyal (Jurica vd, 2017) ve anti-inflamatuar etkiler (Lee ve Kim, 2012)
gosterir. Arbutinin anti-inflamatuar ozellikleri, ratlar {izerinde yapilan in vivo
caligmalarda dogrulanmistir. Arbutinin mide mukozast iizerinde koruyucu etki

gosterdigi, mukozal icerigi azalttigi, tilser alan1 ve iltihabi gosterdigi bildirilmistir (Taha
vd, 2012).

Arbutin, hidrokinon ve kojik asit gibi geleneksel depigmentasyon bilesiklerine kiyasla
melanositotoksisite etkisi olmaksizin melanin olusumunu engelledigi i¢in ticari olarak
etkili bir cilt beyazlatici ajan olarak kullanilan en belirgin dogal bilesiktir (Maeda ve
Fukuda 1996; Zhu ve Gao, 2008 ). Arbutin, tirozinaz aktivitesi iizerindeki kuvvetli
inhibitor etkisi sebebiyle kozmetik sanayisinde giiglii bir cilt aydinlatma maddesi olarak

yaygin sekilde kullanilmaktadir (Han ve ark., 2014).

1.7. Motilite

Konvansiyonel sperma kalitesinin degerlendirilmesi, kitle ve bireysel hareketlilik gibi
subjektif parametrelerin degerlendirilmesi, spermatozoon yogunlugu ve morfolojik
anomaliler gibi objektif parametrelerin degerlendirilmesine dayanmaktadir. Insanlarda
ve hayvanlarda subjektif optik mikroskopik degerlendirilme kullanildiginda, ayni
ejekiilatlarin hareketlilik parametrelerinin tahmininde %30 ila %60 arasinda degiskenlik
rapor edilmistir. Kriyoprezervasyon spermatozoonun hareketliligini etkiler ve
spermatozoonun basmin boyutunu ve seklini degistirir. Spermatozoonun hiicre
hareketliliginin ve morfolojisinin degerlendirilmesi, sperma kalitesinin incelenmesi ve
sperma kalitesi ile fertilite arasindaki iligkilerin belirlenmesinde Onemli bir
parametredir. Bilgisayar destekli spermatozoon analizi (CASA), hareket, hiz ve
morfoloji gibi farkli hiicre 6zelliklerinin objektif degerlendirmesine, suni tohumlama
teknolojilerini gelistirmek ve fizyolojik veya toksikolojik calismalar1 gelistirmek igin

etkili, hassas ve giivenilir bir aractir (Verstegen vd., 2002; Yanez-Ortiz vd., 2021).
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Spermatozoonun yogunlugunun sperma kalitesini gosteren giiglii bir belirteg oldugu
anlasilmistir. Taze spermanin spermatozoon yogunluklar1 genellikle ¢ok yiiksektir ve bu

nedenle analiz 6ncesi spermanin seyreltilmesi gerekir (Verstegen vd., 2002).

VCL; egrisel hiz hiicrenin gercek noktadan noktaya izledigi yolun ortalamasina gore

Olclilen ortalama hizdir ve mikrometre/saniye cinsinden ifade edilir.
ALH; Yanal kafa deplasman genisligi, mikrometre cinsinden ifade edilir;

BCF; vurus capraz frekansi, spermatozoon hiicresinin bas kisminin, spermatozoonun

ortalama yolu boyunca kag kez gectigi frekans Hertz cinsinden ifade edilir;

VAP; ortalama yol hizi, piriizsiizlestirilmis hiicre yolu ortalamast hizidir ve

mikrometre/saniye cinsinden ifade edilir;

VSL; dogrusal hiz, bir izin basindan sonuna kadar diiz bir ¢izgide Olgiilen ortalama

hizdir ve mikrometre/saniye cinsinden ifade edilir;

STR; diiz ilerleyis, VSL/VAP oranimn yiizdesindeki ortalama degerdir (bu diizliik,
hiicrenin yolunun optimal diizliige karsilik gelen %100'ine ne kadar yakin oldugunu

tahmin eder);

LIN; dogruluk VSL/VCL oranmin yiizdesindeki ortalama degerdir (bu dogruluk,
hiicrenin yolunun diiz bir ¢izgiye ne kadar yakin oldugunu tahmin eder) (Verstegen vd.,
2002; Malo vd., 2005). (Sekil 1.5.)
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Sekil 1.5: Spermatozoonlarin kinetik hareketleri (Williams ve Martins da Silva., 2019).
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1.8. HE-Test

Jeyendran vd. (1984), HOS testini spermatozoon fonksiyonel testi olarak ortaya
koydular ve bu testin spermatozoon metabolizmasi, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu
ve spermatozoonun oosit yiizeyine baglanmasinda énemli olan membran biitiinliigiini
degerlendirdiginden, yararli bir tamamlayici test olarak kabul edilebilecegini 6ne
stirdiiler (Jeyendran vd.,1984). Spermatozoonlarin fertilizasyon yetenegi igin, islevsel
bir membrana sahip olmalar1 gerekmektedir; zira spermatozoon kapasitasyonu, akrozom
reaksiyonu ve oosit ylizeyine baglanma gibi hayati fonksiyonlar bu membranin
islevselligine baghdir. Hipoosmotik sisme (HOS) testi ise, spermatozoon plazma
membraninin  islevsel bitiinliiginii  degerlendirerek, fertilizasyon potansiyelini
belirlemekte kullanilir. Bu test, spermatozoon hiicresinin ¢evresiyle uyumunu ve
membran biitiinliiglinii tahmin etmek igin hipoosmotik stres altinda spermatozoonun
sisme ve kivrilma tepkilerine dayanir (Ramu ve Jeyendran., 2013). Ozmotik toleransin
ve Olii-canli muayenesinim birlestirildigi HE-test, insanlarda ve diger memeli
hayvanlarda fertilitenin tahmin edilmesinde kullanilan potansiyel sperma fonksiyon
testlerinden biri oldugu bildirilmektedir (Giindogan ve ark., 2011; Jeyendran ve ark

1984).

1.9. Anormal Spermatozoon Orani

Teratozoospermia'nin varligi, morfolojik anormalliklerin tiirline ve sikligina bagl olarak
subfertilite ve sterilite ile uzun siiredir iligkilendirilmektedir. Ancak, fertilizasyon
yeteneginin Ongdriilmesi genellikle miimkiin degildir, ¢linkii normal spermatozoon
hiicreleri ile anormal spermatozoon hiicreleri bir arada bulunur ve belirli sayida normal
spermatozoonun varlig1 normal fertilizasyon i¢in yeterlidir. Yine de, ejekiilatta belirgin
bir sekilde yiiksek bir siklikta birka¢ morfolojik anomali bulundugunda, erkek

fertilizasyonunun azalmasi beklenir (Oehninger ve Kruger 2021).

Bazi1 morfolojik anomalilerin kdkeni ve etkisi bilinmemektedir, ¢linkii cogu anomalinin

gelisiminde fizyolojik bir unsur olabilir. Ancak bazi spermatozoon morfolojisi
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bozukluklari, kromatin kondensasyonunda degisiklikler, akrozom reaksiyonundaki
bozukluklar, kuyruk hareketliligi sorunlar1 veya hatta apoptoz veya nekroz
fenomenlerinin artmasi1 gibi islevsel bozukluklarla iligkili olabilir. Ayrica,
globozoospermia, spermatozoon makrosefali sendromu, ¢oklu kuyruk anomalileri veya
basgsiz spermatozoonlar gibi genetik anomalilerle iliskili bazi belirli bozukluklar

(spermatozoonlarin %99 veya %100'"inii etkileyen) vardir (Gatimel vd., 2017).

1.10. DNA Hasan

Spermatozoon ¢ekirdegi oksidatif strese karsi koruma eksikligi nedeniyle oksidasyon
araciligtyla DNA  hasarina  karst  savunmasizdir ve erkek infertilitesinin
degerlendirilmesinde faydal bir aragtir. Kuyruklu yildiz (Comet) testi veya tek hiicre jel
elektroforezi, tek spermatozoondaki DNA iplik kiriklarinin degerlendirilmesi igin
nispeten basit ve hassas bir yontemdir. Bu igslem sirasinda, spermatozoon hiicreleri,
mikroskop slaytinda ince bir agaroz tabakasi i¢ine gomiiliir ve yliksek tuz kosullarinda
deterjanla lize edilir. Bu islem, protaminleri ve histonlar1 ¢ikararak, cift sarmalli
DNA'nin iizerine siipersarmal dongiilerini i¢eren bir niikkleoid benzeri yap1 olusturmasini
saglar. Alkalen pH kosullari ¢ift sarmalli DNA'nin ¢6ziilmesine neden olur ve sonraki
elektroforez, kirilmis ipliklerin anoda dogru go¢ etmesiyle bir kuyruklu yildiz olusturur.
Floresan mikroskopta gdzlemlendiginde, bastaki ve kuyruktaki DNA miktar1 floresan
yogunluguyla yansitilir. Bas kismina gore kuyruktaki goreceli floresan, DNA hasarinin

seviyesinin bir 6l¢iisii olarak kullanilir (Simon ve Carrell., 2013).

1.11. Oksidatif Stres Parametreleri

Hiicredeki oksidan ve antioksidan maddeler arasindaki dengenin bozulmasi oksidatif
stres olarak bilinir. Oksidatif stres olusumu ile hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerinin
konsantrasyonlarinda artig  goriiliir. Organizmalar ~ kendilerini  oksidatif  stresten

enzimatik veya enzimatik olmayan sistemlerle korurlar (Akkoyun vd., 2023). Sperma
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dondurma islemi sirasinda, oksidatif stresin neden oldugu hasarlar ¢ok fazladir.
Oksidatif stres, spermatozoon membran hasarinin yani sira mitokondriyal aktiviteyi
bozar, hiicre i¢i enzimlerin disar1 ¢ikmasini tesvik eder ve bir¢cok aksonemal proteinin
bozulmasina neden olarak spermada motilite kaybina yol agar (Peris-Frau vd., 2020).

Sperma Omriinii ve suni tohumlama dozlarinin sayisint artirmak igin gerekli bir adim
olmasina ragmen, spermanin sulandirilmast seminal plazmada bulunan antioksidan

enzimlerin seviyelerini diisiiriir, boylece oksidatif strese kars1 korunmalarini azaltir.

Seminal plazma birkag antioksidan enzim igerir; Katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px), siiperoksit dismutaz (SOD). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), siiperoksit
dismutaz (SOD) en biiyiik aktiviteye sahip olanlardir (Ros-Santaella ve Pintus, 2021).
Lipit peroksidasyonunun son {iriinii olan MDA, hiicrede yag asitlerinin serbest
radikallere maruz kalmasi sonucu olusur ve yaygin olarak kullanilan bir oksidatif stres

belirtecidir (Akkoyun vd., 2023).

Aragstirilan tez ¢alismasinin amaci tlilkemiz yerli gen kaynaklarindan S6nmez kogunun
spermasinin dondurulmasi esnasinda sulandiriciya katilan giiclii bir antioksidan olan
arbutinin ¢ozdiirme sonrasinda spermatozoon kinetik parametreleri, morfoloji, membran

biitiinligli, DNA hasar1 ve oksidatif stres parametrelerinin arastirilmasidir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1.Arastirmada Kullanilan Hayvan Materyali, Bakim ve Beslenmesi

Arastirmada Afyonkarahisar bolgesinde bulunan 3 adet saglikli, fertilite yetenegine
sahip ve androlojik muayenelerinde herhangi bir patolojik degisiklik saptanmayan kog
kullanilmigtir. Tim koglar 6zel bir giftlikte, ayn1 barinma ve beslenme kosullarinda

tutulmustur. Bakim ve besleme islemleri ¢iftlikte calisanlar tarafindan yapilmistir.

2.2.Spermanin Toplanmasi

Koglardan sperma sezon i¢i donemde (Eyliil-Kasim) baslica spematolojik 6zellikler,
ejakiilat miktar1 (ml), yogunluk (10%ml), motilite (%), anormal spermatozoa oran1 (%),
Oli spermatozoa orani (%) ve pH yoniinden muayene edildi normospermik 6zellik
gosterenler kullanildi. Suni vagina yardimiyla her bir kogtan haftada iki kez olmak
tizere bir kog icin 6 ejekiilat, toplamda ise 18 ejekiilat alindi. Alinan ejekiilatlardan
normospermik ozellik gosteren spermalar c¢alismada pooling yapilarak kullanildi.

Spermanin alinmasinda kizgin 2 bas koyun teaser olarak kulanilmustir.

2.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Sperma toplama kadehlerinden deney tiiplerine aktarilip birlestirilen (pooling) sperma
yogunluk muayeneleri yapildiktan sonra 5 esit hacme ayrilmistir. Daha sonra 6nceden
hazirlanmis Tris soliisyonu her gruba kullanilmis ve antioksidan olarak ise gruplara
farkli oranlarda arbutin katilmis, kriyoprotektan olarak %5 gliserol i¢eren sulandirici

ile son sulandirma yapilmustir.

Tris stok soliisyonu igin:
Trisma base 3,63 ¢
Sitrik asit 1,99 g
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Fruktoz 0,5 g
100000 1U/ml kristal penisilin
100 mg/ml streptomisin

Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak tris-sitrik asit-fruktoz soliisyonu hazirlandi

(Evans ve Maxwell, 1987).

Spermanin uzun siireli saklanmasi amaciyla spermanin sulandirilmasinda kullanilacak

gruplarin igerikleri asagidaki gibi hazirlanmstir;

Kontrol | Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta saris1 % 14-penicilin-streptomycin-gliserol
25 mM Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta saris1 %14-penicilin-streptomycin-gliserol + 2,5
> M mM arbutin
5 mM Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta saris1 %14-penicilin-streptomycin-gliserol + 5 mM
arbutin
75 mM Tris-sitrik asit, glukoz-yumurta saris1 % 14-penicilin-streptomycin-gliserol+7,5mM
’ arbutin
10 mM Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta saris1 %14-penicilin-streptomycin-gliserol+ 10 mM
arbutin

Cizelge 2.1: Spermanin sulandirilmasinda kullamlacak gruplarin icerikleri

Sulandirilma islemleri yapildiktan sonra Ornekler ivedilikle Afyon Kocatepe
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali
laboratuvarina getirilmistir. Spermalar her bir grup igin ayr1 renkte olacak sekilde 0,25
ml’lik payetlere cekilip acik agizlart polivinil alkol ile doldurulup kapatilarak 5 °C’de
3 saat ekilibrasyona birakildi. Ekilibrasyon siiresi tamamlandiktan sonra sperma
ornekleri strafor kutu igerisinde ki sivi azot buharinda 12 dakika boyunca donduruldu.

Daha sonra sperma Ornekleri inceleme giiniine kadar sivi azot tankinda (-196°C)
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depolandi.

2.4. Spermatolojik Degerlendirilme Parametreleri

Dondurulmus spermalardan her bir parametre i¢in her gruptan 6 adet olmak {izere 30
adet payet degerlendirmeler yapilirken 37 °C ye ayarlanmis su banyosunda 30 sn’de
cozdiiriilerek spermatolojik Ozellikler, oksidatif stres ve DNA hasar1 yoOniinden

degerlendirildi.

2.4.1. CASA Motilitesinin Belirlenmesi

Spermalarin  ¢6ziim sonu motilitesi, detayli hareket oOzellikleri ve yogunluklari
bilgisayar destekli sperma analiz cihazi (SCA®, Microptic, Barcelona, Spain)
kullanilarak degerlendirilmistir. CASA sistemi, negatif faz-kontrast, 10X objektifte ve
37°C derecede bulundurulan isitma tablasi ile baglantili mikroskop (Nikon, Eclipse,
Tokyo, Japan) ile desteklenmektedir. Yapilan analizlerde total motilite %, progresif
motilite %, VCL (egrisel hiz, um/s?), VAP (ortalama yol hiz1i, pm/s?), VSL (diiz
cizgisel hiz, um/st), STR (VSL/VAP, %), LIN (VSL/VCL, %), WOB (VAP/VCL, %),
ALH (lateral kafa degistirme, um) ve BCF (Capraz gecis frekans ritmi Hertz (Hz),
toplam yogunluk ve motil spermatozoon yogunlugu parametreleri yazilim sisteminde en

az 5 farkli mikroskop sahasinda okumalar yapilarak yiizde (%) olarak degerlendirildi ve
kaydedildi.

2.4.2. Anormal Spermatozoon Orani

Anormal spermatozoon oranit Sperma Orneklerinin Giemsa boya ile boyanarak
belirlendi. Lam tizerine 10 mikrolitre sperma 6rneginden birakildi. Daha sonra froti
cekilerek yatay bir sekilde kurumaya birakildi. Bu islemi takiben alkolle fikse edilip
kurumasi i¢in beklenildi. Boyama asamasma kuruma isleminin ardindan gecildi ve

hazirlanan Giemsa boyasindan pipetle lamin {izerini kapatacak sekilde yayildi. Kirk
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bes dakika beklenildi. Bekleme siiresinin ardindan lamlar yikandi. Yikanan lamlar
kurumast igin lam saklama kabina sirayla birakildi. Kuruma igleminden sonra faz-
kontrast mikroskopta 40X’de 400 spermatozoon sayilarak anormal spermatozoon orani
% olarak belirlendi. Normal olmayan spermatozoonlar, anormal olarak kabul edildi ve

spermatozoonun bas, orta kisim, kuyruk ve toplam anomalileri ayr1 ayr1 belirlenerek

kayit altina alindi (Watson, 1975).

Resim 2.1: Bas, orta ve kuyruk kismina ait anomaliler

2.4.3.Hipo-Osmotik Eosin (HE) Test Analizi

Spermatozoon membran biitiinliigliniin tespiti ve Olii-canli spermatozoon oraninin

belirlenmesi amaciyla uygulanmistir.

1,67 g Eosin-Y 2,9 g Sodyum Sitrat

100 ml distile suya tamamlanmustir.

Sekil 2.1: Eosin boyasinin hazirlanist
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0,9 g fruktoz 0,49 g sodyum sitrat

100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg)
hazirlandi.

Sekil 2.2: HOS Test Soliisyonunun hazirlanist

37 °C’deki su banyosunda bulunan ependorf tiiplerdeki 100 mOsm’luk 1 ml HOS test
cozeltisine sperma orneginden 20 pl eklendi. Ardindan bu ¢ozeltiye eosin boyasi ilave
edilerek 37 °C’lik su banyosunda yarim saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun
ardindan lam iizerine bu ¢ozeltiden bir damla alinip frotileri ¢ekildi ve kisa siire
icerisinde kurumalar1 saglandi. Hazirlanan frotilerde 400’liikk biiyiitmede 400
spermatozoon 4 tipte; bas kisminin tamamin ya da bir kisminin boya alip almadigina

ve kuyrukta kivrilma veya sisme gozlenip gézlenmedigine gore siniflandirild: (Hafez.,

1993).

Tip | Sismis kuyruk, boya almamis bas (H+,E-)
Tip 1l Sismemis kuyruk, boya almamis bas (H-,E-)

Tip 11 Sismis kuyruk, boya almis bas (H+,E+)
Tip IV Sismemis kuyruk, boya almis bas (H-,E+)

Cizelge 2.2: HE test parametreleri
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Resim 2.2: Spermatozoonlarda HE-testinde gbzlenen sisme ve kivrilmalar

Tip I. Kuyruk sismis, bas boya almamig (H+/E-)
Tip II. Kuyruk sismemis, bas boya almamis (H-/E-)
Tip III. Kuyruk sismis, bas boya almig (H+/E+)
Tip IV. Kuyruk sismemis, bas boya almig (H-/E+)

2.5. DNA Hasarmin Tespit Edilmesi

DNA hasarimin tespit edilmesinde Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) yontemi
kullanildi. Comet assay olarak da bilinen bu yontem; farkli molekiil agirliklarina ve
elektrik yiikiine sahip DNA molekiillerinin alkali pH da elektriksel alanda gog
yapmalar1 temeline dayanir. Yorumlanmasi ise elde edilen DNAlarin goglerinin

goriintiilenmesine ve bu goriintiilerin degerlendirilmesine gore yapilmakta olup farkli

27



asamalardan olugsmaktadir (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 2003).

2.5.1.Spermanin Yikanmasi ve Hazirlamasi

37 °C’de 30 sn ¢ozdiiriiliip ependorf tiiplerine aktarilan dondurulus sperma payetleri
Ca*? ve Mg* bulunmayan fosfat buffer soliisyon (PBS) ile 1:1 oraninda sulandirilarak
10 dk boyunca santrifiij edilerek yikanmistir. Santrifiij edilen spermalardan
slipernatantlar uzaklastirilarak sperma tekrar sulandirildi ve santrifiij islemi bir kez daha
tekrarlanmustir. Siipernatant ayni sekilde tekrar uzaklastirilarak sperma ml’de 20x10°
olacak sekilde tekrar PBS ile sulandirildi (Fraser ve Strzezek, 2004; Nandre, 2007). PBS
igerisinde hazirlanmis % 0.75°lik diisiik kaynama derecesine sahip agaroz (low melting
agar, LMA) jelden 120 pl alinarak 6zel olarak traglanmig lamlar {izerine birakilarak froti
cekildi ve oda sicakliginda kurumaya birakildi. Sulandirilmis spermadan 5 pl alinarak
85 ul % 1 oraninda LMA jel ile 37 °C’de karistirilarak birinci agaroz kat lizerine
yayildiktan sonra lamel ile kapatilarak +4 °C’de bekletilmistir. Bekleme siiresinin
sonunda katilagsma gerceklesmistir. Katilasmayr takiben lameller dikkatlice lam

tizerinden alinarak slaytlar hazirlanmistir (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.5.2. Lizis

Lam iizerinde agaroz jele gdmiilen spermatozoonlarin slaytlar1 hazirlandiktan sonra,
lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100,
pH 10) dik sale igerisine dizilerek yaklasik olarak 1 saat siire ile +4 °C’de inkiibasyona
birakildi. Bu siireyi takiben lizis soliisyonunun igerisinde olan slaytlara 40 mM
dithioerithrol (DTT) eklendikten sonra slaytlar ayni siire ve sicaklikta 1 saat daha
inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra soliisyona 100 pg/ml proteinaz K ilave edilerek
slaytlar 37 °C’de bir gece boyunca inkiibasyona birakilmigtir (Hughes vd., 1997; Singh
vd., 2003).
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2.5.3. Slaytlarin Elektroforezi

Yapilan islemlerden sonra DNA’nin zincirlerinden ayrilmasi igin slaytlar yeni
hazirlanmis ve sogutulmus olan elektroforez soliisyonunda 20 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Agaroza gomiilii olan spermatozoonlarin elektroforez
soliisyonunda (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12.5) 20 dakikalik inkiibasyonu
tamamlandiktan sonra DNA’lar 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda ayni tampon
¢ozeltide 20 dakika boyunca uygulama yapildi (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).

2.5.4. Notralizasyon ve Boyama

Elektroforezde yapilan uygulama sonrasi alkali elektroforez soliisyonunu slaytlardan
uzaklastirmak igin slaytlar yeni hazirlanmis Tris tamponuyla (40 mM Tris HCI, pH 7.4)
yikanarak nétralizasyon saglanmistir (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003).
Notralizasyon islemi bittikten sonra slaytlar bir floresan boya ¢esidi olan ethidium

bromid (5 pg/ml) uygulanarak boyama islemi yapilmistir (Hu vd., 2008).

2.5.5. Slaytlarin Degerlendirilmesi

Slaytlara boyama islemi yapildiktan sonra iizerine lamel kapatilarak floresan 1sikl1 bir
mikroskopta (Olympus CX-31) 400’lik biiylitmede 100 adet DNA goriintiisi
degerlendirildi. Degerlendirme yontemi gorsel skorlama ile yapilmigtir. Olusan hasarin
derecesine gore DNA goriintiileri 5 alt kategoride skorlanmistir. Hasarsiz DNA’lar 0,
hasar olan DNA’lar ise hasarin derecesine gore 1 ila 4 arasinda skorlandirildi. Sonuglar

arbitrary unit (AU) olarak degerlendirildi (Collins, 2004).

2.6. Oksidatif Stres Analizleri
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Payetlerin ¢ozdiiriilmesinden sonra (37°C 30 saniye), sperma ornekleri PBS ile ii¢ kez
yikanarak, diliiandan ayrilmak i¢in sogutmali santrifiijde 800xg'de 20 dakika boyunca
santrifiij edildi. Ust sivi, daha sonra PBS ile 0,5 mL'ye tamamlandi. Ornekler
homojenizasyon i¢in buzlu falcon tiiplerine alindi. Antioksidan analizleri i¢in sperma
ornekleri 6nceden isleme tabi tutuldu. 0,5 gram numune, 50 mM potasyum dihidrojen
fosfat tamponuna (pH: 7) eklenerek buzlu ortamda 5 ml hacime tamamlandi
(Parimelazhagan ve Thangaraj., 2016). Ilk olarak, dokular mekanik bir homojenizator
(IKA-T18 Ultra Turrax) kullanilarak pargalandi ve elde edilen siispansiyon, ultrasonik
homojenizatérde (Bandelin Sonopuls; 20 kHz gii¢) ikinci bir homojenizasyon
isleminden gecirildi. Bu homojenat daha sonra, 5000 rpm'de 15 dakika boyunca
santriflij edildi. Malondialdehit diizeyleri, Draper ve Hadley (1990) tarafindan 6nerilen,
cift 1sitma yontemi olarak da bilinen kolorimetrik testle belirlendi ve daha Once
aciklandigr sekilde uygulandi. Temel olarak, MDA'nin tiyobarbiturik asitle reaksiyonu
ile 532 nm’de absorbans vermesine dayanir (Draper ve Hadley.,1990). 0.2 ml
stipernatant ve 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil siilfat karigimina, 1.5 ml %20 glasyal asetik
asit ve 1.5 ml %0.8 tiyobarbiturik asit eklendi. Daha sonra karistma 0.6 ml damitilmis
su eklendi. Karigim calkalanip ve 95°C'de 1 saat kaynatildi. Ardindan hizlica sogutuldu
ve tlplere 1 ml n-biitanol ve piridin (15:1, v/v) karisimi eklendi. Karisim tekrar
calkaland1 ve 4000 rpm'de 10 dk santrifiij edildi. Pembe renkli kismin 532 nm'deki
absorbansi Ol¢iildii. Rediikte glutatyon (GSH) diizeyleri, sperma orneklerinden Ellman
yontemi olarak da bilinen kolorimetrik testle belirlendi. Temel olarak, DTNB ile GSH
ve GSSG'nin katalitik reaksiyonuna dayanir (Hilf ve Hissin., 1976). 0.2 ml siipernatant
ve 3 ml ¢oktiiriicli ¢ozelti (300 ml damitilmis su i¢inde 5 g metafosforik asit, 1 g EDTA,
90 g NaCl c¢ozeltisi) karistirildi. Karisim normal filtre kagidindan gegirildi ve 2 ml
filtrata 8 ml fosfat tamponu (0.3 M Na:HPO4) eklendi. Karigima 0.5 ml DTNB ¢ozeltisi
(1% sodyum sitrat ¢ozeltisinde 40 mg DTNB) eklendi. Karisim ¢alkalandi ve 412 nm'de
absorbans 6l¢iildi. GSH miktarlart mg/dL biriminde hesaplandi. Total oksidan statii
(TOS) ve total antioksidan statii (TAS), kolorimetrik test kitleri (Relassay Diagnostics
LLC, Gaziantep, TR) kullanilarak belirlendi. TOS, biyolojik 6rneklerdeki oksidan
maddelerin toplam konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan bir nicel testtir. Oksitleyici
bilesikler tarafindan Fe**e indirgenen Fe*?nin oksidasyonu spektrofotometrik olarak

660 nm'de belirlendi. TAS ise antioksidan maddelerin toplam konsantrasyonunu l¢gmek
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icin kullanilan bir nicel testtir. Bu yontemde, kitteki oksitlenmis radikal 2,20-azino-bis-
(3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS), incelenen orneklerdeki antioksidan
bilesikler tarafindan indirgenirek renk degisiklikleri gozlemlenmistir. Standart
seyreltmeler, 6rnek alma ve inkiibasyon kitlerin kullanim kilavuzundaki talimatlara
uygun olarak gergeklestirildi. Oksidan ve antioksidan madde diizeyleri umol/L olarak
hesaplandi. Ayrica, oksidatif stres indeksi (OSI) OSI = [(TOS) / (TAS x 100)]
formiiliine gore hesaplandi (Esen vd., 2012).

2.7 istatistiksel Analiz

Yapilan calismada elde edilen motilite ve anormal spermatozoon oranlari, HE-test
parametreleri, DNA hasarlar1 ve oksidatif stres parametrelerinin istatistiksel agidan
analizi i¢in SPSS programinin 13.0 versiyonu kullanildi. « Elde edilen verilerin normal
dagilima sahip olup olmadigini test etmek amaciyla Shapiro Wilks testi kullanildi. p
degeri 0,05'ten kiiclik olan veriler normal dagilimdan sapma gosterdigi i¢in parametrik
olmayan Levene’s testi kullanildi. p degeri 0,05'ten biiyiik olan veriler normal dagilima

uydugu i¢in tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc Duncan testi kullanildi.
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3.BULGULAR

3.1. Dondurma-Cozdiirme Sonrasi1 Spermatolojik Parametreler

Cizelge 3.1: Dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreler (X = SEM, n:18)

CASA Parametreleri

Progressif .

- Nonprogressif Total VAP VSL VCL ALH BCF . 0 WOB
Gruplar Mgt/(')')'te Motilite (%)  Motilite (um/s) (um/s) (um/s) (um) (H2) LIN(e) — STR(O) e
Kontrol 26,79+1,54°  31,44+2,99  58,23+3.28" 44,4143,34> 35,53+3,50° 55,66+2,76° 1,92+0,07° 4,89+0,22° 53.874+3.44 66,15+2,62 74,77+2,03
25mM  44,04+3,79%  30,4244.30  76,13£3,73% 44,81+0,84° 35,184+0,81° 57,04+1,57° 2,04+0,09°° 5,26+0,05 54,98+1,76 68,15+1,10 75,08+1,19
5mM 48,23+545%  34,39+0,99  77,62+3,35% 46,21+2,14° 35,60+1,48° 59,97+2,59° 2.19+0,07° 5,38+0,16° 51,77+0,65 65,71+£0,45 72,9840,66
75mM  4536+4,18%  32.88+1,91  76,58+3,61* 45,05+0,83° 35,854+0,59° 59,86+1,71° 2.21+0,10° 5,59+0,14%® 53,87+1,78 68,50+1,07 72,92+1,50
10mM  46,16+2,40*°  30,4842,82  76,6542,47* 55,56+3,75% 46,41+4,00° 72,61£3,27° 2,46+0,05° 5,944+0,15% 54,67+2,51 70,22+1,81 71,77+1,69
a-d:  Herbir slitun igerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki a¢idan  Onemlidir (P < 0.05).
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Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢6ziim sonu elde edilen CASA parametrelerine ait
bulgular Cizelge 3.1°de verilmistir. Progresif ve total motilite degerlerine bakildiginda
en yliksek degerler sirasiyla 48,234+5,45 ve 77,62+3,35 ile 5 mM’lik grupta, en diisiik
degerler ise sirastyla 26,79+1,54 ve 58,234+3,28 ile kontrol grubunda belirlenmistir.
Calisma gruplarinda elde edilen degerlerin kontrol grubuna gore istatistiki olarak
(p<0.05) 6nemli bulundu. Nonprogresif motilite degerlerinde gruplarin kendi arasinda
ve kontrol grubuyla aralarinda istatistiki olarak (p>0.05) fark olmadigi bulundu. VAP,
VSL, VCL parametreleri igin en yiiksek degerler sirasiyla 55,56+3,75, 46,41+4,00,
72,614£3,27 ile 10 mM’lik grupta oldugu belirlenmis kontrol ve diger gruplar ile
arasindaki fark (p<0.05) 6nemli bulunmustur. VAP ve VCL igin en diisiik degerler
sirastyla 44,41+3,34; 55,66+2,76 ile kontrol grubunda, VSL i¢in en diisiik deger
35,18+0,81 ile 2,5 mM’lik grupta belirlenmistir. ALH ve BCF degerlerine bakildiginda
en yiiksek deger 10 mM’lik grupta sirasiyla 2,46+0,05; 5,94+0,15 olarak bulunmus ve
diger gruplar ve kontrol grubuyla farkin (p<0.05) 6nemli oldugu goriilmiistiir. LIN,
STR ve WOB degerlerinde gruplar arasinda ve kontrol grubuyla herhangi bir fark
(p>0.05) yoktur.
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3.2. Dondurma-Coézdiirme Sonras1 Anormal Spermatozoon Oranlari

Gruplara ait dondurulmus ¢ozdiiriilmiis payetlerin ¢oziim sonu elde edilen anormal

spermatozoon oranlari ile elde edilen bulgular Cizelge 3,2’de verilmistir. Anormal

spermatozoon oranlar1 degerlendirildiginde bas anomalilerinde grup i¢i ve kontrol

grubuna kiyasla herhangi bir fark (p>0,05) olmadig orta kisim anomalilerinde ise 7,5

ve 10 mM’lik gruplardaki diisiisiin (p<0,05) diger gruplar ve kontrol grubuna gore

onemli oldugu belirlendi. Kuyruk anomalilerine bakildiginda en diisiik degerin 2,5

mM’lik grupta bulundugu kontrol, 5 ve 7,5 mM’lik gruplarla arasinda fark olmamasina

(p>0,05) ragmen 10 mM’lik gruplar arasindaki farkin 6nemli (p<0,05) oldugu

belirlendi. Toplam anomalilere bakildiginda en yiiksek degerin kontrol grubunda en

diisiik degerin ise 7,5 mM’lik grupta belirlendigi ve farkin istatistiki olarak onemli

(p<0,05) oldugu belirlendi.

Cizelge 3.2: Dondurma-g¢ozdiirme sonrasi anormal spermatozoon oranlar1 ( X £ SEM,

n:18).
Anormal Spermatozoon Oram (%)

Gruplar Bas Orta Kuyruk Toplam
Kontrol 2,83+0,44 3,3340,58? 13,66+1,89% 19,83+2,232
2,5mM 3,41+0,62 3,00+0,182 10,50+0,40° 16,91+1,04%
5mM 2,50+0,63 3,41+0,752 11,16+1,22% 17,08+1,71%
7,5mM 2,33+0,40 1,58+0,30° 10,83+0,82% 14,75+0,94°
10mM 1,91+0,41 1,33+0,27° 14,41+1,06 17,66+0,74%®

a-b: Herbir siitun igerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan

o6nemlidir (P < 0.05).
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3.3. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 HE-Test Parametreleri

Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢oziim sonu elde edilen HE-Test Parametrelerine
ait bulgular Cizelge 3.3’te verilmistir. Spermatozoon membran biitiinliigli ve canliligin
degerlendirildigi HE testinde en diisiik membran biitiinliigii ve canliligin kontrol
grubunda oldugu en yiiksek degerin 47,33+2,56 ile 7,5 mM’lik grupta oldugu ve

aralarindaki farkin istatistiki olarak (p<0,05) 6nemli oldugu belirlendi.

Cizelge 3.3: Dondurma-¢ozdiirme sonrasi HE-test parametreleri ( X + SEM, n:18).

HE-Test(%0)

Gruplar H+/E- H-/E- H+/E+ H+/E+

Kontrol 35,00+3,15° 40,33+3,27 7,66+1,90 17,16+0,70?
2,5mM 42,66+2,30%® 43,00+2,63 6,33+1,28 7,16+0,74°
5mM 42,33+3,25% 42,50+3,84 8,00+1,15 7,16+0,47°
7,5mM 47,33+2,56% 42.3343,02 5,00+0,68 5,33+0,33¢
10mM 38,66+2,66° 46,50+2,62 5,83+0,54 9,00+0,512

a-c: Herbir siitun igerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan
o6nemlidir (P < 0.05). H+/E-: Kuyruk sismis, bas boya almamis, H-/E-: Kuyruk sismemis, bag
boya almamis, H+/E+: Kuyruk sismis, bas boya almis, H-/E+: Kuyruk sismemis, bas boya
almis

3.4. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Spermatozoon DNA Hasarlari

Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢6ziim sonu elde edilen DNA hasarlarina ait elde
edilen bulgular Cizelge 3.4.’de verilmistir. Dondurma ¢6zdiirme sonrasi spermatozoon
DNA hasar1 degerlendirildiginde en yiiksek tail lenght degeri 10 mM’lik en diisiik ise
2,5 mM’lik grupta belirlenmistir. 2,5; 5; 7,5 mM’lik gruplarda elde edilen degerler
kontrol grubuna gore istatistiki olarak Onemli (p<0,05) bulunmustur. Tail DNA
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degerlerine bakildiginda en yiiksek deger 39,534+0,40 ile kontrol grubunda, en diisiik
deger ise 34,68+0,85 ile 2,5 mM’lik grupta bulunmustur. Yine ayni1 parametrede ki
2,5; 5; 7,5 mM’lik gruplarda elde edilen degerler ile kontrol ve 10 mM’lik grup
arasindaki farkin istatistiki olarak onemli (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir. Tail
moment degerlerine bakildiginda en yiiksek deger 31,49+1,21 ile 10mM’lik grupta en
diisiik deger ise 24,64+0,53 ile SmM’lik grupta elde edilmistir. Tail moment
parametresindeki 2,5; 5; 7,5 mM’lik gruplarla kontrol ve 10mM’lik gruplar arasindaki

fark istatistiki olarak 6nemli (p<0,05) bulunmustur.

Cizelge 3.4: Dondurma-¢ozdiirme sonrasi DNA Hasarlari ( X = SEM, n:18)

Gruplar Tail lenght (um/s) Tail DNA (%) Tail Moment (um/s)
Kontrol 37,360,712 39,5340,40? 30,2240,59?
2,5mM 29,76+0,90° 34,6840,85° 24,95+0,82°
5mM 32,99+0,77° 36,31+0,37° 24,64+0,53P
7,5mM 34,34+0,89" 36,2340,84° 24,7840,94°
10mM 39,22+1,372 39,4440,282 31,49+1,212

a-b: Herbir siitun igerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan

snemlidir (P < 0.05).

3.5. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Oksidatif Stres Parametreleri

Gruplara ait dondurulmus payetlerin ¢6ziim sonu elde edilen oksidatif Stres
Parametrelerine ait bulgular Cizelge 3.5°de verilmistir. Oksidatif stres parametreleri
yoniinden degerlendirildiginde MDA’nin en yiiksek degeri 6,47+0,67 ile 10mM’lik
grupta bulunmus en diisiik degeri ise 4,84+0,54 ile SmM’lik grupta bulunmustur. 2,5
ve 5 mM’lik gruplarda belirlenen degerler 10 mM’lik gruba gore istatistiki olarak
onemli (p<0,05) derecede diisiik bulunmustur. GSH degerlerinde ise en yiiksek grup

36



0,39+0,00 ile SmM’lik grup olmus iken en diisiik deger ise 0,35+0,00 ile 10 mM’lik
grupta belirlenmistir. 10 mM’lik grupta belirlenen deger kontrol ve diger gruplara gore
istatistiki olarak farkli (p<0,05) bulunmustur. En yiiksek total antioksidan diizeyi
2,5mM’lik grupta 7,54+0,38 ile belirlenmisken en diisiik deger ise 4,85+0,26 ile
10mM’lik grupta bulunmustur. Elde ettigimiz en yiiksek deger ile kontrol ve SmM’lik
grup arasinda herhangi bir istatistiki fark (p>0,05) bulunamamais iken 7,5 ve 10 mM’lik
grup ile aralarindaki fark (p<0,05) Onemlidir. Total oksidan diizeyi
degerlendirildiginde ise en yiiksek deger 16,86+0,89 ile 10mM’lik grupta, en diisiik
deger ise 11,71£0,59 ile 2,5mM’lik grupta belirlenmistir. Total oksidan diizeyi ve
oksidatif stres indeksi yoniinden 10 mM’lik grubun kontrol ve diger gruplar ile

arasindaki farkin istatistiki olarak énemli (p<0,05) bulundugu tespit edildi.

Cizelge 3.5: Dondurma-¢ozdiirme sonrasi oksidatif stres parametreleri (X £ SEM, n:18).

Gruplar (m':]"g/';‘n ) (rﬁg’/gl) TAS TOS oSl
Kontrol 5,48+0,30% 0,38+0,00° 6,88+0,13% 12,71+0,74° 18,52+1,20°
2,5mM 5,16+0,44° 0,38+0,012 7,54+0,382 11,71+0,59° 15,78+1,23°
5mM 4,84+0,54° 0,39+0,00? 7,20+0,44% 11,74+0,36" 16,72+1,45°
7,5mM 5,64+0,44% 0,38+0,002 6,42+0,14° 12,50+2,15° 19,58+3,40°
10mM 6,47+0,67 0,35+0,00P 4,85+0,26° 16,86+0,89? 35,2842,65%

a-b: Herbir siitun icerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P <

0.05).
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4. TARTISMA

Kriyoprezervasyon islemi, spermatozoonda ¢ok fazla hasara neden olur ve bu da
¢ozdiirme sonrasi kalitenin en az %50 diismesine neden olur. Koyunlarda dondurulmus
sperma ile suni tohumlama halen istenilen basariy1 yakalayamamustir, ¢linkii koyunlarda
serviksin kivrimli yapisindan dolay: suni tohumlama pistolesi serviksi gecemez. Sonug
olarak, sperma vajinada veya serviksin giris kismina yakin bir yerde birakilir. Cozdiirme
sonrasi sperma motilitesi taze spermaya gore daha az oldugu icin servikse daha az
sayida spermatozoon penetre olur ve bu nedenle kaudal isthmusta optimum
spermatozoon deposu olusmaz. Bunun igin, yeterli sayida spermatozoonun uterusa
girmesi ve gebe kalma oraninin artmasi, ¢ozdiirme sonrasi ko¢ sperma kalitesinin

iyilestirilmesi i¢in her tiirlii ¢aba gosterilmektedir (Banday vd., 2017).

Spermatozoon membrani kriyoprezervasyon sirasinda baslica hasar bolgesidir. Bu hasar
kriyoprotektanlarla ekilibrasyon ve sogutma sirasinda meydana gelen hasar olarak ikiye
ayrilabilir (Hammerstedt vd., 1990). Gliserol gibi intraselliiler kriyoprotektif ajanlarin
yikksek yogunluklart (%5-15 v/v) pek ¢ok hayvan tiirlinde spermatozoon
kriyoprezervasyon ortaminda hemen her zaman bulundugundan spermatozoonun bu
ortamlarla ekilibrasyon siireci hiicre hacminde biiylik degisikliklere neden olabilir
(Fuller vd., 2004). Yani kriyoprotektif ajan iceren ortama maruz kaldiginda
spermatozoon oOnce kiiciilir ve yavas yavas yeniden siser. Spermatozoon hiicreleri
ozellikle osmotik olarak indiiklenen hacim degisikliklerine karsi son derece hassastir.
Bu degisiklikler membran biitiinliigii, motilite ve akrozom biitiinligiiniin kayb1 gibi
hasarlarla sonuglanabilir (Oldenhof vd., 2013). Kriyoprotektanlarla ekilibrasyon
sonrasinda sperma sogutulur. Bu durum plazma membraninda siklikla goriilen bagka bir
hasar kaynagidir (Holt ve North., 1994). Oncelikle dondurma ¢dzdiirme islemi
intraselliiler ~ kriyoprotektanlar ve  diger ortam bilesenlerin  ekstraselliiler
konsantrasyonlarinda biiyiik degisikliklere neden olur. Bu dondurma ¢6zdiirme kaynakl
osmolaritede ki degisiklik ve buna bagli olarak osmos hiicre hacminde dramatik
degisikliklere neden olabilir ve bdylece hiicre membranlari iizerinde onemli mekanik

stres olusturabilir (Noilesvd., 1995).
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Ortamdaki iyonik bilesenlerin donma konsantrasyonunun hasarin temel bir kaynagi
oldugu diistiniilmektedir ve bu hasar, gecici olarak sifirin altindaki sicakliklarda géreceli
iyonik konsantrasyonlari azaltan geg¢irgen (Orn. gliserol veya etilen glikol) veya
gecirgen olmayan kriyoprotektanlar (6rn. sakaroz, rafinoz veya trehaloz) gibi ana
noniyonik ortam bilesenleri tarafindan bazi sekillerde hafifletilir (Lovelock., 1953).
Ekstraselliiler buzun yoklugunda ve buna bagl biiyiik osmotik gradyanlarin olugsmadigi
durumlarda bile, sogutma nedeniyle meydana gelen faz gegisleri plazma membraninin
yapisini degistirir (Sieme vd.,2015). Aslinda, spermatozoonlardaki kriyohasarlarinin
¢ogu, plazma membraninin yapisal stabilitesi ile iliskilidir ve bu nedenle plazma
membraninin bilesimi ile baglantilidir (De Leeuw vd., 1993). Ornegin, baz1 fosfolipitler
membran esnekligini artirirken, Kkolesterol stabilite saglar ve spermatozoonun
kriyohasarina karsi direncini artirir (Dufourc., 2008). Diisiik kolesterol-fosfolipit
oranina sahip, asimetrik kolesterol dagilimma sahip membranlar daha savunmasiz
goriinmektedir. Ayrica, membran fosfolipitlerinin yanit hareketi genellikle 5 °C'nin
altindaki sicakliklarda kisitlanir ve bu sonunda akiskan fazdan jel fazina gecisi saglar.
Bu fenomenin bir sonucu olarak, membran lipitleri yeniden yapilandirilir, bazi
kolesterol molekiilleri salinir ve plazma membranindaki bir¢ok integral protein, drnegin
iyon kanallari, islevsiz hale getirilemez bir sekilde kiimelenir (Vadnaisve Althouse.,
2011; Yeste., 2016). Tim bu degisiklikler, membranin istikrarinin bozulmasina ve
segici gegirgenliginin kaybima yol acarak, Ca?" ve bikarbonat gibi iyonlarn hiicre dist
alandan akisini artirarak spermatozoonun kapasitasyonuna sebep olabilen dondurulmus

saklama sirasinda meydana gelen membran hasarina neden olur (Watson., 2000).

Spermatozoon, kriyoprezervasyon sirasinda biiyiik miktarda reaktif oksijen tiirleri
(ROS) iiretiminden dolay1 lipit peroksidasyonuna yatkin olan ¢oklu doymamis yag
asitlerini (PUFA) yiiksek oranda igerir (Hezavehei vd., 2018). Sperma ve seminal
plazmada bulunan siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) gibi ¢esitli intrinsik antioksidan koruyucu sistemlerle
ve metiyonin, C vitamini (askorbik asit) ve E vitamini (a-tokoferol) gibi enzimatik
olmayan antioksidanlarla oksidatif strese karsi tepki gosterirler (Amidi vd., 2016).
Bununla birlikte, mevcut antioksidan sistemlerin kapasitesi genellikle yeterli degildir ve

etkinlikleri, kriyoprezervasyon islemi sirasinda sulandirma veya sogutma ile daha da
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azalabilir, bu da endojen antioksidan savunma sistemini zayiflatir. Bu nedenle
antioksidanlar kriyoprezervasyon stratejisi olarak, ROS'un spermatozoon tizerindeki

zararl etkisini azaltmak i¢in kullanilirlar (Amidi vd., 2016).

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak iki ana katagoriye ayrilir, her
ikisi de soguktan koruma siirecini iyilestirmek ve kriyohasar1 azaltmak i¢in etkili
stratejiler olarak o6nemlidir (Amidi vd., 2016). Amino asitler, seminal plazmada
bulunurlar ve antioksidan Ozelliklere sahip olmalari nedeniyle enzimatik olmayan
stiptiriicliler olarak sayilirlar. Hipotaurin, glutamin, sistein, taurin, histidin, prolin ve
glicin gibi ¢esitli amino asitler, kog spermasinin DNA hasarin1 azaltmak ve cesitli

dondurma ve ¢6zdiirme sonrasi parametrelerini artirmak i¢in kullanilmistir (Bucak vd.,

2009).

Arbutinin farkli kimyasal ve hiicre bazli antioksidan deneylerinde kullanildiginda
onemli antioksidan aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Takebayashi vd., 2010).
Bitki stres toleransindaki arbutinin olas1 bir fonksiyonu, kismen veya tamamen dehidre
olmus, kurutulmus veya donmus yapraklardaki membran bozulmasini inhibe etmek
olabilir (Aboagla ve Maeda.,2011). Arbutin; asir1 diisiik sicakliklara veya uzun siireli
kurakliga dayanabilen bitki taksonlarinda mevcut oldugundan, arbutinin ¢evresel strese

kars1 direngte 6nemli bir rol oynadig diisiiniilmektedir (Lukas vd.,2010).

Arbutinin dondurma ¢6zdiirme islemi sirasinda spermatozoonu nasil bir mekanizmayla
korudugu kesin olarak agikliga kavusturulmamistir. Ancak suni tohumlama igin,
spermatozoonun donma sirasinda biiyiik bir oranda hiicre i¢i su kaybina dayanabilecek
sekilde olmast  Onemlidir.  Kriyoprotektanlarin  koruyucu etkilerinin, tuz
konsantrasyonlarinin azaltilmast ve belki de hem donmamis su fraksiyonunun
arttirllmast hem de su kanallarimin boyutunun arttirilmasi ile iligkili oldugu
diistiniilmektedir (Mazur ve Rigopoulos., 1983). Bu bilgilerin 1s18inda ve Aboagla ve
Maeda (2011) ‘nin kegi spermasi iizerinde yaptigi c¢alismada ki yararli etkisine
dayanarak arbutinin ko¢ spermasmin dondurulmasi iizerine antioksidan olarak
kullanilmast bu ¢alismanin hipotezini olusturmustur. Calismamiz ko¢ spermasina

arbutin katilan ilk ¢aligmadir. Hipotez ¢alismasina dayanarak ilk etapta ayni dozlarda
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arbutin ilave etmemize ragmen sperma dondurulamadigi igin dozu Yyeniden

diizenleyerek diistirdiik ve tekrar denedik.

Koglar iizerinde yaptigimiz bu tez calismasinda 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM
arbutin ilave edilen gruplarda sirasiyla kontrol grubuna kiyasla motilite oraninda daha
yiikksek sonuglar bulduk. Aboagla ve Maeda (2011), kegiler {izerinde yaptiklari
calismada 0.1M, 0.2 M, 0.3 M, 0.4 M arbutin i¢eren gruplarin motilitelerini kontrol
grubuna gore daha yiliksek bulmuslardir. Sonuglar yapmis oldugumuz calismayla
paralellik gosterse de iki calisma arasindaki farkin Oncelikle kullanilan dozlardan
kaynaklandig1 ayrica tiir farkinin da 6nemli oldugunu diisiiniiyoruz. Yeni vd. (2022) kog
spermasina 10, 50, 100, 250 ve 500 pg/ml hesperidin ekledikleri ¢alismada en yiiksek
toplam motilite sonuglart 10 pg/ml’de ve 50 pg/ml’de belirlemislerdir. Buna ragmen
sperma sulandiricisina eklenen hesperidin dozlarinin kontrol grubuna kiyasla progresif
motilite lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir Kkoruyucu etkisinin olmadigini
belirlemislerdir. Ek olarak, 500 pug/ml dozunun sonucunu motilite iizerinde olumsuz bir
etkisi oldugunu tespit etmislerdir. Yaptiklar1 calismada ki sonuglar bizim ¢alismamiza
gore diisiik oranda bulunmustur. ki ¢alisma arasindaki farkin kullanilan antioksidan
maddeden, antioksidan maddenin miktarindan kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.
Inang vd. (2022) kog spermasina timokinon kattiklar1 ¢alismalarinda, 100 pg/ml’lik
grubun kontrol ve 10 pg/ml’lik gruba kiyasla daha yiiksek progresif motilite ve total
motilite degerlerine sahip oldugunu belirlemislerdir. 10 pg/ml’lik grubun diginda
timokinonun, kontrol grubuna kiyasla 25 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml’lik tedavi
gruplarindaki 6rneklerin motilite 6zelliklerini iyilestirdigini belirlemislerdir. Kontrol
grubunun diger gruplara gore diisiik sonu¢ vermesi ¢alismamizla paralellik
gostermesine ragmen bulunan sonuglar calismamizda elde edilen sonuglardan daha
diisiiktiir. Iki calismanin sonuclar agisindan paralellik gdstermemesinin sebebi diger
calismalarla benzer sekilde kullanilan antioksidan madde ve antioksidan maddenin
dozunun farkli olmasindan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Laoung-On vd. (2022),
bogalar tizerinde yaptiklari ¢caligmada N. nucifera ekstraktlarinda kuersetin, gallik asit,
katesin ve p -hidroksibenzoik asit eklemislerdir. Spermaya N. nucifera ekledikleri
calismada in vitro modelde spermatozoon motilitesini etkili bir sekilde artirdigini tespit

etmislerdir. Hussaini vd. (2017), tertbiitil hidrokinon (tBHQ) kullanarak bogalar
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tizerinde yaptiklart caligmada tim gruplar arasinda 5 pM’lilk grupta toplam
spermatozoon motilitesini kontrol grubuna kiyasla 6nemli olgiide daha yiiksek olarak

bulmuslardir.

Cozim sonrasi spermatozoon motilitesinde gozlenen farkliliga yetistirme sartlari, yas,
bakim, besleme, sperma alma metodu, 1rk, tiir, mevsim gibi birgok temel faktorler etki
edebilecegi gibi dondurma isleminde kullanilan Sperma sulandiricilarina katilan
antioksidanlarin miktar ve igerikleri, spermanin sulandirilmasinda ve dondurulmasinda
kullanilan tekniklerden ¢6ziim siiresi ve sicakligindaki degisimlerden ve analizi yapan

kisi gibi faktorlerin yaninda sperma alma metodunun da rolii olabilir.

CASA motilitesi agisindan kontrol grubuna gore arbutin katilmis gruplardaki fark
onemli (p<0,05) bulundu. VAP degerleri bakimindan en diisiik deger kontrol grubunda
belirlendi fakat sadece 10 mM’lik arbutin iceren grupla arasinda anlamli bir fark
(p<0,05) belirlenmistir. VSL degerleri i¢in en diisiik deger 2,5 mM’lik grupta bulundu
ve 10 mM’lik arbutin i¢eren grupla arasinda anlamli bir fark (p<0,05) belirlenmistir.
VCL degerleri i¢in kontrol grubu diger arbutin igeren gruplara gore diisilk bulunmustur
ancak sadece 10 mM’lik arbutin igeren grupla arasinda anlamli bir fark (p<0,05)
belirlenmistir. ALH ve BCF degerlerine bakildiginda en yiiksek deger 10 mM’lik grupta
bulunmus ve diger gruplar ve kontrol grubuyla farkin (p<0.05) 6nemli oldugu
goriilmistiir. Hussaini vd. (2017), tertbiitil hidrokinon (tBHQ) kullanarak bogalar
tizerinde yaptiklar ¢alismada VSL degerini kontrol grubuna kiyasla 5 uM’lik grubu
onemli Ol¢iide daha diisiik bulmuslardir. LIN ve STR degerleri igin kontrol grubu ve
2,5 uM’lik gruplara gore 5 uM tertbiitil hidrokinon ilave ettikleri grupta daha diisiik
sonug elde etmislerdir. inang vd. (2022) kog spermasina farkli dozajlarda timokinon
uyguladiklar1 ¢aligmada en yiiksek VCL ve ALH degerlerinin 100 pg/ml ‘hik grupta
oldugunu belirlemislerdir. Coyan vd. (2011), Merinos koclarinin spermalarina farklh
oranlarda sistein ve ergotiyoninin ekledikleri ¢alismada, kontrol grubuna gore 2 ve 4
mM'lik ergotiyonin ilavesinin, VSL ve VCL yiizdelerini arttirdigin tespit etmislerdir.
Ug farkli dozda uygulanan ergotionin, kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek VAP degeri

belirlemislerdir.
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S6z konusu degerlere iligkin bulgular ile diger aragtirmacilarin bildirdigi veriler arasinda
goriilen farkliliklar spermanin sulandirilmast ve dondurulmasinda kullanilan teknik ve
yontemlerin degisik olmasina, ¢oziim siiresi ve sicakligindaki farkliliklara, analizi yapan
gorevli veya makinaya bagli olarak olusmus olabilir. Bu cihazlarda kullanilan
yazilimlarin (SCA, Hamilton Thorne gibi) farkli kinetik parametre degerlerinin

bulunmasi farkli sonuglar ¢ikmasindaki en 6nemli etkenlerden biridir.

Orta ksim anomalilerinde 7,5 ve 10 mM’lik gruplardaki diistisiin diger gruplar ve
kontrol grubuna gore 6nemli (p<0,05) oldugu tespit edildi. Kuyruk anomalilerinde ise
en disiik degerin 2,5 mM’lik grupta bulundugu 10 mM’lik grupla arasindaki farkin
o6nemli (p<0,05) oldugu ve toplam anomalilere bakildiginda en yiiksek degerin kontrol
grubunda en diisiik degerin ise 7,5 mM’lik grupta belirlendigi ve farkin istatistiki olarak

onemli (p<0,05) oldugu belirlendi.

Giindogan vd. (2021) kog¢ spermasina farkli dozlarda kafeik asit fenil ester ilave ederek
yaptiklar1 ¢alismada orta kisim anomalileri ile toplam anormal spermatozoon orani
bakimindan kontrol grubuna goére 100 pg/ml kafeik asit fenil ester iceren gruptaki ve
kuyruk kismindaki anomaliler agisindan 50 ve 100 pg/ml kafeik asit fenil ester igeren
gruplardaki azalmay: onemli bulmuslardir. Yaptigimiz ¢alisma kuyruk kismindaki
anomaliler agisindan bu calismayla paralellik gostermektedir. Santos vd. (2022),
tetrafenilfosfonyum (TPP+) ile konjugasyon yoluyla hidroksibenzoik asitlerden
sentezlenen mitokondri hedefli bir antioksidan (AntiOXxBEN2) gelistirip boga
spermasinda  kullanmislardir. AntiOXxBEN2’nin boga spermatozoonunda yapisal

anormalliklere neden olmadigini belirlemisledir.

Yapilan ¢aligsmalarda elde edilen anormal spermatozoa oranlar ile diger calismalarda
elde edilen oranlar arasinda goriilen farkliliklar koglarin genotipik ve 1rksal
farkliliklarindan, g¢alismanin sezon i¢i veya sezon disinda gergeklestirilmesinden,
sperma alma metodu gibi faktorler, sperma sulandiricisinin igerigi, sulandiricida
kullanilan yumurta sarisinin orani, sulandiricilardaki antioksidanlar, dondurma ve
¢cozdiirme prosediirleri, degerlendirmede kullanilan teknikler ve muayeneyi yapan
kisiler arasindaki farkliliklar gibi nedenlerden kaynaklanmis olabilir. Bunun yani sira
tiirler arasindaki hiicre membranlarinda bulunan degisik orandaki kolesterol fosfolipit

oraninin ¢0zlim sonu parametreler iizerine direkt etkisi oldugu diistiniilmektedir.
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Kolesterol fosfolipit oranindaki degisim doymamis yag asit oranini etkiledigi i¢in soguk

sokuna kars1 direngde degismektedir.

H+/E- degeri agisindan kontrol grubuna gére 7,5 mM’lik grupta gbzlenen artis 6nemli
(p<0,05) bulunmustur. H-/E-, H+/E+ degerleri agisindan ise kontrol ve diger gruplar
arasinda anlamli bir fark (p>0,05) bulunamamistir. H+/E+ degerleri agisindan ise 7,5
mM’lik grupta ki azalis anlamli (p<0,05) bulunmustur. Aboagla vd. (2011) yaptiklar1
calismada 0,4 M arbutin eklenen grubun membran biitlinliiglinii 0,1 ve 0,2 M arbutin
eklenen gruba gore daha yiliksek bulmuslardir. Arbutinin bir fosfolipaz inhibitorii olarak
islev gormesi arbutinin bilinen bir fosfolipaz A inhibitoriine yapisal benzerligine
dayalidir (Oliver vd.,1996). Arbutin, bir antioksidan olarak bilindiginden ve ayrica
cogunlukla dehidrate sistemlerde fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesini inhibe ettigi i¢in
kuru haldeyken membran bilesenlerinin korunmasina katkida bulunabilir. Fosfolipaz A2
(PLA2) aktivitesinin inhibe edilmesi dnemlidir ¢ilinkii PLA2, bir dizi biyolojik siirecte
onemli rol oynayan lipid mediatorlerin iiretimini kontrol eder. Bu lipid mediatorler
arasinda prostaglandinler, 10kotrienler, pihtilasma aktivasyon faktori (PAF) ve
lizofosfolipitler bulunur. Bu nedenle, PLAZ2 aktivitesinin inhibe edilmesi, inflamasyon
kontrolii, ndroproteksiyon, kardiyovaskiiler saglik ve immiinolojik siireglerin
diizenlenmesi gibi bircok durumda énemlidir. PLA2 inhibitorleri, bu etkileri elde etmek

icin potansiyel bir terap6tik yaklasim olabilir(Oliver vd., 2001).

Dondurma ¢odzdiirme sonrasi spermatozoon DNA hasar1 degerlendirildiginde 2,5; 5;
7,5 mM’lik gruplarda elde edilen degerler kontrol grubuna gore istatistiki olarak
onemli (p<0,05) bulunmustur. Tail DNA degerlerine bakildiginda 2,5; 5; 7,5 mM’lik
grularda elde edilen degerler ile kontrol ve 10 mM’lik grup arasidaki farkin istatistiki
olarak 6nemli (p<0,05) oldugu gozlemlenmistir. Tail moment parametresindeki 2,5; 5;
7,5 mM’lik gruplarla kontrol ve 10mM’lik gruplar arasindaki fark istatistiki olarak
onemli (p<0,05) bulunmustur. Inan¢ vd. (2022) ko¢ spermasma farkli dozlarda
timokinon uyguladiklar1 ¢aligmada kontrol grubuna kiyasla 50 pg/ml ve 100 pg/ml’lik
gruplarda Tail lenght ve Tail DNA ac¢isindan DNA hasarina karsi timokinonun énemli
koruma etkilerine sahip oldugunu tespit etmislerdir. Trivedi vd. (2011) testikiiler
toksisite modelinde farkli dozajlarda hesperidin uyguladiklari ratlarda Tail lenght, Tail
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moment ve Tail DNA f{izerinde hesperidinin koruyucu bir etkiye sahip oldugunu

belirlemiglerdir.

Coziim sonrast DNA hasarinda gozlenen farkliliklar arasinda koglarin genotipik ve
wrksal farkliliklarindan, mevsim ve sperma alma metodu gibi faktorlerin yani sira
sperma sulandiricilarina  katilan  antioksidanlarin  farklt  olmasi, spermanin
sulandirilmasinda ve dondurulmasinda kullanilan tekniklerin farkliligi ¢6ziim siiresi ve

sicakligindaki degisimler gibi etkenlerin de rolii olabilir.

Oksidatif stres yoniinden MDA parametresi i¢in 2,5 ve 5 mM’lik gruplarda belirlenen
degerler 10 mM’lik gruba gore istatistiki olarak onemli (p<0,05) derecede diisiik
bulunmustur. GSH parametresinde ise 10 mM’lik grupta belirlenen deger kontrol ve
diger gruplara gore istatistiki olarak farkli (p<0,05) bulunmustur. En yiiksek total
antioksidan diizeyi 2,5mM’lik grup ile 7,5 ve 10 mM’lik grup arasindaki fark (p<0,05)
onemli bulunmustur. Total oksidan diizeyi ve oksidatif stres indeksi yoniinden 10
mM’lik grubun kontrol ve diger gruplar ile arasindaki farkin istatistiki olarak énemli
(p<0,05) bulundugu tespit edildi. Redoks tablosuna gore, yalnizca 10 mM
konsantrasyonda arbutin oksidatif stres parametrelerinde degisikliklere neden
oldugunu gostermektedir. Arbutin'in daha diisiik konsantrasyonlarinda ise redoks
dengesinde herhangi bir degisiklik olmamigtir. Arbutinin 10 mM konsantrasyon
altinda kullanilmasi, lipid peroksidasyonuna neden olmamasi ve genel redoks
dengesinin oksidanlar lehine bozulmamasi nedeniyle, bu antioksidanin sulandirma
ortaminda kullanimimni engellememektedir. Ancak, in vitro antioksidan 6zellikleriyle
taninan arbutin, bu c¢alismada hiicresel diizeyde etkilerini arastirirken metabolik
stireclere dahil olmamasi nedeniyle bilinen antioksidan 6zelligini kanitlayamamis
olabilir. Giindogan vd. (2021) ko¢ spermasina 10 pg/ml, 50 pg/ml, 100 pg/ml kafeik
asit fenil ester uyguladiklar1 ¢alismada total antioksidan diizeyleri bakimindan kontrol
grubuna gore 10 ve 100 pg/ml kafeik asit fenil ester igeren gruplardaki artisin
istatistiki olarak O6nemli oldugunu rapor etmistir. Santos vd. (2022),
tetrafenilfosfonyum (TPP+) ile konjugasyon yoluyla hidroksibenzoik asitlerden
tiiretilen mitokondri hedefli bir antioksidan (AntiOxBEN?2) gelistirip boga spermasinda
kullandiklar1 ¢alismada 1 ve 10 uM konsantrasyonda AntiOXBEN2 ekledikleri boga
spermasinda kontrol grubuna kiyasla diger gruplarda AntiOxBEN2’nin hiicre igi
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oksidatif stresi azalttigini belirlemislerdir. He vd. (2020), yaban domuzu spermalari in
vitro olarak cesitli oranlarda rosmarinik asit ilave edilmesinin spermatozoonda MDA
olusumunu oOnemli Ol¢lide azalttigin1 belirlemislerdir. Kontrol grubundaki MDA
diizeyi, 75 ve 100 uM rosmarinik asit ilave edilmis deney gruplarina gére daha yiiksek
oldugu sonucuna ulagsmislardir. Lufio vd. (2015), domuzlar iizerinde yaptiklari
calismada dondurma sirasinda sulandiriciya rosmarinik asit eklenmesinin, ¢ozdiirme
sonrast  spermatozoonda MDA olusumunda Onemli bir azalma oldugunu
belirlemislerdir. 105 uM rosmarinik asit ilave edilmis deney grubuna kiyasla kontrol
grubundaki MDA diizeyini daha yiiksek bulmuslardir. Rasool vd. (2021) ratlar
tizerinde yapmis olduklari ¢alismada MDA diizeyleri, 10 mg/ml'de etilen oksit alan
grubu kontrol grubuna gére 6nemli 6l¢iide yiiksek olarak rapor etmislerdir bu da etilen
oksit ile tedavi edilen ratlarda hafifletilmis oksidatif stresi gostermektedir. Bununla
birlikte, etilen oksit alan ratlara 200 mg/kg ve 400 mg/kg’lik kizlcik ekstresi verilen
gruplarda bulunan MDA sonuglar1 etilen oksit verilen ratlarda kizilcik ekstresinin
iyilestirici etkilerini gosterir. Benzer sekilde, etilen oksit ve 200 mg/kg kizlcik ekstresi
verilen grupta enzimatik antioksidanlarda ve intraseliiler antioksidan aktivitede diisiis
rapor etmislerdir ve bu, etilen oksit ile tedavi edilen ratlarda degismis bir antioksidan
yanitina isaret etmektedir. Yeni vd. (2020) ko¢ spermasina 1 mM Trolox ve 50 mM
Taurin ekledikleri ¢aligmada antioksidan 6zellikte olan trolox ve taurinin ¢dziim sonu
oksidatif stres diizeyinde anlamli sekilde etki gosterdigini, taurinin 50 mM eklendigi
grupta en yiiksek koruyuculu sagladig tespit edilmistir. Martins vd. (2023), yaptiklari
calismanin Comet testi sonuglarinda metil ve biitil parabenler ile tedavinin enzimatik

antioksidanlarin aktivitesini artirdigini belirlemislerdir.

Coziim sonras1 oksidatif stres parametrelerinde literatiir bilgileri ile aralarinda
gozlenen farkliliklar koclarin antioksidan kapasitelerinin farkli olusuna genotipik ve
rksal farkliliklara, sperma sulandiricisinin igeriginden, sulandiricida kullanilan degisik
miktarlardaki  antioksidan  oranlarindan, spermanin  sulandirilmasinda  ve
dondurulmasinda kullanilan tekniklerdeki farkliliklara, ¢oziim siiresi ve sicakligindaki
degisimlere, analizin yapildig1 yontem ve analizi yapan kisi gibi faktorlere bagl olarak
da meydana gelmis olabilir. Ayrica, redoks sisteminin genel durumunun
degerlendirildigi ¢alismamizin, enzimatik sistem elemanlarinin analizi daha ileride

yapilacak ¢alismalarla agikliga kavusturulacaktir.
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5.SONUC

Sonug olarak daha once gii¢lii bir antioksidan olarak tespit edilmis arbutin bu ¢alismada
da motiliteyi artirmig, anormal spermatozoon oranini azaltmig, plazma membran
biitiinliiglini artirmisg, oksidatif stres ve DNA hasarii azalttig1 belirlenmistir. Bu gibi
yararli etkilerinden dolayr sperma kriyoprezervasyonu ig¢in arbutinin sperma
sulandiricisina katilabilecek bir antioksidan oldugu kanaatine varilmistir fakat bu alanda

yapilmis yeterli bilgiye olmamasi nedeniyle daha kapsamli aragtirmalar yapilmalidir.
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