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ÖZET 

 

KOÇ SPERMASININ DONDURULMASI ÜZERİNE  

ARBUTİN’İN ETKİSİ 

Sunulan bu çalışma, dondurma çözdürme sonrası sperma sulandırıcısına ilave edilen bir 

antioksidan olan arbutinin spermatolojik, CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), 

oksidatif stres parametreleri ve DNA hasarı üzerine etkilerinin belirlenmesi amacıyla 

yapıldı. Afyonkarahisar koşullarında yetiştirilen Sönmez ırkına ait toplam 3 baş koçtan 

alınan spermalar birleştirilip 5 eşit hacme bölünerek kontrol başta olmak üzere farklı 

miktarlarda arbutin içeren Tris bazlı sulandırıcılar ile sulandırıldı. Sulandırılan örnekler 

0,25 ml’lik payetlerde 5 °C’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra sıvı azot 

buharında donduruldu. Daha sonra sperma örnekleri inceleme gününe kadar sıvı azot 

tankında (-196°C)  depolandı.  

Çözdürülen spermalarda subjektif motilite ve CASA motilitesi açısından 2,5 mM 

arbutin içeren grup hem kontrol hem de diğer gruplara göre belirgin bir üstünlük 

sağladığı gözlenmiştir. VAP, VSL, VCL, ALH ve BCF parametreleri açısından en 

yüksek değerler 10 mM arbutin içeren grupta tespit edildi. Anormal spermatozoon orta 

kısım anomalilerinde ise 7,5 mM ve 10 mM’lık  gruplardaki azalmanın diğer gruplar ve 

kontrol grubuna göre önemli (p<0,05) olduğu belirlendi. Kuyruk anomalilerine 

bakıldığında en düşük değer 2,5 mM’lık grupta bulundu ve 10 mM’lık  grupla 

arasındaki farkın önemli (p<0,05) olduğu belirlendi. Spermatozoon HE test 

parametrelerinden en düşük membran bütünlüğü ve canlılığın (H+,E-) kontrol grubunda 

olduğu en yüksek değerin 7,5 mM’lık grupta olduğu ve aralarındaki farkın istatistiki 

olarak (p<0,05) önemli olduğu belirlendi. DNA hasarı 2,5; 5; 7,5 mM’lık gruplarda elde 

edilen değerler kontrol grubuna göre istatistiki olarak önemli (p<0,05) bulunmuştur. 

Oksidatif stres parametrelerinden MDA’nın 2,5 ve 5 mM’lık gruplarda belirlenen 

değerler 10 mM’lık gruba göre istatistiki olarak önemli (p<0,05) derecede düşük 

bulunmuştur. GSH parametresinde ise 10 mM’lık grupta belirlenen değer kontrol ve 

diğer gruplara göre istatistiki olarak farklı (p<0,05) bulunmuştur.  Total antioksidan 

düzeyinde elde ettiğimiz en yüksek değer ile 7,5 ve 10 mM’lık grup ile aralarındaki fark 

(p<0,05) önemlidir. Total oksidan düzeyi ve oksidatif stres indeksi yönünden 10 mM’lık 

grubun kontrol ve diğer gruplar ile arasındaki farkın istatistiki olarak önemli (p<0,05) 

bulunduğu tespit edildi. 

 

Sonuç olarak koç spermasının dondurulmasında antioksidan olarak kullanılan arbutinin 

motilite, CASA parametreleri, anormal spermatozoon oranı, membran bütünlüğü, 

oksidatif stres ve DNA hasarı üzerinde olumlu etkiler yarattığı anlaşılmış, ancak 

etkisinin daha geniş hayvan materyali kullanılarak dölverimi sonuçları ile birlikte 

değerlendirilmesinin yararlı olacağı kanısına varılmıştır.  

 

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, arbutin, koç, kriyoprezervasyon, sperma 
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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 Sönmez 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.GİRİŞ  

 

Koyunlar (Ovis aries) Ruminantia alt takımındaki Bovidae familyasına dâhildir. İlk 

evcilleştirilen hayvanlar arasında olan koyunların etinden, sütünden ve yününden 

faydalanılmaktadır. Verimleri ve besleme avantajları bakımından yurdumuz 

hayvancılığı için kritik bir öneme sahiptir (Uluyol, 2018). TÜİK verilerine göre 

ülkemizde küçükbaş hayvan sayısı 2022'de bir önceki yıla göre yüzde 2,2 azalarak 56 

milyon 266 bin olarak geriledi. Koyun sayısı ise bu dönemde yüzde 1,1 gerileyerek 44 

milyon 688 bin, keçi sayısı ise yüzde 6,2 gerileyerek 11 milyon 578 bin baş olarak 

bildirilmiştir (TÜİK Hayvansal Üretim İstatistikleri 2022). Ülkemizdeki koyun 

popülasyonunun hayvancılık sektöründe kritik bir yerde olması, yeterli verime sahip 

olmayanların ıslah edilmesini ve verimlerinin yükseltilmesini mecbur kılmıştır. Bunu 

yapmanın en önemli yolu, yüksek verim özelliklerine sahip ve sağlık durumları iyi olan 

erkek hayvanların spermalarını sulandırarak sperma miktarını artırmak, bu uygulama ile 

bir erkek hayvandan suni tohumlama yapılacak dişi hayvan sayısını arttırmaktır. Bu 

alanda ki en uygulanabilir protokol koç spermasının dondurularak saklanması ve suni 

tohumlama uygulamalarında kullanılmasıdır. Bu protokolün uygulanabilmesi ise koç 

spermasının düzgün bir şekilde dondurulmasına,  suni tohumlama uygulamasında 

kullanıldıktan sonra döl veriminde ortaya çıkan problemlerin ortadan kaldırılmasına 

bağlıdır (Lv vd., 2019; Yavaş, 2008; Vozaf vd.,2022).  

Kriyobiyoloji, multidisipliner bir bilim dalıdır ve canlı materyallerin (hücreler, dokular 

vb.) düşük sıcaklıklardaki fiziksel ve biyolojik davranışlarını inceler. Bu disiplin, 

hücresel biyoloji, teriogenoloji, moleküler biyoloji, mühendislik, matematik, veteriner 

hekimlik, beşerî hekimlik ve karada ve sulu ortamlarda yoğun ve kapsamlı tarım gibi 

birçok alana yayılır. Spermatozoon hücrelerinin kriyoprezervasyon prosedürlerinin 

optimizasyonu, spermatozoon hücresinin karmaşık hücresel yapısı, aktivasyon ve 

kapasitasyon mekanizmaları nedeniyle yukarıdaki tüm disiplinleri içerir (Öztürk vd., 

2019).  

Suni tohumlama, fertiliteyi ve yüksek genetik özellikleri geliştirmek için yararlı bir 

araçtır. Bu anlamda, sperma kriyoprezervasyonu, suni tohumlamada kullanılacak olan 

spermayı optimize etmek için önemli bir yaklaşımdır. Kriyoprezervasyon koyun türleri 
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de dâhil olmak üzere pek çok hayvan türünde genetik çeşitliliği korumak için değerli 

spermaların uzun yıllar korunmasına olanak tanır. Ayrıca,  sperma kriyoprezervasyonu 

spermaların farklı tohumlama merkezlerine, çiftliklere veya diğer ülkelere nakliyesini 

kolaylaştırır (Palacin-Martinez vd.,2022). Sulandırıcılar, seyreltme-soğutma-dondurma 

ve çözdürme tekniklerinin tümü, koç sperması kriyoprezervasyonunun başarısında rol 

oynar (Saha vd., 2022). Kriyoprezervasyon, fertilizasyon için spermanın 

kullanılabilirliğini artırır; ancak, dondurulmuş-çözdürülmüş spermanın fertilizasyon 

potansiyeli, spermatozoon hücresinin yapısı ve fizyolojisindeki değişiklikler nedeniyle 

tehlikeye girer (Medeiros vd., 2002). Özellikle, küçük ruminantların spermatozoonları, 

diğer türlerinkine kıyasla kriyoprezervasyona karşı son derece hassastır (Vozaf 

vd.,2022). Dondurarak saklamanın soğuk şoku, buz kristali oluşması, membran 

değişiklikleri ve oksidatif stres ile ilişkili olması nedeniyle, taze ve dondurulmuş-

çözdürülmüş sperma arasında spermatozoon kalitesi ve dölleme yeteneği açısından 

önemli farklılıklar vardır (Tuncer vd., 2010). Bu bağlamda memeli spermasının 

dondurularak saklanması, tatmin edici sonuçlar elde etmek için birçok faktörün 

dengelenmesini içeren karmaşık bir süreçtir. Minimum başarıyı bile garantilemek için, 

sadece uygun sulandırıcı, sperma sulandırma oranı, soğutma hızı ve çözdürülme hızı 

gerekli değildir, aynı zamanda spermanın çözdürülme sonrası geri kazanımını ve 

dolayısıyla fertilitenin en üst düzeye çıkarmak için türlere ait sperma fizyolojisine 

ilişkin karmaşık bir bilgi gereklidir (Purdy, 2006).  

Tez çalışmamızda Sönmez tipi koçlar kullanılmıştır. Sönmez tipi koyunlarını elde 

etmek için Sakız ırkı koç ve Tahirova tipi koyun melezlendikten sonra, elde edilen 

melez döller ikinci aşamada Tahirova koçlarıyla çiftleştirilmektedir. Bu şekilde 

oluşturulan tip, % 25 Sakız + %75 Tahirova genotipi içermektedir. Ege Üniversitesi 

Ziraat Fakültesi Zootekni Bölümü Deneme Ağılı ve Beydere Tohum Test Sertifikasyon 

Müdürlüğü Koyunculuk Şubesi’nde elde edilmiştir (Sönmez vd., 2009). Yapılan ön 

çalışmalarda kuzularda hızlı gelişme ve kısa sürede yüksek canlı ağırlığa ulaşmasının 

yanı sıra süt ve döl veriminin fazla oluşu bu tipe olan talebi arttırmaktadır (Kaymakçı ve 

Taşkın.,2001). Sönmez koyunu Ege Bölgesi’nin kurak ve sıcak koşullarına uyum 

sağlayabilecek özellikleri içermektedir (Kaymakçı vd., 2002).  Kaymakçı vd. (2002) 

yaptıkları çalışmada Sönmez tipi koyunlarda döl verim özelliklerine ait ortalamaları, 

Sakız dışında bütün yerli ırklardan, kültür ırklarıyla yapılan melezlerden ve yine Ege 
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Üniversitesi Ziraat Fakültesi’nce geliştirilen Tahirova, Acıpayam ve Türkgeldi gibi 

tiplerden yüksek bulunmuşlardır. Yeni ve Avdatek (2019) yaptıkları çalışmada Sönmez 

ırkı koyunlarının Merinos ırkı koyunlarına göre sezon dışı intravaginal sünger 

uygulanmasına gösterdikleri cevabı önemli ölçüde yüksek bulmuşlardır. Bu çalışmada 

Sönmez koyun ırkındaki gebelik oranını Merinos koyunlarına göre sırasıyla %73,9 ve 

%44,82 daha yüksek oranda elde etmişlerdir. 

 

1.1. Spermatozoon Membran Yapısı ve Membranda Meydana Gelen Değişiklikler 

 

Tüm gamet hücreleri, yani oosit ve spermatozoon, çeşitli fosfolipitler ve proteinlerden 

oluşan sıvı mozaik membran yapısına sahiptir. Hücreleri dış çevreden ayırma, belirli bir 

şekle sahip olmalarını sağlama ve hücre ile dış çevre arasındaki çeşitli çözeltilerin 

değişimini kontrol etmek hücre membranının bilinen üç önemli görevidir. Fosfolipitler, 

glikolipitler, transmembran proteinler, periferik proteinler ve kolesterol ise hücre 

membranda ki başlıca yapısal bileşendir (Singer ve Nicolson, 1972). Çoğu 

membranlarda ki baskın lipitler fosfolipitler ve kolesterol iken integral ve periferal 

proteinler de bulunur. Protein-lipit ilişkileri rastgele değildir ve bir proteinin etrafındaki 

lipit ortamı, birimin işlevsel özelliklerini etkiler, bu nedenle bazı lipitler integral 

membran proteinlerinin etrafında öncelikle kümeleşir. İntegral proteinlerin bazıları 

gözenek veya kanal olarak işlev görürken bazıları diğer moleküller için reseptör olarak 

işlev görür (Mocé vd., 2010). Tüm memeli hücre tiplerinde, spermatozoon dâhil, 

plazma membranı çift tabakalı lipit yapısına sahiptir. Bu yapı membranın dışına doğru 

yönlendirilmiş hidrofilik lipit baş grupları ve membranın içinde hidrofobik yağ aşil 

zincirleri ile bir çift tabaka halinde düzenlenmiş lipitler ve proteinlerden oluşur. Bu lipit 

yapının iki tabakası arasındaki fosfolipit içeriği farklıdır. Fosfatidilserin ve 

fosfatidiletanolamin iç yaprakta yoğunlaşmışken, sfingomiyelin ve fosfatidilkolin dış 

yaprakta yoğunlaşmıştır (Peña, vd.,2003; Mocé vd., 2010).  

Fizyolojik olarak, spermatozoonlar testisten ovuma olan yolculuklarında erkek ve dişi 

üreme kanallarını çevreleyen sıvıların osmolalitesinde değişiklikler yaşarlar. Osmolorite 

farklılıkları için iyon kanallarının yanı sıra, su kanallarının da spermatozoonun 
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hacminin düzenlemesinde hayati öneme sahip olduğu düşünülmektedir. Somatik hücre 

aquaporinleri (AQP) hakkındaki derin bilgiler ve çok sayıda çalışmanın aksine, 

spermatozoon AQP'lerinin anlaşılması belirli bir sınır çerçevesindedir. AQP8 

spermatozoon su girişi ve çıkışından sorumludur ve bu, doğal fertilizasyon için 

gereklidir. AQP7 spermatozoon gliserol metabolizmasında rolü tartışmalıdır ve çıplak 

kısım hariç tüm spermatozoon kuyruğu boyunca yer alır. AQP11 sadece su 

geçirgenliğini sağlamada değil, spermiogenezis ve spermiasyon aşamasında gereksiz 

hale gelen fazla hücresel bileşenlerin yenilenmesi ve geri dönüştürülmesinde de rolü 

olduğu bilinmektedir. Bu durum, spermatozoon üretiminde etkili bir germinal epitelin 

bakımı için hayati önem taşıyacaktır (Yeung,2010).  

Kriyohasarının önlenmesi için önemli mekanizmalardan biri de, hücre mebranının 

hidrofobisitesini arttırmaktır. Spermatozoonların kriyohasarının önlenmesine yardımcı 

olan başka bir mekanizma, kolesterol/fosfolipit oranı tarafından düzenlenen membran 

akışkanlığının düzenlenmesidir (Cabrita vd.,2010). Kolesterol; membranları stabilize 

etmek, membran geçirgenliğini azaltmak, morfolojik membran özelliklerini 

kolaylaştırmak ve hücre-hücre etkileşimlerini sağlamak, membran faz geçişlerini 

etkilemek, membranla ilişkili proteinler için uygun mikroortamlar (kimyasal ve/veya 

fiziksel) sağlamak ve bir membran antioksidanı olarak görev yapmak dahil olmak üzere 

spermatozoon fonksiyonunda birden fazla önemli etkisi vardır. Bu etkilerden biri de 

düşük sıcaklıklarda membranları stabilize etmektir. Bazı türler (domuz, boğa, koç veya 

aygır) soğuk şokuna karşı çok duyarlı spermatozoon üretirken, diğerleri (kedi ve köpek) 

daha az hassastır ve bazıları (tavşan, insan, kümes hayvanları) soğuk şokuna karşı 

yüksek dirençli spermatozoon üretirler. Farklı türlerden spermatozoonların membran 

bileşimleri değerlendirildiğinde, genel olarak soğuk şokuna dirençli türlerin 

spermatozoonları, soğuk şokuna hassasiyeti olan türlerin spermatozoonlarına kıyasla 

daha yüksek çoklu doymamış yağ asidi düzeyleri ve daha yüksek kolesterol/fosfolipit 

oranları gösterdiği bildirilmiştir. Bu nedenle, yüksek kolesterol/fosfolipit oranlarına 

sahip spermatozoon üreten türler, düşük kolesterol/fosfolipit oranlarına sahip 

spermatozoonlara göre soğuk şokuna karşı daha dirençlidir (Mocé vd., 2010).  
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Kriyoprezervasyon sırasında, plazma membranı hasara en yatkın yapıdır ve sıklıkla 

fosfolipit ve kolesterol bileşimindeki değişiklikler olarak ortaya çıkar. Membran 

organizasyonundaki farklılıklar, lipit-protein etkileşimleri, fosfolipit asimetrisi ve lipit 

bileşimi hücre membranının geçirgenliğini etkiler. Membran fosfolipitleri 

kriyoprezervasyon sırasında faz değişimine uğrayarak, hücre osmoregülasyon 

mekanizmalarını etkileyebilecek şekilde membran bileşenlerinin yeniden dağılımına ve 

membran proteinlerinin toplanmasına neden olur. Ayrıca, spermatozoonun 

dondurulabilirliğinin plazma membranlarının fiziko-kimyasal özelliklerine bağlı olduğu 

bilinmektedir. Bu özellikler arasında, soğuk toleransı ve kriyoprezervasyon ile ilişkili 

olan membran akışkanlığı gibi özellikler de yer alır. (Mocé vd., 2010).  Dondurma ve 

çözdürme sırasında lipit-protein komplekslerindeki değişiklikler nedeniyle 

spermatozoon plazma membranı geri dönüşümsüz şekilde etkilenen bir yapıdır. Sıcaklık 

azaldıkça, fosfolipitlerin konfigürasyonu değişir ve bu bileşikler membran içinde yanal 

hareket ederken proteinlerin yapışmasına olanak tanır. Bu durum, spermatozoon 

plazmalemmasının daha sert ve kırılgan hale gelmesine neden olur, çünkü sıvı halden 

jel hale dönüşür ve plazmalemma geçirgenliği artarken spermatozoon metabolizması 

azalır (Yánez-Ortiz vd., 2021).  

Plazma membran bütünlüğü, spermatozoonun fertilizasyon yeteneğinin iyi bir 

göstergesi olup apoptozis seviyesinin belirlenmesi, geleneksel testlere ek olarak 

spermatozoon kalitesi ve fertiliteyi belirlemede bir diğer gösterge olabilir. Apoptozis, 

gelişimin normal bir bileşeni olarak ortaya çıkan, programlanmış bir hücre ölümü 

sürecidir; morfolojik, biyokimyasal ve fiziksel değişiklikler açısından nekrozdan 

farklılık gösterir. Temel olarak, apoptozis, embriyonik gelişim sırasında ve meme 

bezleri gibi dönemsel olarak değişen organlarda doğal bir süreç olarak meydana gelen 

fizyolojik bir hücre ölümüdür. Bu durumda, hücre yapısal bileşenlerini veziküllere dahil 

ederek sistematik olarak tüm fonksiyonlarını durdurur ve parçalanır (Samali ve 

Orrenius.,1998; Peña, vd.,2003). Farklı testlerin korelasyonu, spermatozoon 

apoptozisinin spermatozoon motilitesi ve plazma membran bütünlüğü ile ters orantılı 

olduğunu göstermiştir (Khan vd., 2009). Kriyobiyoloji ilgili apoptoz, soğuk kaynaklı 

apoptoz olarak ortaya çıkmakta olup, uzun süreli saklamanın öldürücü etkisinden 

ziyade, kriyohasarı veya soğuk şoku hasarı meydana gelmektedir. Bu nedenle apoptozis, 

hücreler normal fizyolojik aralığın altındaki soğuğa maruz kaldıklarında, dokularda 
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veya organlarda meydana gelen doğrudan soğuk şokundan veya kronik hipotermiden 

kaynaklanan hücre ölümünden farklı bir kriyohasar belirtisi gibi görülmektedir. Soğuk 

hasarının derecesi, soğuk maruziyetinin süresi ve şiddeti ile hücrelerin veya dokuların 

özelliklerine bağlıdır. Bazı durumlarda, soğuk hasarı hücre ölümüne veya doku hasarına 

neden olabilirken, diğer durumlarda hücre fonksiyonlarında veya gen ekspresyonunda 

değişikliklere neden olabilir (Nagle vd.,1990). Genellikle sanılanın aksine, dondurma 

sırasında hücrelerin karşılaştığı zorluk çok düşük sıcaklıklarda depolanmaları değil, 

hücrenin biri dondurma diğeri de çözdürme esnasında iki kez geçmek zorunda olduğu 

orta sıcaklık bölgesinin (~-15 ila -60°C) öldürücülüğüdür. Sıvı nitrojen sıcaklığında ( -

196°C) ise sıvı sistemlerde herhangi bir termal reaksiyon gerçekleşmez. Bunun bir 

nedeni, suyun sıvı halinin -130°C'nin altında var olmamasıdır. Dahası, -196°C'de 

kimyasal reaksiyonlar için yeterli termal enerji yoktur. -196°C'deki donmuş su 

sistemlerinde gerçekleşebilecek tek reaksiyon, serbest radikallerin ve 

makromoleküllerdeki kırıkların oluşumu gibi fotofiziksel olaylardır. Kozmik 

radyasyondan kaynaklanan reaksiyonlar ise -196°C'de meydana gelebilir. Bir hücre 

popülasyonunun %63'üne zarar verebilen radyoaktivite dozu 200-400 radyan iken 

yeryüzü bir yıl içerisinde sadece 0,1 radyan kozmik radyasyonla karşılaşır. Bu ise -

196°C'deki donmuş bir memeli hücresinin 2000-4000 sene boyunca maruz kalacağı 

radyasyon miktarına eşdeğerdir. Böylece, -196°C'de 4000 yıl saklanabilecek bir 

hücrenin biyolojik zamanının durduğu kabul edilebilir bir seviyededir (Mazur,1984). 

 

1.2. Spermanın Alınması  

 

Spermanın toplaması, her ejekülattan mümkün olan en yüksek kalitede maksimum 

spermatozoon elde etmeyi amaçlar. Sperma, küçük ruminantlarda esas olarak suni vajen 

veya elektroejakülatör yöntemiyle toplanır (Saha vd., 2022). 

 

1.2.1. Suni Vajen Yöntemi 
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Suni vajen ile sperma toplama koyunlar için tercih edilen yöntemdir. Suni vajen ile 

sperma toplama yönteminin kullanımı basittir ve doğal ejekülatla aynı oranda sperma 

kalitesine sahip ejekülat üretir. Suni vajende ki ılık su termal stimülasyon sağlarken 

içerisindeki basınç glans penisini mekanik olarak uyarır. Bu prosedürün ana dezavantajı, 

iyi libidoya sahip ve suni vajen ile önceden ejekülasyon eğitimi verilmiş bir koç 

gerektirmesidir (Saha vd., 2022). 

 

1.2.2. Elektroejakülatör Yöntemi 

 

Suni vajene alternatif olarak elektroejakülatör yöntemi kullanılabilir. Elektroejakülatör 

yönteminde bel ve sağrı kısımlarından köken alan ve genital organları innerve eden 

sinirlerin elektrik akımıyla 15-20 sn aralıklarla 3-5 kısa uyarı (3-8 sn) uygulamak için 

bir elektrot probu (6-12V) uyarılması ve ampulla ductus deferensin kontraksiyonunun 

sağlanmasıdır (Saha vd., 2022). 

 

1.3. Spermanın Dondurulması 

 

Sperma kriyoprezervasyonu, sperma bankaları aracılığıyla değerli genetik kaynakların 

korunması ve geniş alanlara yayılması, spermanın sürekli ticari tedarikinin garantisi ve 

suni tohumlama yoluyla ırk iyileştirme programlarında işbirliği için özel fırsatlara izin 

vermiştir. Koç spermasının başarılı bir şekilde dondurularak saklanması üzerine yapılan 

çalışmalar günümüzde hala devam etmektedir. Çünkü kriyoprezervasyon, esas olarak 

reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretimindeki artış, dondurma ve çözdürme sürecinde 

oksidatif metabolizmanın değişmesi nedeniyle spermatozoonun kalitesinde ve 

canlılığında bir azalmaya ayrıca spermatozoon organellerinde geri dönüşü olmayan 

hasara ve spermatozoon hareketliliği, canlılığı ve dölleme yeteneğinde bir azalma ile 

bağlantılı olarak membran akışkanlığı ve enzimatik aktivitede değişikliklere neden olur. 

Ayrıca koç spermatozoonları, diğer türlere kıyasla düşük hücre içi kolesterol-fosfolipit 

oranı içerir. Bu sebepten, koç spermatozoonları soğuk şokuna karşı diğer boğa 
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spermatozoonlarına göre daha duyarlıdırlar (Sarıözkan vd., 2009; Faigl vd., 2012; Saha 

vd., 2022).   (Alevra vd.,2022). 

Sperma kriyoprezervasyonunun prensibi, sıvı azot içerisinde (−196° C) donmuş 

spermatozoon hücrelerinin hücresel metabolik aktivitesini durdurmak ve daha sonra 

fonksiyonel sağ kalımlarını sağlamak için spermayı çözdürmektir (Saha vd., 2022). 

Soğutma işlemi yavaş yavaş yapılmalıdır, bu da spermatozoon hücrelerini kurtarmak 

için yeterlidir. 30° C ila 0° C arasında hızlı soğutma, “soğuk şoku” olarak adlandırılan 

sperma hasarına neden olur. Spermatozoon hücrelerinin soğuk şokundan korunması 

için, spermanın  ilk seyreltilmesi, sulandırıcılar yavaş yavaş eklenerek, karıştırılarak ve 

karışımı vücut sıcaklığına yakın tutarak birkaç saat (1,5-2 saat) 5° C'ye kadar yavaşça 

yapılır (Saha vd., 2022). 

 

1.4. Sulandırıcılar 

 

Sperma sulandırıcıları, besinleri enerji kaynağı olarak sunabilmeli, hücreleri sıcaklığa 

bağlı hasarlardan koruyabilmeli, zararlı pH değişimlerini önlemek için bir tampon 

görevi görebilmeli, bakteriyel gelişmeyi baskılayabilmeli ve depolama sırasında 

spermatozoon hücrelerini koruyabilmelidir. Sulandırıcı, suda maksimum çözünürlüğe 

ve diğer tüm çözücülerde minimum çözünürlüğe sahip olmalıdır. Seyreltici bileşimi, 

spermatozoon kalitesini etkileyen ve spermatozoonun fertilite yeteneğini en uzun süre 

koruyan temel unsurlardan biridir (Purdy, 2006; Pesch ve Hoffman, 2007; Saha 

vd.,2022). Sperma pH'ındaki büyük değişiklikler, spermatozoon hasarına, infertiliteye 

veya spermatozoon ölümlerine neden olabilir. Bu nedenle, spermatozoonun canlılığını 

ve dölleme kabiliyetini sürdürmek için, kriyoprezervasyon ortamındaki pH 

dalgalanmalarını kontrol ederek uygun bir ortamı korumak esastır (Purdy, 2006).  Hücre 

içi kristalleşmeyi önlemek için sperma rutin olarak bir sulandırıcı ile seyreltilir (Saha 

vd., 2022). Koç spermasını seyreltmek ve dondurmak için disakkaritler (laktoz, 

trehaloz), trisakkaritler (rafinoz), kompleks polisakkaritler (arap zamkı) veya diğer 

karmaşık bileşikler (polivinilpirrolidon) ayrıca yumurta sarısı ve gliserol bazlı çeşitli 

dondurma sulandırıcıları kullanılmıştır (Saha vd., 2022). Çözdürme sonrası 
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spermatozoonun fonksiyonunu (hareketlilik, canlılık ve akrozom bütünlüğü)  hücre dışı 

kriyoprotektan olarak yumurta sarısı başarıyla korurken, gliserol ise en yaygın olarak 

kullanılan hücre içi kriyoprotektandır. Gliserolde çözdürme sonrası en iyi hayatta kalma 

oranını sağlayan konsantrasyon %3 ile %7 arasında iken, yumurta sarısında %5 ile %20 

arasındadır (Saha vd., 2022). 

Kriyoprezervasyon için kullanılan sulandırıcı, spermatozoonu soğutma ve dondurma 

sırasında kriyojenik yaralanmalardan korumak için kriyoprotektif bir madde içermelidir 

(Saha vd., 2022). Yumurta sarısı spermayı soğuk şokundan korur, spermatozoonları 

hareketli tutar, akrozomal enzim kaybını önler ve mitokondriyal membranları sağlam 

tutar. Yumurta sarısı, fosfolipit konsantrasyonu, yüksek molekül ağırlığı ve düşük 

yoğunluklu lipoprotein fraksiyonu gibi özellikleri nedeniyle spermanın 

dondurulmasında sıklıkla kullanılır. Kriyoprezervasyon sırasında, yumurta sarısının lipit 

bileşeni spermatozoonun plazma membranını ve akrozomunu sıcaklık hasarından korur. 

Bir spermatozoon-lipoprotein kompleksi oluşturarak, yumurta sarısının fosfolipitleri ve 

düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) sperma da oluşacak soğuk şokunu ve dolayısıyla 

spermadaki kriyohasarı azaltır. Yumurta sarısı sulandırıcıda gliserol ile birlikte 

kullanıldığında, soğuk şokuna karşı korumayı arttırılabilir (Saha vd., 2022). 

Bir tohumlama payetindeki yeterli sayıda spermatozoon ve yeterli sulandırıcı olacak 

şekilde bir sperma örneğinin uygun şekilde seyreltilmesi önemlidir, böylece en az 

sayıda tohumlama başına spermatozoon ve en düşük sayıda tohumlama yapılarak 

yüksek bir fertilite oranı elde edilebilir (Purdy, 2006). 

 

1.5. Antioksidanlar ve Reaktif Oksijen Türleri  

 

Spermatozoonun dondurularak saklama ortamına antioksidanların eklenmesi, 

spermatozoonu ROS'un motilite, canlılık, enerji üretimi ve DNA bütünlüğüne verdiği 

zararlara karşı korumak amacıyla yapılmaktadır (Krzyzosiak vd., 2000; Bilodeau vd., 

2002).  Kriyoprezervasyon işlemi oksidatif stresi ve ROS oluşumunu tetikler. 

Spermadaki ROS varlığı, bu moleküllerin hücresel üretimi ile antioksidatif bileşikler 

tarafından yok edilmeleri arasında bir denge olduğunu gösterir. ROS molekülleri, hücre 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448809001175#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448809001175#bib10
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0921448809001175#bib10
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membranlarının ana bileşenleri olan çoklu doymamış yağ asitlerine (PUFA) 

saldıracaktır. Koç spermatozoonları hücre membranları 3/1 oranında doymamış yağ 

asidi ve doymuş yağ asidi bileşimi içerir. Bu büyük miktarlarda doymamış yağ asitleri 

nedeniyle spermatozoon ROS'un zararlı etkilerine karşı oldukça hassastır. Yüksek 

konsantrasyonlarda ROS'a maruz kalmak mitokondriyal membranın ve plazma 

membranının bozulmasına, kromozomal ve DNA parçalanmasına sebep verdiği için 

spermatozoon motilitesinde ve canlılığında azalmaya yol açar (Amidi vd.,2016; Frau 

vd., 2020b; Riesco vd., 2021).Bu nedenle ROS düzeylerini azaltmak ve redoks 

durumunu dengelemek için sperma kriyoprezervasyon protokollerinde antioksidan 

takviyesi farklı türlerde yaygın olarak kullanılmaktadır (Tuncer vd., 2010; Gunawan 

vd., 2020; Riesco vd., 2021).  

Antioksidanlar, serbest radikallerin sebep olduğu oksidatif stresle mücadelede ana 

savunma faktörleridir (Amidi vd., 2016). Antioksidanlar kimyasal yapılarına göre 

enzimatik ve enzimatik olmayan şeklinde ikiye ayrılırlar. Doğal antioksidanlar olarak da 

bilinen enzimatik antioksidanlar arasında süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), 

glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon redüktaz bulunur ve bunların tümü 

spermatozoonun doğal antioksidan savunma sistemine katılır. Enzimatik olmayan 

antioksidanlar ise E vitamini (α-tokoferol/trolox), C vitamini (askorbik asit), glutatyon 

(GSH), ürat, taurin, hipotaurin, ubikinonlar, selenyum ve çinko içerir (Amidi vd., 2016; 

Hezavehei vd., 2018; Ros-Santaella ve Pintus, 2021). Alfa-tokoferol, lipit radikallerini 

nötralize eden, E vitaminini en güçlü yağda çözünen antioksidan bileşiğidir. Bu 

nedenle, ROS oluşumunu etkilemeden ROS ve lipit peroksidasyonuna karşı ana 

membran koruma ajanlarından biridir (Amidi vd., 2016) (Şekil 1.1.). 

Kriyoprezervasyon sırasında sıcaklık ve osmotik streslerin spermatozoon üzerindeki en 

önemli etkilerinden biri DNA hasarıdır. DNA molekülünün kriyoprezervasyon sırasında 

nasıl hasar gördüğü, karmaşık bir dizi sürecin birleşimi gibi görünmektedir. 

Kriyoprezervasyon sırasında ROS oluştuğu ve baz oksidasyonu ve zincir kırılması 

oluşturarak DNA'yı değiştirebileceği bilinmektedir. ROS oluşumunun yanı sıra, buz 

oluşumu veya osmotik stresin de dondurma/çözdürme sırasında mekanik basınçlar veya 

apoptotik olaylar yoluyla DNA'yı kırabileceği öne sürülmektedir. DNA 

parçalanmasından sorumlu mekanizmalar hala tam olarak anlaşılamamış olmasına 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/osmotic-stress
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rağmen, bu durum artan oksidatif DNA hasarına bağlanmıştır. Ek olarak, DNA 

duyarlılığı türler arasında, bireyler arasında veya üreme mevsimi boyunca değişkenlik 

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

 

Spermatozoon kromatini, nükleoprotein yapısını şekillendiren histonlarla birlikte DNA 

ve protamin (P1 ve P2) içerir. Protamin dağılımı türler arasında farklıdır; örneğin, boğa, 

domuz ve koç sadece nükleoprotein yapısında P1 bulundururken fare, at ve insan hem 

P1 hem de P2 bulundurur. Ek olarak, P1 ve P2 oranları türler arasında farklıdır ve bu 

oran bu yapıların dondurma-çözdürme işlemlerine karşı direncini etkiler. Sadece P1 

gösteren türlere göre hem P1 hem de P2 gösteren türlerde DNA'ya bağlı kriyohasarı 

daha fazladır. Yüksek DNA hasarı ve düşük mitokondriyal membran potansiyeli, 

dondurma-çözdürme sonrası motilitede önemli oranda azalmaya neden olur. 

Dondurmadan sonra meydana gelen mitokondriyal disfonksiyon, ROS oluşumuna 

neden olabilir. Oksidatif fosforilasyonun kesintiye uğraması ve antioksidan enzimlerin 

inaktivasyonu muhtemelen mitokondriyal disfonksiyonun ana nedenleridir. 

Mitokondriyal DNA ve iç ve dış mitokondriyal membranların hasar görmesi 

mitokondriyal disfonksiyonun diğer nedenleridir. Tüm bu değişiklikler, mitokondriyal 

membran potansiyelini azaltır ve bu da membran gözenekleri aracılığıyla serbest oksijen 

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

GSH, GSH-Px, katalaz (CAT) ve SOD'dan oluşan antioksidan sistem, spermanın lipit 

peroksidasyonuna (LPO) karşı bir savunma mekanizması olarak tanımlanmıştır ve 

spermatozoonun hareketliliğinin ve canlılığının korunmasında önemlidir. Ancak 

spermatozoonlardaki bu antioksidan kapasitesi, dondurma-çözdürme işlemi sırasında 

LPO'yu önlemede yetersiz olabilir. Bu bağlamda, memeli spermatozoonları, ROS ve 

LPO'nun zararlı etkilerine karşı koyan antioksidanlar içeren önemli bir sitoplazmik 

bileşenden yoksundur (Sarıözkan vd., 2009).  
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Şekil 1.1: Hayvanlardaki spermatozoon kriyohasarlarını önlemek için ana stratejiler (Sharafi vd., 2022’den uyarlanmıştır).

    

Sperma Kriyohasarlarına Karşı Ana Stratejiler

Geleneksel Stratejiler Yeni Stratejiler

Kriyoprotektan 

Maddeler Antioksidanlar Yağ Asitleri Şekerler Membran Stabilizatörleri

Geçirgen Geçirgen 

Olmayan

Gliserol

DMSO

Dimetilasetamid

Polivinil alkol

Etilen glikol

Yumuta Sarısı

Yağsız Süt

Soya Lesitini

Enzimatik
Enzimatik
Olmayan

SOD

CAT

GPx

GR

Vitaminler
Aminoasitler & 

Proteinler

Vitamin

E

Vitamin 

C

Vitamin

B12

D-Aspartik 

asit

Ergotionin

Sisteamin

L-Carnitin

Taurin & 

Hipotaurin

Prolin

Alanin

Glutamin

Monosakkarit Disakkarit Trisakkarit

Fruktoz

Glikoz

Galaktoz

Trehaloz

Sükroz

Rafinoz

Kolesterol yüklenmiş siklodekstrin

Soya Lesitini

Dokosaheksaenoik asit

Biyofiziksel 

Yöntemler

Subletal Stres 

Stratejisi
Nano-

Kriyoprezervasyon

Liyofilizasyon-

Kriyoprezervasyon

Manyetik 

alan

HHP

H2O2

NO

Etanol

XO

Nano-Lipozom

Nano-miseller

Nano-Lesitin

Nano-Selenyum

BSA Sistein
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1.6. Hidrokinonlar ve Arbutin 

 

Tirozinazın aktif bölgesine bağlanan ve melanin sentezini engelleyen çeşitli bileşikler, 

cildi aydınlatmak ve hiperpigmentasyon lezyonlarını iyileştirmek için geliştirilmiş 

ajanlar vardır. Bu ajanlar arasında hidrokinon, kojik asit, arbutin, vb. bulunur 

(Mov,2006). Hidrokinon, 1936 yılında Oettel tarafından bir beyazlatma maddesi olarak 

tanımlanmıştır (Levitt,2007). Doğada ise -D-glukopiranozid konjugatı (arbutin) şeklinde 

bulunur. Literatürde dihidroksibenzen, 1,4-benzendiol, 1,4-dihidroksibenzen ve p-

benzendiol veya kuinon isimleriyle de bilinen hidrokinon molekülü fenol tipi bir 

organik bileşiktir. Kimyasal formülü C6H4(OH)2 olan hidrokinon benzen halkasına para 

pozisyonunda bağlanmış iki adet hidroksil grubundan oluşmaktadır. Beyaz kristaller 

halinde bulunur ancak hava ve ışıkla teması oksidasyona ve renk değişimine neden 

olabilir. Hidrokinon, suda, metanolde ve eterde çözünür. Hidrokinon, uçucu olmayan bir 

kimyasal olup fotoğraf, kimya ve kozmetik endüstrilerinde kullanılır (Deisinger,1996; 

Ergürhan, 2019). Ayrıca hidrokinon, kauçuk ve gıda endüstrisinde bir antioksidan 

olarak kullanılmıştır (Enguita ve Leitão.,2013). 

 

1950'lerden 2001'e kadar hidrokinon, Avrupa Birliği ülkelerinde ticari olarak satılan 

kozmetik cilt aydınlatma formülasyonlarında kullanılmıştır ve 1960'lardan beri tıbbi bir 

ürün olarak ticareti mevcuttur ancak 1 Ocak 2001 tarihinden itibaren kozmetikte 

kullanımı yasaklanmıştır. Son zamanlarda yapılan bir literatür araştırması, cilt rengi 

açıcı bir madde olarak hidrokinonun olası uzun vadeli etkileri arasında karsinogenez, 

kemik iliğinde aplastik anemi ve akut miyeloid lösemi gibi risklerin de olabileceğini 

düşündürmektedir (Westerhof ve Kooyers., 2005; Enguita ve Leitão.,2013). Bilimsel 

çalışmalar, hidrokinonun organizmada oksidatif stres ve DNA hasarı gibi zararlı etkilere 

neden olabileceğini göstermiştir. Bu nedenle, doğal bitkilerden elde edilen β-arbutin ve 

α-arbutin gibi sentetik arbutin formları üzerinde çalışmalar yapılmaktadır. Bu çalışmalar 

arbutinin hidrokinona göre daha az sitotoksisiteye sahip olduğunu ortaya koymuştur. Bu 

nedenle, arbutin daha güvenilir bir cilt beyazlatıcı ajan olarak kabul edilebilir (Hazman 

vd.,2021). Arbutin ve türevlerinin önemli yan etkilerinin olmaması, onları hidrokinon 

için değerli bir alternatif haline getirmiştir (Migas ve Krauze-Baranowska, 2015). 
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Arbutin, 4-hidroksifenil-α-glukopiranozid ve 4-hidroksifenil-β-glukopiranozid olmak 

üzere 2 izoformu olan bir hidrokinon glikozittir. Yaban mersini, kızılcık, mercanköşk ve 

çoğu armut türü gibi yenilebilir meyve üreten bitkilerde bulunan doğal bir bileşiktir 

(Resim 1.1). Ericaceae (ayı üzümü, çilek ağacı, yaban mersini, funda), Saxifragaceae, 

Asteraceae, Rosaceae, Lamiaceae ve Apiaceae familyalarındaki çeşitli bitkilerden elde 

edilir (Couteau ve Coiffard, 2016; Zhu vd., 2018). Arctostaphyllos uva ursi'nin 

(Ericaceae) yapraklarından elde edilen arbutin içeren özler, yüzyıllardır fitoterapide 

kullanılmıştır. Günümüzde şifalı bitki olarak kabul edilmektedir (Migas ve Krauze-

Baranowska,2015; Saeedi vd., 2021).  Bir bitkide bulunan arbutin yüzdesi, türe, toplama 

zamanına ve yetiştirme koşullarına göre önemli ölçüde değişir (Couteau ve Coiffard, 

2016; Hazman vd, 2021). Örneğin, en büyük arbutin miktarı, 80-100 °C'de kurutulan 

Bergenia crassifolia'nın (Saxifragaceae) genç, tamamen gelişmiş yeşil yapraklarında 

belirlenmiştir (Lubsandorzhieva vd., 2000).  

 

 

Resim 1.1: Doğal ve sentetik arbutin kaynaklarının türleri (Saeedi vd., 2021). 
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Çoğu birey tarafından günlük olarak alınan kahve ve çay gibi yaygın gıdalar önemli 

miktarlarda hidrokinon ve/veya arbutin içerir. Doğal olarak oluşan hidrokinon/arbutinin 

en büyük miktarları buğday ve buğday ekmeği, buğday tohumu ve armutta bulunur. Bir 

armut 620 µg hidrokinon/arbutin içerebilir. Özellikle armut kabuğu büyük miktarlarda 

hidrokinon veya arbutin içerir (Nordlund vd., 2006).  

 

Arbutin (C12H16O7) basit bir moleküler yapıya sahiptir (Şekil 1.2.) ve bitkilerden yüksek 

saflıkta elde edildiğinde beyaz renkli bir toz görünümündedir. İn vivo olarak büyüyen 

birçok bitki türü arbutin üretemez, ancak in vitro ortamda, eksojen olarak uygulanan 

hidrokinonu kendi β-D-glukoziti olan arbutine dönüştürebilir. Bu reaksiyon, O-

glukosiltransferaz tarafından katalize edilir (Ekiert vd.,2012; Migas ve Krauze-

Baranowska., 2015)(Şekil 1.3.). Alfa amilaz, sakkaroz fosforilaz, siklodekstrin 

glikosiltransferaz, α-glukosidaz, dekstranükraz, amilosukraz ve sakaroz izomeraz dâhil 

olmak üzere yedi farklı mikrobiyal enzim α-arbutin üretebilir (Zhu vd., 2018; Hazman 

vd., 2021).  

  

 

Şekil 1.2: Arbutinin yapısı (Migas ve Krauze-Baranowska, 2015). 

 

 

Şekil 1.3: Hidrokinonun arbutine biyotransformasyonu. UDP-Gl (=üridin difosfat glikoz), 

glikoz donörü (Ekiert vd.,2012) 
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Ayrıca, tirozin ve 4-hidroksibenzoik asit gibi diğer bileşikler de arbutin öncülleri olarak 

kullanılmıştır (Ekiert vd.,2012) (Şekil 1.4.). 

 

Şekil 1.4: Arbutin biyogenezinde öncü maddeler olarak tirozin ve 4-hidroksibenzoik asit (Ekiert 

vd.,2012). 

 

Arbutinin anti-enflamatuar, antioksidan, serbest radikal süpürücü, anti-hiperglisemik ve 

diğer etkileri olduğu bildirilmiştir. Arbutin, reaktif oksijen türlerinin ve süperoksit 

radikallerinin oluşumunu azaltarak uzun vadeli radikal yakalama aktiviteleri gösterir 

(Pavlovic vd., 2009; Adisa vd., 2011; Taha vd., 2012; Akkoyun vd., 2023). Ayrıca, 

arbutinin antioksidan aktivitesi hidrokinona kıyasla daha uzun sürelidir (Bang vd., 

2008; Takebayashi vd., 2010). Arbutinin antioksidan etkisi in vitro çalışmalarda 

doğrulanmıştır. Arbutinin tert-bütil hidroperoksit (t-BHP) gibi toksik maddelere karşı 

sitoprotektif (hücre koruyucu etki) ajan olarak kullanılabileceği belirtilmiştir 

(Seyfizadeh vd., 2012).  

 

Arbutin, türevleri ve arbutin içeren ekstraktların biyolojik aktiviteleri üzerine yapılan 

çalışmalar sayesinde kullanım alanları genişlemektedir. Arbutin türevlerinin sentezi için 

yeni kaynaklara ve yöntemlere duyulan ihtiyaç haklı olarak görülebilir. Şimdiye kadar 

bitki maddeleri, özellikle Arctostaphylos uva-ursi, arbutinin temel kaynak maddeleriydi. 

Günümüzde bitki özleri, kimyasal ve biyoteknolojik olarak sentezlenmiş arbutin ve 

türevleri ile değiştirilmektedir (Migas ve Krauze-Baranowska,2015). 
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Arbutin Kızılderililerin çeşitli kabileleri tarafından tıbbi amaçlar için kullanılmıştır 

(Nordlund vd., 2006). Örneğin idrar yolu enfeksiyonlarını (Gemot vd, 2002), böbrek 

taşlarını ve sistitisi (Abascal ve Yarnell, 2008) tedavi etmek için bir idrar antiseptiği ve 

idrar söktürücü olarak kullanılır. Aynı zamanda anti-oksidatif (Ioku vd, 1992; Bang vd, 

2008), anti-mikrobiyal (Jurica vd, 2017) ve anti-inflamatuar etkiler (Lee ve Kim, 2012) 

gösterir. Arbutinin anti-inflamatuar özellikleri, ratlar üzerinde yapılan in vivo 

çalışmalarda doğrulanmıştır. Arbutinin mide mukozası üzerinde koruyucu etki 

gösterdiği, mukozal içeriği azalttığı, ülser alanı ve iltihabı gösterdiği bildirilmiştir (Taha 

vd, 2012). 

 

Arbutin, hidrokinon ve kojik asit gibi geleneksel depigmentasyon bileşiklerine kıyasla 

melanositotoksisite etkisi olmaksızın melanin oluşumunu engellediği için ticari olarak 

etkili bir cilt beyazlatıcı ajan olarak kullanılan en belirgin doğal bileşiktir (Maeda ve 

Fukuda 1996; Zhu ve Gao, 2008 ). Arbutin, tirozinaz aktivitesi üzerindeki kuvvetli 

inhibitör etkisi sebebiyle kozmetik sanayisinde güçlü bir cilt aydınlatma maddesi olarak 

yaygın şekilde kullanılmaktadır (Han ve ark., 2014).  

 

1.7. Motilite  

 

Konvansiyonel sperma kalitesinin değerlendirilmesi, kitle ve bireysel hareketlilik gibi 

subjektif parametrelerin değerlendirilmesi, spermatozoon yoğunluğu ve morfolojik 

anomaliler gibi objektif parametrelerin değerlendirilmesine dayanmaktadır. İnsanlarda 

ve hayvanlarda subjektif optik mikroskopik değerlendirilme kullanıldığında, aynı 

ejekülatların hareketlilik parametrelerinin tahmininde %30 ila %60 arasında değişkenlik 

rapor edilmiştir. Kriyoprezervasyon spermatozoonun hareketliliğini etkiler ve 

spermatozoonun başının boyutunu ve şeklini değiştirir. Spermatozoonun hücre 

hareketliliğinin ve morfolojisinin değerlendirilmesi, sperma kalitesinin incelenmesi ve 

sperma kalitesi ile fertilite arasındaki ilişkilerin belirlenmesinde önemli bir 

parametredir. Bilgisayar destekli spermatozoon analizi (CASA), hareket, hız ve 

morfoloji gibi farklı hücre özelliklerinin objektif değerlendirmesine, suni tohumlama 

teknolojilerini geliştirmek ve fizyolojik veya toksikolojik çalışmaları geliştirmek için 

etkili, hassas ve güvenilir bir araçtır (Verstegen vd., 2002; Yánez-Ortiz vd., 2021). 
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Spermatozoonun yoğunluğunun sperma kalitesini gösteren güçlü bir belirteç olduğu 

anlaşılmıştır. Taze spermanın spermatozoon yoğunlukları genellikle çok yüksektir ve bu 

nedenle analiz öncesi spermanın seyreltilmesi gerekir (Verstegen vd., 2002). 

 

VCL; eğrisel hız hücrenin gerçek noktadan noktaya izlediği yolun ortalamasına göre 

ölçülen ortalama hızdır ve mikrometre/saniye cinsinden ifade edilir. 

ALH;  Yanal kafa deplasman genişliği, mikrometre cinsinden ifade edilir; 

BCF; vuruş çapraz frekansı, spermatozoon hücresinin baş kısmının, spermatozoonun 

ortalama yolu boyunca kaç kez geçtiği frekans Hertz cinsinden ifade edilir;  

VAP; ortalama yol hızı, pürüzsüzleştirilmiş hücre yolu ortalaması hızıdır ve 

mikrometre/saniye cinsinden ifade edilir;  

VSL; doğrusal hız, bir izin başından sonuna kadar düz bir çizgide ölçülen ortalama 

hızdır ve mikrometre/saniye cinsinden ifade edilir;  

STR; düz ilerleyiş, VSL/VAP oranının yüzdesindeki ortalama değerdir (bu düzlük, 

hücrenin yolunun optimal düzlüğe karşılık gelen %100'üne ne kadar yakın olduğunu 

tahmin eder);  

LIN; doğruluk VSL/VCL oranının yüzdesindeki ortalama değerdir (bu doğruluk, 

hücrenin yolunun düz bir çizgiye ne kadar yakın olduğunu tahmin eder) (Verstegen vd., 

2002; Malo vd., 2005).  (Şekil 1.5.) 

 

Şekil 1.5: Spermatozoonların 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 metabolizması, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu 

ve spermatozoonun oosit yüzeyine bağlanmasında önemli olan membran bütünlüğünü 

değerlendirdiğinden, yararlı bir tamamlayıcı test olarak kabul edilebileceğini öne 

sürdüler (Jeyendran vd.,1984). Spermatozoonların fertilizasyon yeteneği için, işlevsel 

bir membrana sahip olmaları gerekmektedir; zira spermatozoon kapasitasyonu, akrozom 

reaksiyonu ve oosit yüzeyine bağlanma gibi hayati fonksiyonlar bu membranın 

işlevselliğine bağlıdır. Hipoosmotik şişme (HOS) testi ise, spermatozoon plazma 

membranının işlevsel bütünlüğünü değerlendirerek, fertilizasyon potansiyelini 

belirlemekte kullanılır. Bu test, spermatozoon hücresinin çevresiyle uyumunu ve 

membran bütünlüğünü tahmin etmek için hipoosmotik stres altında spermatozoonun 

şişme ve kıvrılma tepkilerine dayanır (Ramu ve Jeyendran., 2013). Ozmotik toleransın 

ve ölü-canlı muayenesinim birleştirildiği HE-test, insanlarda ve diğer memeli 

hayvanlarda fertilitenin tahmin edilmesinde kullanılan potansiyel sperma fonksiyon 

testlerinden biri olduğu bildirilmektedir (Gündoğan ve ark., 2011; Jeyendran ve ark 

1984). 

 

1.9. Anormal Spermatozoon Oranı  

 

Teratozoospermia'nın varlığı, morfolojik anormalliklerin türüne ve sıklığına bağlı olarak 

subfertilite ve sterilite ile uzun süredir ilişkilendirilmektedir. Ancak, fertilizasyon 

yeteneğinin öngörülmesi genellikle mümkün değildir, çünkü normal spermatozoon 

hücreleri ile anormal spermatozoon hücreleri bir arada bulunur ve belirli sayıda normal 

spermatozoonun varlığı normal fertilizasyon için yeterlidir. Yine de, ejekülatta belirgin 

bir şekilde yüksek bir sıklıkta birkaç morfolojik anomali bulunduğunda, erkek 

fertilizasyonunun azalması beklenir (Oehninger ve Kruger 2021).  

Bazı morfolojik anomalilerin kökeni ve etkisi bilinmemektedir, çünkü çoğu anomalinin 

gelişiminde fizyolojik bir unsur olabilir. Ancak bazı spermatozoon morfolojisi 
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bozuklukları, kromatin kondensasyonunda değişiklikler, akrozom reaksiyonundaki 

bozukluklar, kuyruk hareketliliği sorunları veya hatta apoptoz veya nekroz 

fenomenlerinin artması gibi işlevsel bozukluklarla ilişkili olabilir. Ayrıca, 

globozoospermia, spermatozoon makrosefali sendromu, çoklu kuyruk anomalileri veya 

başsız spermatozoonlar gibi genetik anomalilerle ilişkili bazı belirli bozukluklar 

(spermatozoonların %99 veya %100'ünü etkileyen) vardır (Gatimel vd., 2017).  

 

1.10. DNA Hasarı  

 

Spermatozoon çekirdeği oksidatif strese karşı koruma eksikliği nedeniyle oksidasyon 

aracılığıyla DNA hasarına karşı savunmasızdır ve erkek infertilitesinin 

değerlendirilmesinde faydalı bir araçtır. Kuyruklu yıldız (Comet) testi veya tek hücre jel 

elektroforezi, tek spermatozoondaki DNA iplik kırıklarının değerlendirilmesi için 

nispeten basit ve hassas bir yöntemdir. Bu işlem sırasında, spermatozoon hücreleri, 

mikroskop slaytında ince bir agaroz tabakası içine gömülür ve yüksek tuz koşullarında 

deterjanla lize edilir. Bu işlem, protaminleri ve histonları çıkararak, çift sarmallı 

DNA'nın üzerine süpersarmal döngülerini içeren bir nükleoid benzeri yapı oluşturmasını 

sağlar. Alkalen pH koşulları çift sarmallı DNA'nın çözülmesine neden olur ve sonraki 

elektroforez, kırılmış ipliklerin anoda doğru göç etmesiyle bir kuyruklu yıldız oluşturur. 

Floresan mikroskopta gözlemlendiğinde, baştaki ve kuyruktaki DNA miktarı floresan 

yoğunluğuyla yansıtılır. Baş kısmına göre kuyruktaki göreceli floresan, DNA hasarının 

seviyesinin bir ölçüsü olarak kullanılır (Simon ve Carrell., 2013).  

 

1.11. Oksidatif Stres Parametreleri 

 

Hücredeki oksidan ve antioksidan maddeler arasındaki dengenin bozulması oksidatif 

stres olarak bilinir.  Oksidatif stres oluşumu ile hücrelerde reaktif oksijen türlerinin 

konsantrasyonlarında artış görülür. Organizmalar kendilerini oksidatif stresten 

enzimatik veya enzimatik olmayan sistemlerle korurlar (Akkoyun vd., 2023). Sperma 



21 
 

dondurma işlemi sırasında, oksidatif stresin neden olduğu hasarlar çok fazladır. 

Oksidatif stres, spermatozoon membran hasarının yanı sıra mitokondriyal aktiviteyi 

bozar, hücre içi enzimlerin dışarı çıkmasını teşvik eder ve birçok aksonemal proteinin 

bozulmasına neden olarak spermada motilite kaybına yol açar (Peris-Frau vd., 2020).  

Sperma ömrünü ve suni tohumlama dozlarının sayısını artırmak için gerekli bir adım 

olmasına rağmen, spermanın sulandırılması seminal plazmada bulunan antioksidan 

enzimlerin seviyelerini düşürür, böylece oksidatif strese karşı korunmalarını azaltır. 

Seminal plazma birkaç antioksidan enzim içerir; katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz 

(GSH-Px), süperoksit dismutaz (SOD). Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), süperoksit 

dismutaz (SOD)  en büyük aktiviteye sahip olanlardır (Ros-Santaella ve Pintus, 2021). 

Lipit peroksidasyonunun son ürünü olan MDA, hücrede yağ asitlerinin serbest 

radikallere maruz kalması sonucu oluşur ve yaygın olarak kullanılan bir oksidatif stres 

belirtecidir (Akkoyun vd., 2023). 

Araştırılan tez çalışmasının amacı ülkemiz yerli gen kaynaklarından Sönmez koçunun 

spermasının dondurulması esnasında sulandırıcıya katılan güçlü bir antioksidan olan 

arbutinin çözdürme sonrasında spermatozoon kinetik parametreleri, morfoloji, membran 

bütünlüğü, DNA hasarı ve oksidatif stres parametrelerinin araştırılmasıdır. 
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2. MATERYAL ve METOT 

 

2.1.Araştırmada Kullanılan Hayvan Materyali, Bakım ve Beslenmesi 

 

Araştırmada Afyonkarahisar bölgesinde bulunan 3 adet sağlıklı, fertilite yeteneğine 

sahip ve androlojik muayenelerinde herhangi bir patolojik değişiklik saptanmayan koç 

kullanılmıştır. Tüm koçlar özel bir çiftlikte, aynı barınma ve beslenme koşullarında 

tutulmuştur. Bakım ve besleme işlemleri çiftlikte çalışanlar tarafından yapılmıştır. 

 

2.2.Spermanın Toplanması 

 

Koçlardan sperma sezon içi dönemde (Eylül-Kasım) başlıca spematolojik özellikler, 

ejakülat miktarı (ml), yoğunluk (109/ml), motilite (%), anormal spermatozoa oranı (%), 

ölü spermatozoa oranı (%) ve pH yönünden muayene edildi normospermik özellik 

gösterenler kullanıldı. Suni vagina yardımıyla her bir koçtan haftada iki kez olmak 

üzere bir koç için 6 ejekülat, toplamda ise 18 ejekülat alındı. Alınan ejekülatlardan 

normospermik özellik gösteren spermalar çalışmada pooling yapılarak kullanıldı. 

Spermanın alınmasında kızgın 2 baş koyun teaser olarak kulanılmıştır. 

 

2.3. Spermanın Sulandırılması ve Dondurulması 

 

Sperma toplama kadehlerinden deney tüplerine aktarılıp birleştirilen (pooling) sperma 

yoğunluk muayeneleri yapıldıktan sonra 5 eşit hacme ayrılmıştır. Daha sonra önceden 

hazırlanmış Tris solüsyonu her gruba kullanılmış ve antioksidan olarak ise gruplara 

farklı oranlarda arbutin katılmış, kriyoprotektan olarak %5 gliserol içeren sulandırıcı 

ile son sulandırma yapılmıştır. 

 

Tris stok solüsyonu için: 

Trisma base 3,63 g 

Sitrik asit 1,99 g 
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Fruktoz 0,5 g 

100000 IU/ml kristal penisilin 

100 mg/ml streptomisin 

Bidistile su ile 100 ml’ye tamamlanarak tris-sitrik asit-fruktoz solüsyonu hazırlandı 

(Evans ve Maxwell, 1987). 

Spermanın uzun süreli saklanması amacıyla spermanın sulandırılmasında kullanılacak 

grupların içerikleri aşağıdaki gibi hazırlanmıştır; 

 

Kontrol Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarısı %14-penicilin-streptomycin-gliserol 

 

2,5 mM 
Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarısı %14-penicilin-streptomycin-gliserol + 2,5 
mM arbutin 

 

5 mM 
Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarısı %14-penicilin-streptomycin-gliserol + 5 mM 

arbutin 

 

7,5 mM 
Tris-sitrik asit, glukoz-yumurta sarısı %14-penicilin-streptomycin-gliserol+7,5mM 

arbutin 

 

10 mM 
Tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarısı %14-penicilin-streptomycin-gliserol+ 10 mM 

arbutin 

 

Çizelge 2.1: Spermanın sulandırılmasında kullanılacak grupların içerikleri 

 

Sulandırılma işlemleri yapıldıktan sonra örnekler ivedilikle Afyon Kocatepe 

Üniversitesi Veteriner Fakültesi Dölerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalı 

laboratuvarına getirilmiştir. Spermalar her bir grup için ayrı renkte olacak şekilde 0,25 

ml’lik payetlere çekilip açık ağızları polivinil alkol ile doldurulup kapatılarak 5 ºC’de 

3 saat ekilibrasyona bırakıldı. Ekilibrasyon süresi tamamlandıktan sonra sperma 

örnekleri strafor kutu içerisinde ki sıvı azot buharında 12 dakika boyunca donduruldu. 

Daha sonra sperma örnekleri inceleme gününe kadar sıvı azot tankında (-196ºC)  
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depolandı. 

 

2.4. Spermatolojik Değerlendirilme Parametreleri 

 

Dondurulmuş spermalardan her bir parametre için her gruptan 6 adet olmak üzere 30 

adet payet değerlendirmeler yapılırken 37 ºC ye ayarlanmış su banyosunda 30 sn’de 

çözdürülerek spermatolojik özellikler, oksidatif stres ve DNA hasarı yönünden 

değerlendirildi. 

 

2.4.1. CASA Motilitesinin Belirlenmesi 

 

Spermaların çözüm sonu motilitesi, detaylı hareket özellikleri ve yoğunlukları 

bilgisayar destekli sperma analiz cihazı (SCA®, Microptic, Barcelona, Spain) 

kullanılarak değerlendirilmiştir. CASA sistemi, negatif faz-kontrast, 10X objektifte ve 

37°C derecede bulundurulan ısıtma tablası ile bağlantılı mikroskop (Nikon, Eclipse, 

Tokyo, Japan) ile desteklenmektedir. Yapılan analizlerde total motilite %, progresif 

motilite %, VCL (eğrisel hız, μm/s-1), VAP (ortalama yol hızı, μm/s-1), VSL (düz 

çizgisel hız, μm/s-1 ), STR (VSL/VAP, %), LIN (VSL/VCL, %), WOB (VAP/VCL, %), 

ALH (lateral kafa değiştirme, μm) ve BCF (Çapraz geçiş frekans ritmi Hertz (Hz), 

toplam yoğunluk ve motil spermatozoon yoğunluğu parametreleri yazılım sisteminde en 

az 5 farklı mikroskop sahasında okumalar yapılarak yüzde (%) olarak değerlendirildi ve 

kaydedildi. 

 

2.4.2. Anormal Spermatozoon Oranı 

 

Anormal spermatozoon oranı sperma örneklerinin Giemsa boya ile boyanarak 

belirlendi. Lam üzerine 10 mikrolitre sperma örneğinden bırakıldı. Daha sonra froti 

çekilerek yatay bir şekilde kurumaya bırakıldı. Bu işlemi takiben alkolle fikse edilip 

kuruması için beklenildi. Boyama aşamasına kuruma işleminin ardından geçildi ve 

hazırlanan Giemsa boyasından pipetle lamın üzerini kapatacak şekilde yayıldı. Kırk 
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beş dakika beklenildi. Bekleme süresinin ardından lamlar yıkandı. Yıkanan lamlar 

kuruması için lam saklama kabına sırayla bırakıldı. Kuruma işleminden sonra faz-

kontrast mikroskopta 40X’de 400 spermatozoon sayılarak anormal spermatozoon oranı 

% olarak belirlendi. Normal olmayan spermatozoonlar, anormal olarak kabul edildi ve 

spermatozoonun baş, orta kısım, kuyruk ve toplam anomalileri ayrı ayrı belirlenerek 

kayıt altına alındı (Watson, 1975). 

 

 

 

Resim 2.1: Baş, orta ve kuyruk kısmına ait anomaliler 

2.4.3.Hipo-Osmotik Eosin (HE) Test Analizi 

 

Spermatozoon membran bütünlüğünün tespiti ve ölü-canlı spermatozoon oranının 

belirlenmesi amacıyla uygulanmıştır. 

 

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

 

                                        

   100 ml distile suya tamamlanmıştır. 

Şekil 2.1: Eosin boyasının hazırlanışı  
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0,9 g fruktoz  0,49 g sodyum sitrat  

 

                                  

     100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg) 

hazırlandı. 

Şekil 2.2: HOS Test Solüsyonunun hazırlanışı 

 

37 °C’deki su banyosunda bulunan ependorf tüplerdeki 100 mOsm’luk 1 ml HOS test 

çözeltisine sperma örneğinden 20 μl eklendi. Ardından bu çözeltiye eosin boyası ilave 

edilerek 37 °C’lik su banyosunda yarım saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyonun 

ardından lam üzerine bu çözeltiden bir damla alınıp frotileri çekildi ve kısa süre 

içerisinde kurumaları sağlandı. Hazırlanan frotilerde 400’lük büyütmede 400 

spermatozoon 4 tipte; baş kısmının tamamın ya da bir kısmının boya alıp almadığına 

ve kuyrukta kıvrılma veya şişme gözlenip gözlenmediğine göre sınıflandırıldı (Hafez., 

1993). 

 

 

Tip I Şişmiş kuyruk, boya almamış baş (H+,E-) 

Tip II Şişmemiş kuyruk, boya almamış baş (H-,E-)        

Tip III Şişmiş kuyruk, boya almış baş (H+,E+) 

Tip IV Şişmemiş kuyruk, boya almış baş (H-,E+) 

 

Çizelge 2.2: HE test parametreleri 
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Resim 2.2: Spermatozoonlarda HE-testinde gözlenen şişme ve kıvrılmalar 

 

Tip I. Kuyruk şişmiş, baş boya almamış (H+/E-)  

Tip II. Kuyruk şişmemiş, baş boya almamış (H-/E-)  

Tip III. Kuyruk şişmiş, baş boya almış (H+/E+)  

Tip IV. Kuyruk şişmemiş, baş boya almış (H-/E+) 

2.5. DNA Hasarının Tespit Edilmesi 

 

DNA hasarının tespit edilmesinde Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) yöntemi 

kullanıldı. Comet assay olarak da bilinen bu yöntem; farklı molekül ağırlıklarına ve 

elektrik yüküne sahip DNA moleküllerinin alkali pH da elektriksel alanda göç 

yapmaları temeline dayanır. Yorumlanması ise elde edilen DNAların göçlerinin 

görüntülenmesine ve bu görüntülerin değerlendirilmesine göre yapılmakta olup farklı 
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aşamalardan oluşmaktadır (Ostling ve Johanson, 1984; Singh vd., 2003). 

 

2.5.1.Spermanın Yıkanması ve Hazırlaması 

 

37 °C’de 30 sn çözdürülüp ependorf tüplerine aktarılan donduruluş sperma payetleri 

Ca+2 ve Mg+2 bulunmayan fosfat buffer solüsyon (PBS) ile 1:1 oranında sulandırılarak 

10 dk boyunca santrifüj edilerek yıkanmıştır. Santrifüj edilen spermalardan 

süpernatantlar uzaklaştırılarak sperma tekrar sulandırıldı ve santrifüj işlemi bir kez daha 

tekrarlanmıştır. Süpernatant aynı şekilde tekrar uzaklaştırılarak sperma ml’de 20x106 

olacak şekilde tekrar PBS ile sulandırıldı (Fraser ve Strzezek, 2004; Nandre, 2007). PBS 

içerisinde hazırlanmış % 0.75’lik düşük kaynama derecesine sahip agaroz (low melting 

agar, LMA) jelden 120 µl alınarak özel olarak traşlanmış lamlar üzerine bırakılarak froti 

çekildi ve oda sıcaklığında kurumaya bırakıldı. Sulandırılmış spermadan 5 μl alınarak 

85 µl % 1 oranında LMA jel ile 37 °C’de karıştırılarak birinci agaroz kat üzerine 

yayıldıktan sonra lamel ile kapatılarak +4 °C’de bekletilmiştir. Bekleme süresinin 

sonunda katılaşma gerçekleşmiştir. Katılaşmayı takiben lameller dikkatlice lam 

üzerinden alınarak slaytlar hazırlanmıştır (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003). 

 

2.5.2. Lizis  

 

Lam üzerinde agaroz jele gömülen spermatozoonların slaytları hazırlandıktan sonra, 

lizis solüsyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 

pH 10) dik şale içerisine dizilerek yaklaşık olarak 1 saat süre ile +4 °C’de inkübasyona 

bırakıldı. Bu süreyi takiben lizis solüsyonunun içerisinde olan slaytlara 40 mM 

dithioerithrol (DTT) eklendikten sonra slaytlar aynı süre ve sıcaklıkta 1 saat daha 

inkübasyona bırakılmıştır. Daha sonra solüsyona 100 μg/ml proteinaz K ilave edilerek 

slaytlar 37 °C’de bir gece boyunca inkübasyona bırakılmıştır (Hughes vd., 1997; Singh 

vd., 2003). 
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2.5.3. Slaytların Elektroforezi 

 

Yapılan işlemlerden sonra DNA’nın zincirlerinden ayrılması için slaytlar yeni 

hazırlanmış ve soğutulmuş olan elektroforez solüsyonunda 20 dakika boyunca 

inkübasyona bırakıldı. Agaroza gömülü olan spermatozoonların elektroforez 

solüsyonunda (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12.5) 20 dakikalık inkübasyonu 

tamamlandıktan sonra DNA’lar 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda aynı tampon 

çözeltide 20 dakika boyunca uygulama yapıldı (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003). 

 

2.5.4. Nötralizasyon ve Boyama 

 

Elektroforezde yapılan uygulama sonrası alkali elektroforez solüsyonunu slaytlardan 

uzaklaştırmak için slaytlar yeni hazırlanmış Tris tamponuyla (40 mM Tris HCl, pH 7.4) 

yıkanarak nötralizasyon sağlanmıştır (Hughes vd., 1997; Singh vd., 2003). 

Nötralizasyon işlemi bittikten sonra slaytlar bir floresan boya çeşidi olan ethidium 

bromid (5 µg/ml) uygulanarak boyama işlemi yapılmıştır (Hu vd., 2008). 

 

2.5.5. Slaytların Değerlendirilmesi  

 

Slaytlara boyama işlemi yapıldıktan sonra üzerine lamel kapatılarak floresan ışıklı bir 

mikroskopta (Olympus CX-31) 400’lük büyütmede 100 adet DNA görüntüsü 

değerlendirildi. Değerlendirme yöntemi görsel skorlama ile yapılmıştır. Oluşan hasarın 

derecesine göre DNA görüntüleri 5 alt kategoride skorlanmıştır. Hasarsız DNA’lar 0, 

hasar olan DNA’lar ise hasarın derecesine göre 1 ila 4 arasında skorlandırıldı. Sonuçlar 

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

 

2.6. Oksidatif Stres Analizleri  
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Payetlerin çözdürülmesinden sonra (37°C 30 saniye), sperma örnekleri PBS ile üç kez 

yıkanarak, dilüandan ayrılmak için soğutmalı santrifüjde 800×g'de 20 dakika boyunca 

santrifüj edildi. Üst sıvı, daha sonra PBS ile 0,5 mL'ye tamamlandı. Örnekler 

homojenizasyon için buzlu falcon tüplerine alındı. Antioksidan analizleri için sperma 

örnekleri önceden işleme tabi tutuldu. 0,5 gram numune, 50 mM potasyum dihidrojen 

fosfat tamponuna (pH: 7) eklenerek buzlu ortamda 5 ml hacime tamamlandı 

(Parimelazhagan ve Thangaraj., 2016). İlk olarak, dokular mekanik bir homojenizatör 

(IKA-T18 Ultra Turrax) kullanılarak parçalandı ve elde edilen süspansiyon, ultrasonik 

homojenizatörde (Bandelin Sonopuls; 20 kHz güç) ikinci bir homojenizasyon 

işleminden geçirildi. Bu homojenat daha sonra, 5000 rpm'de 15 dakika boyunca 

santrifüj edildi. Malondialdehit düzeyleri, Draper ve Hadley (1990) tarafından önerilen, 

çift ısıtma yöntemi olarak da bilinen kolorimetrik testle belirlendi ve daha önce 

açıklandığı şekilde uygulandı. Temel olarak, MDA'nın tiyobarbiturik asitle reaksiyonu 

ile 532 nm’de absorbans vermesine dayanır (Draper ve Hadley.,1990). 0.2 ml 

süpernatant ve 0.2 ml %8.1 sodyum dodesil sülfat karışımına, 1.5 ml %20 glasyal asetik 

asit ve 1.5 ml %0.8 tiyobarbiturik asit eklendi. Daha sonra karışıma 0.6 ml damıtılmış 

su eklendi. Karışım çalkalanıp ve 95°C'de 1 saat kaynatıldı. Ardından hızlıca soğutuldu 

ve tüplere 1 ml n-bütanol ve piridin (15:1, v/v) karışımı eklendi. Karışım tekrar 

çalkalandı ve 4000 rpm'de 10 dk santrifüj edildi. Pembe renkli kısmın 532 nm'deki 

absorbansı ölçüldü. Redükte glutatyon (GSH) düzeyleri, sperma örneklerinden Ellman 

yöntemi olarak da bilinen kolorimetrik testle belirlendi. Temel olarak, DTNB ile GSH 

ve GSSG'nin katalitik reaksiyonuna dayanır (Hilf ve Hissin., 1976). 0.2 ml süpernatant 

ve 3 ml çöktürücü çözelti (300 ml damıtılmış su içinde 5 g metafosforik asit, 1 g EDTA, 

90 g NaCl çözeltisi) karıştırıldı. Karışım normal filtre kağıdından geçirildi ve 2 ml 

filtrata 8 ml fosfat tamponu (0.3 M Na2HPO4) eklendi. Karışıma 0.5 ml DTNB çözeltisi 

(1% sodyum sitrat çözeltisinde 40 mg DTNB) eklendi. Karışım çalkalandı ve 412 nm'de 

absorbans ölçüldü. GSH miktarları mg/dL biriminde hesaplandı. Total oksidan statü 

(TOS) ve total antioksidan statü (TAS), kolorimetrik test kitleri (Relassay Diagnostics 

LLC, Gaziantep, TR) kullanılarak belirlendi. TOS, biyolojik örneklerdeki oksidan 

maddelerin toplam konsantrasyonunu ölçmek için kullanılan bir nicel testtir. Oksitleyici 

bileşikler tarafından Fe+3'e indirgenen Fe+2'nin oksidasyonu spektrofotometrik olarak 

660 nm'de belirlendi. TAS ise antioksidan maddelerin toplam konsantrasyonunu ölçmek 
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için kullanılan bir nicel testtir. Bu yöntemde, kitteki oksitlenmiş radikal 2,20-azino-bis-

(3-etilbenzotiyazolin-6-sülfonik asit) (ABTS), incelenen örneklerdeki antioksidan 

bileşikler tarafından indirgenirek renk değişiklikleri gözlemlenmiştir. Standart 

seyreltmeler, örnek alma ve inkübasyon kitlerin kullanım kılavuzundaki talimatlara 

uygun olarak gerçekleştirildi. Oksidan ve antioksidan madde düzeyleri μmol/L olarak 

hesaplandı. Ayrıca, oksidatif stres indeksi (OSI) OSI = [(TOS) / (TAS x 100)] 

formülüne göre hesaplandı (Esen vd., 2012). 

 

2.7 İstatistiksel Analiz  

 

Yapılan çalışmada elde edilen motilite ve anormal spermatozoon oranları, HE-test 

parametreleri, DNA hasarları ve oksidatif stres parametrelerinin istatistiksel açıdan 

analizi için SPSS programının 13.0 versiyonu kullanıldı. • Elde edilen verilerin normal 

dağılıma sahip olup olmadığını test etmek amacıyla Shapiro Wilks testi kullanıldı. p 

değeri 0,05'ten küçük olan veriler normal dağılımdan sapma gösterdiği için parametrik 

olmayan Levene’s testi kullanıldı. p değeri 0,05'ten büyük olan veriler normal dağılıma 

uyduğu için tek yönlü varyans analizi (ANOVA) ve post-hoc Duncan testi kullanıldı. 
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3.BULGULAR 

3.1. Dondurma-Çözdürme Sonrası Spermatolojik Parametreler 

Çizelge 3.1: Dondurma-çözdürme sonrası  spermatolojik parametreler (X ± SEM, n:18) 

CASA Parametreleri 

Gruplar 

Progressif 

Motilite 

(%) 

Nonprogressif 

Motilite (%) 

Total 

Motilite 

VAP 

(µm/s) 

VSL 

(µm/s) 

VCL 

(µm/s) 

ALH 

(µm) 

BCF 

(Hz) 
LİN (%) STR (%) 

WOB 

μm/s 

Kontrol 26,79±1,54b 31,44±2,99 58,23±3,28b 44,41±3,34b 35,53±3,50b 55,66±2,76b 1,92±0,07c 4,89±0,22c 53,87±3,44 66,15±2,62 74,77±2,03 

2,5mM 44,04±3,79a 30,42±4,30 76,13±3,73a 44,81±0,84b 35,18±0,81b 57,04±1,57b 2,04±0,09bc 5,26±0,05bc 54,98±1,76 68,15±1,10 75,08±1,19 

5mM 48,23±5,45a 34,39±0,99 77,62±3,35a 46,21±2,14b 35,60±1,48b 59,97±2,59b 2,19±0,07b 5,38±0,16b 51,77±0,65 65,71±0,45 72,98±0,66 

7,5mM 45,36±4,18a 32,88±1,91 76,58±3,61a 45,05±0,83b 35,85±0,59b 59,86±1,71b 2,21±0,10b 5,59±0,14ab 53,87±1,78 68,50±1,07 72,92±1,50 

10mM 46,16±2,40a 30,48±2,82 76,65±2,47a 55,56±3,75a 46,41±4,00a 72,61±3,27a 2,46±0,05a 5,94±0,15a 54,67±2,51 70,22±1,81 71,77±1,69 

 

a-d: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir (P < 0.05).
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Gruplara ait dondurulmuş payetlerin çözüm sonu elde edilen CASA parametrelerine ait 

bulgular Çizelge 3.1’de verilmiştir. Progresif ve total motilite değerlerine bakıldığında 

en yüksek değerler sırasıyla 48,23±5,45 ve 77,62±3,35 ile 5 mM’lık grupta, en düşük 

değerler ise sırasıyla 26,79±1,54 ve 58,23±3,28 ile kontrol grubunda belirlenmiştir. 

Çalışma gruplarında elde edilen değerlerin kontrol grubuna göre istatistiki olarak 

(p<0.05) önemli bulundu. Nonprogresif motilite değerlerinde grupların kendi arasında 

ve kontrol grubuyla aralarında istatistiki olarak (p>0.05) fark olmadığı bulundu.  VAP, 

VSL, VCL parametreleri için en yüksek değerler sırasıyla 55,56±3,75, 46,41±4,00, 

72,61±3,27 ile 10 mM’lık grupta olduğu belirlenmiş kontrol ve diğer gruplar ile 

arasındaki fark (p<0.05) önemli bulunmuştur. VAP ve VCL için en düşük değerler 

sırasıyla 44,41±3,34; 55,66±2,76 ile kontrol grubunda, VSL için en düşük değer 

35,18±0,81 ile 2,5 mM’lık grupta belirlenmiştir. ALH ve BCF değerlerine bakıldığında 

en yüksek değer 10 mM’lık grupta sırasıyla 2,46±0,05; 5,94±0,15 olarak bulunmuş ve 

diğer gruplar ve kontrol grubuyla farkın (p<0.05) önemli olduğu görülmüştür. LIN, 

STR ve WOB değerlerinde gruplar arasında ve kontrol grubuyla herhangi bir fark 

(p>0.05) yoktur.
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3.2. Dondurma-Çözdürme Sonrası Anormal Spermatozoon Oranları 

Gruplara ait dondurulmuş çözdürülmüş payetlerin çözüm sonu elde edilen anormal 

spermatozoon oranları ile elde edilen bulgular Çizelge 3,2’de verilmiştir. Anormal 

spermatozoon oranları değerlendirildiğinde baş anomalilerinde grup içi ve kontrol 

grubuna kıyasla herhangi bir fark (p>0,05) olmadığı orta kısım anomalilerinde ise 7,5 

ve 10 mM’lık gruplardaki düşüşün (p<0,05) diğer gruplar ve kontrol grubuna göre 

önemli olduğu belirlendi. Kuyruk anomalilerine bakıldığında en düşük değerin 2,5 

mM’lık grupta bulunduğu kontrol, 5 ve 7,5 mM’lık gruplarla arasında fark olmamasına 

(p>0,05) rağmen 10 mM’lık gruplar arasındaki farkın önemli (p<0,05) olduğu 

belirlendi. Toplam anomalilere bakıldığında en yüksek değerin kontrol grubunda en 

düşük değerin ise 7,5 mM’lık grupta belirlendiği ve farkın istatistiki olarak önemli 

(p<0,05) olduğu belirlendi. 

 

Çizelge 3.2: Dondurma-çözdürme sonrası anormal spermatozoon oranları ( X ± SEM, 

n:18). 

Anormal Spermatozoon Oranı (%) 

Gruplar Baş Orta Kuyruk  Toplam 

Kontrol 2,83±0,44 3,33±0,58a 13,66±1,89ab 19,83±2,23a 

2,5mM 3,41±0,62 3,00±0,18a 10,50±0,40b 16,91±1,04ab 

5mM 2,50±0,63 3,41±0,75a 11,16±1,22ab 17,08±1,71ab 

7,5mM 2,33±0,40 1,58±0,30b 10,83±0,82ab 14,75±0,94b 

10mM 1,91±0,41 1,33±0,27b 14,41±1,06a 17,66±0,74ab 

a-b: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan 

önemlidir (P < 0.05). 
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3.3. Dondurma-Çözdürme Sonrası HE-Test Parametreleri 

 

Gruplara ait dondurulmuş payetlerin çözüm sonu elde edilen HE-Test Parametrelerine 

ait bulgular Çizelge 3.3’te verilmiştir. Spermatozoon membran bütünlüğü ve canlılığın 

değerlendirildiği HE testinde en düşük membran bütünlüğü ve canlılığın kontrol 

grubunda olduğu en yüksek değerin 47,33±2,56 ile 7,5 mM’lık grupta olduğu ve 

aralarındaki farkın istatistiki olarak (p<0,05) önemli olduğu belirlendi. 

 

Çizelge 3.3: Dondurma-çözdürme sonrası HE-test parametreleri ( X ± SEM, n:18). 

HE-Test(%) 

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

Kontrol 35,00±3,15b 40,33±3,27 7,66±1,90 17,16±0,70a 

2,5mM 42,66±2,30ab 43,00±2,63 6,33±1,28 7,16±0,74b 

5mM 42,33±3,25ab 42,50±3,84 8,00±1,15 7,16±0,47b 

7,5mM 47,33±2,56a 42,33±3,02 5,00±0,68 5,33±0,33c 

10mM 38,66±2,66b 46,50±2,62 5,83±0,54 9,00±0,51a 

 

a-c: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan 

önemlidir (P < 0.05). H+/E-: Kuyruk şişmiş, baş boya almamış, H-/E-: Kuyruk şişmemiş, baş 

boya almamış, H+/E+: Kuyruk şişmiş, baş boya almış, H-/E+: Kuyruk şişmemiş, baş boya 

almış 

 

 

3.4. Dondurma-Çözdürme Sonrası Spermatozoon DNA Hasarları 

 

Gruplara ait dondurulmuş payetlerin çözüm sonu elde edilen DNA hasarlarına ait elde 

edilen bulgular Çizelge 3.4.’de verilmiştir. Dondurma çözdürme sonrası spermatozoon 

DNA hasarı değerlendirildiğinde en yüksek tail lenght değeri 10 mM’lık en düşük ise 

2,5 mM’lık grupta belirlenmiştir. 2,5; 5; 7,5 mM’lık gruplarda elde edilen değerler 

kontrol grubuna göre istatistiki olarak önemli (p<0,05) bulunmuştur. Tail DNA 



36 
 

değerlerine bakıldığında en yüksek değer 39,53±0,40 ile kontrol grubunda, en düşük 

değer ise 34,68±0,85 ile 2,5 mM’lık grupta bulunmuştur. Yine aynı parametrede ki 

2,5; 5; 7,5 mM’lık gruplarda elde edilen değerler ile kontrol ve 10 mM’lık grup 

arasındaki farkın istatistiki olarak önemli (p<0,05) olduğu gözlemlenmiştir. Tail 

moment değerlerine bakıldığında en yüksek değer 31,49±1,21 ile 10mM’lık grupta en 

düşük değer ise 24,64±0,53 ile 5mM’lık grupta elde edilmiştir. Tail moment 

parametresindeki 2,5; 5; 7,5 mM’lık gruplarla kontrol ve 10mM’lık gruplar arasındaki 

fark istatistiki olarak önemli (p<0,05) bulunmuştur. 

 

Çizelge 3.4: Dondurma-çözdürme sonrası DNA Hasarları ( X ± SEM, n:18) 

Gruplar Tail lenght (µm/s) Tail DNA (%) Tail Moment (µm/s) 

Kontrol 37,36±0,71a 39,53±0,40a 30,22±0,59a 

2,5mM 29,76±0,90c 34,68±0,85b 24,95±0,82b 

5mM 32,99±0,77b 36,31±0,37b 24,64±0,53b 

7,5mM 34,34±0,89b 36,23±0,84b 24,78±0,94b 

10mM 39,22±1,37a 39,44±0,28a 31,49±1,21a 

a-b: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan 

önemlidir (P < 0.05). 

 

 

3.5. Dondurma-Çözdürme Sonrası Oksidatif Stres Parametreleri 

 

Gruplara ait dondurulmuş payetlerin çözüm sonu elde edilen oksidatif Stres 

Parametrelerine ait bulgular Çizelge 3.5’de verilmiştir. Oksidatif stres parametreleri 

yönünden değerlendirildiğinde MDA’nın en yüksek değeri 6,47±0,67 ile 10mM’lık 

grupta bulunmuş en düşük değeri ise 4,84±0,54 ile 5mM’lık grupta bulunmuştur. 2,5 

ve 5 mM’lık gruplarda belirlenen değerler 10 mM’lık gruba göre istatistiki olarak 

önemli (p<0,05) derecede düşük bulunmuştur. GSH değerlerinde ise en yüksek grup 
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0,39±0,00 ile 5mM’lık grup olmuş iken en düşük değer ise 0,35±0,00 ile 10 mM’lık 

grupta belirlenmiştir. 10 mM’lık grupta belirlenen değer kontrol ve diğer gruplara göre 

istatistiki olarak farklı (p<0,05) bulunmuştur. En yüksek total antioksidan düzeyi 

2,5mM’lık grupta 7,54±0,38 ile belirlenmişken en düşük değer ise 4,85±0,26 ile 

10mM’lık grupta bulunmuştur.  Elde ettiğimiz en yüksek değer ile kontrol ve 5mM’lık 

grup arasında herhangi bir istatistiki fark (p>0,05) bulunamamış iken 7,5 ve 10 mM’lık 

grup ile aralarındaki fark (p<0,05) önemlidir. Total oksidan düzeyi 

değerlendirildiğinde ise en yüksek değer 16,86±0,89 ile 10mM’lık grupta, en düşük 

değer ise 11,71±0,59 ile 2,5mM’lık grupta belirlenmiştir. Total oksidan düzeyi ve 

oksidatif stres indeksi yönünden 10 mM’lık grubun kontrol ve diğer gruplar ile 

arasındaki farkın istatistiki olarak önemli (p<0,05) bulunduğu tespit edildi. 

 

Çizelge 3.5: Dondurma-çözdürme sonrası oksidatif stres parametreleri (X ± SEM, n:18). 

Gruplar 
MDA 

(nmol/ml) 

GSH  

(mg/dl) 
TAS TOS OSI 

Kontrol 5,48±0,30ab 0,38±0,00a 6,88±0,13ab 12,71±0,74b 18,52±1,20b 

2,5mM 5,16±0,44b 0,38±0,01a 7,54±0,38a 11,71±0,59b 15,78±1,23b 

5mM 4,84±0,54b 0,39±0,00a 7,20±0,44ab 11,74±0,36b 16,72±1,45b 

7,5mM 5,64±0,44ab 0,38±0,00a 6,42±0,14b 12,50±2,15b 19,58±3,40b 

10mM 6,47±0,67a 0,35±0,00b 4,85±0,26c 16,86±0,89a 35,28±2,65a 

a-b: Herbir sütun içerisinde farklı harf taşıyan değerler arasındaki farklar istatistiki açıdan önemlidir (P < 

0.05). 
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4. TARTIŞMA 

 

Kriyoprezervasyon işlemi, spermatozoonda çok fazla hasara neden olur ve bu da 

çözdürme sonrası kalitenin en az %50 düşmesine neden olur. Koyunlarda dondurulmuş 

sperma ile suni tohumlama halen istenilen başarıyı yakalayamamıştır, çünkü koyunlarda 

serviksin kıvrımlı yapısından dolayı suni tohumlama pistolesi serviksi geçemez. Sonuç 

olarak, sperma vajinada veya serviksin giriş kısmına yakın bir yerde bırakılır. Çözdürme 

sonrası sperma motilitesi taze spermaya göre daha az olduğu için servikse daha az 

sayıda spermatozoon penetre olur ve bu nedenle kaudal isthmusta optimum 

spermatozoon deposu oluşmaz. Bunun için, yeterli sayıda spermatozoonun uterusa 

girmesi ve gebe kalma oranının artması, çözdürme sonrası koç sperma kalitesinin 

iyileştirilmesi için her türlü çaba gösterilmektedir (Banday vd., 2017).  

 

Spermatozoon membranı kriyoprezervasyon sırasında başlıca hasar bölgesidir. Bu hasar 

kriyoprotektanlarla ekilibrasyon ve soğutma sırasında meydana gelen hasar olarak ikiye 

ayrılabilir (Hammerstedt vd., 1990). Gliserol gibi intrasellüler kriyoprotektif ajanların 

yüksek yoğunlukları (%5-15 v/v) pek çok hayvan türünde spermatozoon 

kriyoprezervasyon ortamında hemen  her zaman bulunduğundan spermatozoonun bu 

ortamlarla ekilibrasyon süreci hücre hacminde büyük değişikliklere neden olabilir 

(Fuller vd., 2004). Yani kriyoprotektif ajan içeren ortama maruz kaldığında 

spermatozoon önce küçülür ve yavaş yavaş yeniden şişer. Spermatozoon hücreleri 

özellikle osmotik olarak indüklenen hacim değişikliklerine karşı son derece hassastır. 

Bu değişiklikler membran bütünlüğü, motilite ve akrozom bütünlüğünün kaybı gibi 

hasarlarla sonuçlanabilir (Oldenhof vd., 2013). Kriyoprotektanlarla ekilibrasyon 

sonrasında sperma soğutulur. Bu durum plazma membranında sıklıkla görülen başka bir 

hasar kaynağıdır (Holt ve North., 1994). Öncelikle dondurma çözdürme işlemi 

intrasellüler kriyoprotektanlar ve diğer ortam bileşenlerin ekstrasellüler 

konsantrasyonlarında büyük değişikliklere neden olur. Bu dondurma çözdürme kaynaklı 

osmolaritede ki değişiklik ve buna bağlı olarak osmos hücre hacminde dramatik 

değişikliklere neden olabilir ve böylece hücre membranları üzerinde önemli mekanik 

stres oluşturabilir (Noilesvd., 1995). 
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Ortamdaki iyonik bileşenlerin donma konsantrasyonunun hasarın temel bir kaynağı 

olduğu düşünülmektedir ve bu hasar, geçici olarak sıfırın altındaki sıcaklıklarda göreceli 

iyonik konsantrasyonları azaltan geçirgen (örn. gliserol veya etilen glikol) veya 

geçirgen olmayan kriyoprotektanlar (örn. sakaroz, rafinoz veya trehaloz) gibi ana 

noniyonik ortam bileşenleri tarafından bazı şekillerde hafifletilir (Lovelock., 1953). 

Ekstrasellüler buzun yokluğunda ve buna bağlı büyük osmotik gradyanların oluşmadığı 

durumlarda bile, soğutma nedeniyle meydana gelen faz geçişleri plazma membranının 

yapısını değiştirir (Sieme vd.,2015). Aslında, spermatozoonlardaki kriyohasarlarının 

çoğu, plazma membranının yapısal stabilitesi ile ilişkilidir ve bu nedenle plazma 

membranının bileşimi ile bağlantılıdır (De Leeuw vd., 1993). Örneğin, bazı fosfolipitler 

membran esnekliğini artırırken, kolesterol stabilite sağlar ve spermatozoonun 

kriyohasarına karşı direncini artırır (Dufourc., 2008). Düşük kolesterol-fosfolipit 

oranına sahip, asimetrik kolesterol dağılımına sahip membranlar daha savunmasız 

görünmektedir. Ayrıca, membran fosfolipitlerinin yanıt hareketi genellikle 5 °C'nin 

altındaki sıcaklıklarda kısıtlanır ve bu sonunda akışkan fazdan jel fazına geçişi sağlar. 

Bu fenomenin bir sonucu olarak, membran lipitleri yeniden yapılandırılır, bazı 

kolesterol molekülleri salınır ve plazma membranındaki birçok integral protein, örneğin 

iyon kanalları, işlevsiz hale getirilemez bir şekilde kümelenir (Vadnaisve  Althouse., 

2011; Yeste., 2016). Tüm bu değişiklikler, membranın istikrarının bozulmasına ve 

seçici geçirgenliğinin kaybına yol açarak, Ca2+ ve bikarbonat gibi iyonların hücre dışı 

alandan akışını artırarak spermatozoonun kapasitasyonuna sebep olabilen dondurulmuş 

saklama sırasında meydana gelen membran hasarına neden olur (Watson., 2000).  

 

Spermatozoon, kriyoprezervasyon sırasında büyük miktarda reaktif oksijen türleri 

(ROS) üretiminden dolayı lipit peroksidasyonuna yatkın olan çoklu doymamış yağ 

asitlerini (PUFA) yüksek oranda içerir (Hezavehei vd., 2018). Sperma ve seminal 

plazmada bulunan süperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz 

(GPx) ve glutatyon redüktaz (GR) gibi çeşitli intrinsik antioksidan koruyucu sistemlerle 

ve metiyonin, C vitamini (askorbik asit) ve E vitamini (α-tokoferol) gibi enzimatik 

olmayan antioksidanlarla oksidatif strese karşı tepki gösterirler (Amidi vd., 2016). 

Bununla birlikte, mevcut antioksidan sistemlerin kapasitesi genellikle yeterli değildir ve 

etkinlikleri, kriyoprezervasyon işlemi sırasında sulandırma veya soğutma ile daha da 
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azalabilir, bu da endojen antioksidan savunma sistemini zayıflatır. Bu nedenle 

antioksidanlar kriyoprezervasyon stratejisi olarak, ROS'un spermatozoon üzerindeki 

zararlı etkisini azaltmak için kullanılırlar (Amidi vd., 2016). 

 

Antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayanlar olarak iki ana katagoriye ayrılır, her 

ikisi de soğuktan koruma sürecini iyileştirmek ve kriyohasarı azaltmak için etkili 

stratejiler olarak önemlidir (Amidi vd., 2016). Amino asitler, seminal plazmada 

bulunurlar ve antioksidan özelliklere sahip olmaları nedeniyle enzimatik olmayan 

süpürücüler olarak sayılırlar. Hipotaurin, glutamin, sistein, taurin, histidin, prolin ve 

glicin gibi çeşitli amino asitler, koç spermasının DNA hasarını azaltmak ve çeşitli 

dondurma ve çözdürme sonrası parametrelerini artırmak için kullanılmıştır (Bucak vd., 

2009).  

 

Arbutinin farklı kimyasal ve hücre bazlı antioksidan deneylerinde kullanıldığında 

önemli antioksidan aktivitelere sahip olduğu bildirilmiştir (Takebayashi vd., 2010). 

Bitki stres toleransındaki arbutinin olası bir fonksiyonu, kısmen veya tamamen dehidre 

olmuş, kurutulmuş veya donmuş yapraklardaki membran bozulmasını inhibe etmek 

olabilir (Aboagla ve Maeda.,2011). Arbutin; aşırı düşük sıcaklıklara veya uzun süreli 

kuraklığa dayanabilen bitki taksonlarında mevcut olduğundan, arbutinin çevresel strese 

karşı dirençte önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Lukas vd.,2010).  

 

Arbutinin dondurma çözdürme işlemi sırasında spermatozoonu nasıl bir mekanizmayla 

koruduğu kesin olarak açıklığa kavuşturulmamıştır. Ancak suni tohumlama için, 

spermatozoonun donma sırasında büyük bir oranda hücre içi su kaybına dayanabilecek 

şekilde olması önemlidir. Kriyoprotektanların koruyucu etkilerinin, tuz 

konsantrasyonlarının azaltılması ve belki de hem donmamış su fraksiyonunun 

arttırılması hem de su kanallarının boyutunun arttırılması ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (Mazur ve Rigopoulos., 1983).  Bu bilgilerin ışığında ve Aboagla ve 

Maeda (2011) ‘nın keçi sperması üzerinde yaptığı çalışmada ki yararlı etkisine 

dayanarak arbutinin koç spermasının dondurulması üzerine antioksidan olarak 

kullanılması bu çalışmanın hipotezini oluşturmuştur. Çalışmamız koç spermasına 

arbutin katılan ilk çalışmadır. Hipotez çalışmasına dayanarak ilk etapta aynı dozlarda 
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arbutin ilave etmemize rağmen sperma dondurulamadığı için dozu yeniden 

düzenleyerek düşürdük ve tekrar denedik.  

 

Koçlar üzerinde yaptığımız bu tez çalışmasında 2,5 mM, 5 mM, 7,5 mM, 10 mM 

arbutin ilave edilen gruplarda sırasıyla kontrol grubuna kıyasla motilite oranında daha 

yüksek sonuçlar bulduk. Aboagla ve Maeda (2011), keçiler üzerinde yaptıkları 

çalışmada 0.1M, 0.2 M, 0.3 M, 0.4 M arbutin içeren grupların motilitelerini kontrol 

grubuna göre daha yüksek bulmuşlardır. Sonuçlar yapmış olduğumuz çalışmayla 

paralellik gösterse de iki çalışma arasındaki farkın öncelikle kullanılan dozlardan 

kaynaklandığı ayrıca tür farkının da önemli olduğunu düşünüyoruz. Yeni vd. (2022) koç 

spermasına 10, 50, 100, 250 ve 500 µg/ml hesperidin ekledikleri çalışmada en yüksek 

toplam motilite sonuçları 10 µg/ml’de ve 50 µg/ml’de belirlemişlerdir. Buna rağmen 

sperma sulandırıcısına eklenen hesperidin dozlarının kontrol grubuna kıyasla progresif 

motilite üzerinde istatistiksel olarak anlamlı bir koruyucu etkisinin olmadığını 

belirlemişlerdir. Ek olarak, 500 µg/ml dozunun sonucunu motilite üzerinde olumsuz bir 

etkisi olduğunu tespit etmişlerdir. Yaptıkları çalışmada ki sonuçlar bizim çalışmamıza 

göre düşük oranda bulunmuştur. İki çalışma arasındaki farkın kullanılan antioksidan 

maddeden, antioksidan maddenin miktarından kaynaklanabileceği düşünülmektedir. 

İnanç vd. (2022) koç spermasına timokinon kattıkları çalışmalarında, 100 μg/ml’lik 

grubun kontrol ve 10 μg/ml’lik gruba kıyasla daha yüksek progresif motilite ve total 

motilite değerlerine sahip olduğunu belirlemişlerdir. 10 μg/ml’lik grubun dışında 

timokinonun, kontrol grubuna kıyasla 25 μg/ml, 50 μg/ml, 100 μg/ml’lik tedavi 

gruplarındaki örneklerin motilite özelliklerini iyileştirdiğini belirlemişlerdir. Kontrol 

grubunun diğer gruplara göre düşük sonuç vermesi çalışmamızla paralellik 

göstermesine rağmen bulunan sonuçlar çalışmamızda elde edilen sonuçlardan daha 

düşüktür. İki çalışmanın sonuçlar açısından paralellik göstermemesinin sebebi diğer 

çalışmalarla benzer şekilde kullanılan antioksidan madde ve antioksidan maddenin 

dozunun farklı olmasından kaynaklandığını düşünmekteyiz. Laoung-On vd. (2022),  

boğalar üzerinde yaptıkları çalışmada N. nucifera  ekstraktlarında kuersetin, gallik asit, 

kateşin ve p -hidroksibenzoik asit eklemişlerdir. Spermaya N. nucifera ekledikleri 

çalışmada in vitro modelde spermatozoon motilitesini etkili bir şekilde artırdığını tespit 

etmişlerdir. Hussaini vd. (2017), tertbütil hidrokinon (tBHQ) kullanarak boğalar 
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üzerinde yaptıkları çalışmada tüm gruplar arasında 5 μM’lük grupta toplam 

spermatozoon motilitesini kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde daha yüksek olarak 

bulmuşlardır. 

 

Çözüm sonrası spermatozoon motilitesinde gözlenen farklılığa yetiştirme şartları, yaş, 

bakım, besleme, sperma alma metodu, ırk, tür, mevsim gibi birçok temel faktörler etki 

edebileceği gibi dondurma işleminde kullanılan sperma sulandırıcılarına katılan 

antioksidanların miktar ve içerikleri, spermanın sulandırılmasında ve dondurulmasında 

kullanılan tekniklerden çözüm süresi ve sıcaklığındaki değişimlerden ve analizi yapan 

kişi gibi faktörlerin yanında sperma alma metodunun da rolü olabilir. 

 

CASA motilitesi açısından kontrol grubuna göre arbutin katılmış gruplardaki fark 

önemli (p<0,05) bulundu. VAP değerleri bakımından en düşük değer kontrol grubunda 

belirlendi fakat sadece 10 mM’lık arbutin içeren grupla arasında anlamlı bir fark 

(p<0,05) belirlenmiştir. VSL değerleri için en düşük değer 2,5 mM’lık grupta bulundu 

ve 10 mM’lık arbutin içeren grupla arasında anlamlı bir fark (p<0,05)  belirlenmiştir.  

VCL değerleri için kontrol grubu diğer arbutin içeren gruplara göre düşük bulunmuştur 

ancak sadece 10 mM’lık arbutin içeren grupla arasında anlamlı bir fark (p<0,05) 

belirlenmiştir. ALH ve BCF değerlerine bakıldığında en yüksek değer 10 mM’lık grupta 

bulunmuş ve diğer gruplar ve kontrol grubuyla farkın (p<0.05) önemli olduğu 

görülmüştür. Hussaini vd. (2017), tertbütil hidrokinon (tBHQ) kullanarak boğalar 

üzerinde yaptıkları çalışmada VSL değerini kontrol grubuna kıyasla 5 μM’lık grubu 

önemli ölçüde daha düşük bulmuşlardır.  LIN ve STR değerleri için kontrol grubu ve 

2,5 μM’lık gruplara göre 5 μM tertbütil hidrokinon ilave ettikleri grupta daha düşük 

sonuç elde etmişlerdir. İnanç vd. (2022) koç spermasına farklı dozajlarda timokinon 

uyguladıkları çalışmada en yüksek VCL ve ALH değerlerinin 100 μg/ml ‘lık grupta 

olduğunu belirlemişlerdir. Çoyan vd. (2011), Merinos koçlarının spermalarına farklı 

oranlarda sistein ve ergotiyoninin ekledikleri çalışmada, kontrol grubuna göre 2 ve 4 

mM'lik ergotiyonin ilavesinin, VSL ve VCL yüzdelerini arttırdığını tespit etmişlerdir. 

Üç farklı dozda uygulanan ergotionin, kontrol grubuna kıyasla daha yüksek VAP değeri 

belirlemişlerdir.  
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Söz konusu değerlere ilişkin bulgular ile diğer araştırmacıların bildirdiği veriler arasında 

görülen farklılıklar spermanın sulandırılması ve dondurulmasında kullanılan teknik ve 

yöntemlerin değişik olmasına, çözüm süresi ve sıcaklığındaki farklılıklara, analizi yapan 

görevli veya makinaya bağlı olarak oluşmuş olabilir. Bu cihazlarda kullanılan 

yazılımların (SCA, Hamilton Thorne gibi) farklı kinetik parametre değerlerinin 

bulunması farklı sonuçlar çıkmasındaki en önemli etkenlerden biridir. 

Orta ksım anomalilerinde 7,5 ve 10 mM’lık gruplardaki düşüşün diğer gruplar ve 

kontrol grubuna göre önemli (p<0,05) olduğu tespit edildi. Kuyruk anomalilerinde ise 

en düşük değerin 2,5 mM’lık grupta bulunduğu 10 mM’lık grupla arasındaki farkın 

önemli (p<0,05) olduğu ve toplam anomalilere bakıldığında en yüksek değerin kontrol 

grubunda en düşük değerin ise 7,5 mM’lık grupta belirlendiği ve farkın istatistiki olarak 

önemli (p<0,05) olduğu belirlendi. 

Gündoğan vd. (2021) koç spermasına farklı dozlarda kafeik asit fenil ester ilave ederek 

yaptıkları çalışmada orta kısım anomalileri ile toplam anormal spermatozoon oranı 

bakımından kontrol grubuna göre 100 μg/ml kafeik asit fenil ester içeren gruptaki ve 

kuyruk kısmındaki anomaliler açısından 50 ve 100 μg/ml kafeik asit fenil ester içeren 

gruplardaki azalmayı önemli bulmuşlardır. Yaptığımız çalışma kuyruk kısmındaki 

anomaliler açısından bu çalışmayla paralellik göstermektedir. Santos vd. (2022), 

tetrafenilfosfonyum (TPP+) ile konjugasyon yoluyla hidroksibenzoik asitlerden 

sentezlenen mitokondri hedefli bir antioksidan (AntiOxBEN2) geliştirip boğa 

spermasında kullanmışlardır. AntiOxBEN2’nin boğa spermatozoonunda yapısal 

anormalliklere neden olmadığını belirlemişledir. 

Yapılan çalışmalarda elde edilen anormal spermatozoa oranları ile diğer çalışmalarda 

elde edilen oranlar arasında görülen farklılıklar koçların genotipik ve ırksal 

farklılıklarından, çalışmanın sezon içi veya sezon dışında gerçekleştirilmesinden, 

sperma alma metodu gibi faktörler, sperma sulandırıcısının içeriği, sulandırıcıda 

kullanılan yumurta sarısının oranı, sulandırıcılardaki antioksidanlar, dondurma ve 

çözdürme prosedürleri, değerlendirmede kullanılan teknikler ve muayeneyi yapan 

kişiler arasındaki farklılıklar gibi nedenlerden kaynaklanmış olabilir. Bunun yanı sıra 

türler arasındaki hücre membranlarında bulunan değişik orandaki kolesterol fosfolipit 

oranının çözüm sonu parametreler üzerine direkt etkisi olduğu düşünülmektedir. 
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Kolesterol fosfolipit oranındaki değişim doymamış yağ asit oranını etkilediği için soğuk 

şokuna karşı dirençde değişmektedir. 

 

H+/E- değeri açısından kontrol grubuna göre 7,5 mM’lık grupta gözlenen artış önemli 

(p<0,05) bulunmuştur. H-/E-, H+/E+ değerleri açısından ise kontrol ve diğer gruplar 

arasında anlamlı bir fark (p>0,05) bulunamamıştır. H+/E+ değerleri açısından ise 7,5 

mM’lık grupta ki azalış anlamlı (p<0,05) bulunmuştur. Aboagla vd. (2011) yaptıkları 

çalışmada 0,4 M arbutin eklenen grubun membran bütünlüğünü 0,1 ve 0,2 M arbutin 

eklenen gruba göre daha yüksek bulmuşlardır. Arbutinin bir fosfolipaz inhibitörü olarak 

işlev görmesi arbutinin bilinen bir fosfolipaz A inhibitörüne yapısal benzerliğine 

dayalıdır (Oliver vd.,1996). Arbutin, bir antioksidan olarak bilindiğinden ve ayrıca 

çoğunlukla dehidrate sistemlerde fosfolipaz A2 (PLA2) aktivitesini inhibe ettiği için 

kuru haldeyken membran bileşenlerinin korunmasına katkıda bulunabilir. Fosfolipaz A2 

(PLA2) aktivitesinin inhibe edilmesi önemlidir çünkü PLA2, bir dizi biyolojik süreçte 

önemli rol oynayan lipid mediatörlerin üretimini kontrol eder. Bu lipid mediatörler 

arasında prostaglandinler, lökotrienler, pıhtılaşma aktivasyon faktörü (PAF) ve 

lizofosfolipitler bulunur. Bu nedenle, PLA2 aktivitesinin inhibe edilmesi, inflamasyon 

kontrolü, nöroproteksiyon, kardiyovasküler sağlık ve immünolojik süreçlerin 

düzenlenmesi gibi birçok durumda önemlidir. PLA2 inhibitörleri, bu etkileri elde etmek 

için potansiyel bir terapötik yaklaşım olabilir(Oliver vd., 2001). 

Dondurma çözdürme sonrası spermatozoon DNA hasarı değerlendirildiğinde 2,5; 5; 

7,5 mM’lık gruplarda elde edilen değerler kontrol grubuna göre istatistiki olarak 

önemli (p<0,05) bulunmuştur. Tail DNA değerlerine bakıldığında 2,5; 5; 7,5 mM’lık 

grularda elde edilen değerler ile kontrol ve 10 mM’lık grup arasıdaki farkın istatistiki 

olarak önemli (p<0,05) olduğu gözlemlenmiştir. Tail moment parametresindeki 2,5; 5; 

7,5 mM’lık gruplarla kontrol ve 10mM’lık gruplar arasındaki fark istatistikî olarak 

önemli (p<0,05) bulunmuştur. İnanç vd. (2022) koç spermasına farklı dozlarda 

timokinon uyguladıkları çalışmada kontrol grubuna kıyasla 50 μg/ml ve 100 μg/ml’lik 

gruplarda Tail lenght ve Tail DNA açısından DNA hasarına karşı timokinonun önemli 

koruma etkilerine sahip olduğunu tespit etmişlerdir. Trivedi vd. (2011) testiküler 

toksisite modelinde farklı dozajlarda hesperidin uyguladıkları ratlarda Tail lenght, Tail 
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moment ve Tail DNA üzerinde hesperidinin koruyucu bir etkiye sahip olduğunu 

belirlemişlerdir.  

Çözüm sonrası DNA hasarında gözlenen farklılıklar arasında koçların genotipik ve 

ırksal farklılıklarından, mevsim ve sperma alma metodu gibi faktörlerin yanı sıra 

sperma sulandırıcılarına katılan antioksidanların farklı olması, spermanın 

sulandırılmasında ve dondurulmasında kullanılan tekniklerin farklılığı çözüm süresi ve 

sıcaklığındaki değişimler gibi etkenlerin de rolü olabilir. 

Oksidatif stres yönünden MDA parametresi için 2,5 ve 5 mM’lık gruplarda belirlenen 

değerler 10 mM’lık gruba göre istatistiki olarak önemli (p<0,05) derecede düşük 

bulunmuştur. GSH parametresinde ise 10 mM’lık grupta belirlenen değer kontrol ve 

diğer gruplara göre istatistiki olarak farklı (p<0,05) bulunmuştur. En yüksek total 

antioksidan düzeyi 2,5mM’lık grup ile 7,5 ve 10 mM’lık grup arasındaki fark (p<0,05) 

önemli bulunmuştur. Total oksidan düzeyi ve oksidatif stres indeksi yönünden 10 

mM’lık grubun kontrol ve diğer gruplar ile arasındaki farkın istatistiki olarak önemli 

(p<0,05) bulunduğu tespit edildi. Redoks tablosuna göre, yalnızca 10 mM 

konsantrasyonda arbutin oksidatif stres parametrelerinde değişikliklere neden 

olduğunu göstermektedir. Arbutin'in daha düşük konsantrasyonlarında ise redoks 

dengesinde herhangi bir değişiklik olmamıştır. Arbutinin 10 mM konsantrasyon 

altında kullanılması, lipid peroksidasyonuna neden olmaması ve genel redoks 

dengesinin oksidanlar lehine bozulmaması nedeniyle, bu antioksidanın sulandırma 

ortamında kullanımını engellememektedir. Ancak, in vitro antioksidan özellikleriyle 

tanınan arbutin, bu çalışmada hücresel düzeyde etkilerini araştırırken metabolik 

süreçlere dahil olmaması nedeniyle bilinen antioksidan özelliğini kanıtlayamamış 

olabilir. Gündoğan vd. (2021) koç spermasına 10 μg/ml, 50 μg/ml, 100 μg/ml kafeik 

asit fenil ester uyguladıkları çalışmada total antioksidan düzeyleri bakımından kontrol 

grubuna göre 10 ve 100 μg/ml kafeik asit fenil ester içeren gruplardaki artışın 

istatistikî olarak önemli olduğunu rapor etmiştir. Santos vd. (2022), 

tetrafenilfosfonyum (TPP+) ile konjugasyon yoluyla hidroksibenzoik asitlerden 

türetilen mitokondri hedefli bir antioksidan (AntiOxBEN2) geliştirip boğa spermasında 

kullandıkları çalışmada 1 ve 10 µM konsantrasyonda AntiOxBEN2 ekledikleri boğa 

spermasında kontrol grubuna kıyasla diğer gruplarda AntiOxBEN2’nin hücre içi 
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oksidatif stresi azalttığını belirlemişlerdir. He vd. (2020), yaban domuzu spermaları in 

vitro olarak çeşitli oranlarda rosmarinik asit ilave edilmesinin spermatozoonda MDA 

oluşumunu önemli ölçüde azalttığını belirlemişlerdir. Kontrol grubundaki MDA 

düzeyi, 75 ve 100 μM rosmarinik asit ilave edilmiş deney gruplarına göre daha yüksek 

olduğu sonucuna ulaşmışlardır. Luño vd. (2015), domuzlar üzerinde yaptıkları 

çalışmada dondurma sırasında sulandırıcıya rosmarinik asit eklenmesinin, çözdürme 

sonrası spermatozoonda MDA oluşumunda önemli bir azalma olduğunu 

belirlemişlerdir. 105  μM  rosmarinik asit ilave edilmiş deney grubuna kıyasla kontrol 

grubundaki MDA düzeyini daha yüksek bulmuşlardır. Rasool vd. (2021) ratlar 

üzerinde yapmış oldukları çalışmada MDA düzeyleri, 10 mg/ml'de etilen oksit alan 

grubu kontrol grubuna göre önemli ölçüde yüksek olarak rapor etmişlerdir bu da etilen 

oksit ile tedavi edilen ratlarda hafifletilmiş oksidatif stresi göstermektedir. Bununla 

birlikte, etilen oksit alan ratlara 200 mg/kg ve 400 mg/kg’lık kızlcık ekstresi verilen 

gruplarda bulunan MDA sonuçları etilen oksit verilen ratlarda kızılcık ekstresinin 

iyileştirici etkilerini gösterir. Benzer şekilde, etilen oksit ve 200 mg/kg kızlcık ekstresi 

verilen grupta enzimatik antioksidanlarda ve intraselüler antioksidan aktivitede düşüş 

rapor etmişlerdir ve bu, etilen oksit ile tedavi edilen ratlarda değişmiş bir antioksidan 

yanıtına işaret etmektedir. Yeni vd. (2020) koç spermasına 1 mM Trolox ve 50 mM 

Taurin ekledikleri çalışmada antioksidan özellikte olan trolox ve taurinin çözüm sonu 

oksidatif stres düzeyinde anlamlı şekilde etki gösterdiğini, taurinin 50 mM eklendiği 

grupta en yüksek koruyuculu sağladığı tespit edilmiştir. Martins vd. (2023), yaptıkları 

çalışmanın Comet testi sonuçlarında metil ve bütil parabenler ile tedavinin enzimatik 

antioksidanların aktivitesini artırdığını belirlemişlerdir. 

Çözüm sonrası oksidatif stres parametrelerinde literatür bilgileri ile aralarında 

gözlenen farklılıklar koçların antioksidan kapasitelerinin farklı oluşuna genotipik ve 

ırksal farklılıklara, sperma sulandırıcısının içeriğinden, sulandırıcıda kullanılan değişik 

miktarlardaki antioksidan oranlarından, spermanın sulandırılmasında ve 

dondurulmasında kullanılan tekniklerdeki farklılıklara, çözüm süresi ve sıcaklığındaki 

değişimlere, analizin yapıldığı yöntem ve analizi yapan kişi gibi faktörlere bağlı olarak 

da meydana gelmiş olabilir. Ayrıca, redoks sisteminin genel durumunun 

değerlendirildiği çalışmamızın, enzimatik sistem elemanlarının analizi daha ileride 

yapılacak çalışmalarla açıklığa kavuşturulacaktır. 
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5.SONUÇ 

 

Sonuç olarak daha önce güçlü bir antioksidan olarak tespit edilmiş arbutin bu çalışmada 

da motiliteyi artırmış, anormal spermatozoon oranını azaltmış, plazma membran 

bütünlüğünü artırmış, oksidatif stres ve DNA hasarını azalttığı belirlenmiştir. Bu gibi 

yararlı etkilerinden dolayı sperma kriyoprezervasyonu için arbutinin sperma 

sulandırıcısına katılabilecek bir antioksidan olduğu kanaatine varılmıştır fakat bu alanda 

yapılmış yeterli bilgiye olmaması nedeniyle daha kapsamlı araştırmalar yapılmalıdır. 
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