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OZET

KOC SPERMASININ DONDURULABILIRLiGi UZERINE
PROANTOSIYANIDININ ETKILERI

Bu calismanin amaci Sonmez 1rki koclarin sperma sulandiricisina katilan farkl
konsantrasyondaki proantosiyanidinin ¢dziim sonu spermatolojik parametreler, oksidatif
stres ve DNA hasar1 {izerine etkileri aragtirildi. Ejakulatlar iic bas Sonmez koctan
haftada bir kez suni vajen yardimiyla toplandi ve bu islem alti tekrar seklinde
uygulandi. Ejakulatlar ml’de 150x106 spermatozoon olacak sekilde antioksidan
icermeyen (kontrol) ve antioksidan igeren (10 pg/ml, 25 pg/ml, 50 pg/ml ve 100 pg/ml
) sulandiricilar ile bes bolime ayrildi. Sulandirilan 6rnekler 0,25 ml’lik payetlerde 5
0C’de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra sivi azot buharinda donduruldu.
Subjektif motilite yoniinden 10 pg/ml igeren grup, kontrol ve diger gruplara gore
belirgin bir tstiinliik sagladigi (P<0,05) gozlendi. Bas, kuyruk ve toplama anormal
spermatozoa oranlar1 agisindan kontrol grubuna gore 10 pg/ml proantosiyanidin i¢eren
gruptaki diisiis ile orta kisim bakimindan 10 ve 25 pg/ml proantosiyanidin igeren
gruplardaki azalma istatistiki olarak 6nemli (P<0,05) bulundu. H+/E- bakimindan
kontrol grubuna goére 10 pg/ml proantosiyanidin igeren gruptaki artisin istatistiki olarak
onemli (P<0,05) oldugu belirlendi. Kontrol grubuna kiyasla Tail lenght agisindan 10 ve
25 pg/ml proantosiyanidin ilave edilen gruplardaki diisiisiin, Tail DNA bakimindan 10,
25 ve 50 pg/ml proantosiyanidin ilave gruplardaki azalmanin, Tail moment ag¢isindan da
tim antioksidan ilave edilen gruplardaki disiisiin istatistiki olarak anlamli (P<0,001)
oldugu belirlendi. TOS acisindan kontrol grubuna goére 10, 25 ve 100 pg/ml
proantosiyanidin ilave edilen gruplardaki artig istatistiki olarak 6nemli (P<0,05)
bulundu.

Sonug olarak yapilan ¢aligmada kog¢ spermasinin saklanmasinda spermaya katilan farkl
dozlardaki proantosiyanidinin 10 pg/ml dozu spermatozoon motilite, anormal ve 6lii-
canli spermatozoon orani, membran biitlinliigli ve DNA hasar1 yoniinden kontrol grubu
ve diger gruplara gore en iyi korumayi sagladigi goriildi.

Anahtar Kelimeler: Kog, Sperma, Proantosiyanidin, Antioksidan, Kryopreservasyon



SUMMARY

EFFECTS OF PROANTHOCYANIDIN ON FREEZABILITY OF RAM SPERM

The aim of this study was to investigate the effects of proanthocyanidin at different
concentrations on post-thaw spermatozoal parameters, oxidative stress, and DNA
damage in the semen diluent of Sénmez breed rams. Ejaculates were collected once a
week from three mature rams using artificial vagina and repeated six times. The
ejaculates were divided into five groups, including a control group with no antioxidant
and four groups with different concentrations of proanthocyanidin (10 pg/ml, 25 pg/ml,
50 pg/ml, and 100 pg/ml) in the semen diluent to obtain 150 x 1076 spermatozoa per
ml. After equilibration for 3 hours at 5°C, the diluted samples were frozen in 0.25 ml
straws and stored in liquid nitrogen vapor. The subjective motility of the group with 10
ug/ml proanthocyanidin was significantly higher (P<0,05) than that of the control and
other groups. A decrease in abnormal spermatozoa rates was found to be statistically
significant (P<0,05) in the group containing 10 pg/ml proanthocyanidin compared to the
control group, in terms of both head and tail abnormalities. There was also a significant
decrease in the mid-piece of spermatozoa in the groups containing 10 and 25 pg/ml
proanthocyanidin. The H+/E- ratio significantly increased (P<0,05) in the group with 10
pg/ml proanthocyanidin compared to the control group. The tail length significantly
decreased (P<0,001) in the groups with 10 pg/ml and 25 pg/ml proanthocyanidin, the
tail DNA significantly decreased (P<0,001) in the groups with 10 pg/ml, 25 ug/ml, and
50 pg/ml proanthocyanidin, and the tail moment significantly decreased (P<0,001) in all
antioxidant-treated groups compared to the control group. The total oxidant status
significantly increased (P<0,05) in the groups with 10 pg/ml, 25 pg/ml, and 100 pg/ml
proanthocyanidin compared to the control group.

In conclusion, the results of this study indicated that 10 pg/ml proanthocyanidin
provides the best protection for ram semen during storage in terms of sperm motility,
abnormal and dead/live spermatozoa ratios, membrane integrity, and DNA damage.

Keywords: Ram, Sperm, Proanthocyanidin, Antioxidant, Cryopreservation
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1. GIRIS

Suni tohumlama, ciftlik hayvanlarinin genetigini iyilestirmek i¢in uygulanan 6nemli bir
biyoteknolojidir. Yiiksek {iretkenlik potansiyeline sahip erkeklerin arzu edilen
Ozelliklerinin hizli ve yaygin olarak yayilmasmi tesvik eder. Spermatozoon
dondurulmasi, iireme teknolojisini gelistirmek i¢in hayvan arastirmalarinda kullanilan
en Onemli araglardan biridir (Benson vd., 2012). Memeli spermatozoasinin
doldurulmasi, optimal sonuglara ulasmak i¢in bir¢ok faktériin uygun sekilde
dengelenmesini gerektiren karmasik bir tekniktir. Ko¢ spermasi, diger tiirlere kiyasla
hiicre membran1 diisiik bir kolesterol-fosfolipid orani igerir. Bundan dolayi, kog
spermatozoasinin soguk sok duyarliligi diger tiirlere gére daha yiiksektir (Salamon ve
Maxwell, 1995). Sulandiricilar, sulandirma-sogutma-dondurma ve ¢6zme tekniklerinin
tiimii, ko¢ spermasinin dondurularak saklanmasinin basarisinda rol oynar (Tekin vd.,
2006). Spermatozoon hiicreleri, dondurularak uzun siireli saklanmalar1 nedeniyle
biyokimyasal ve fonksiyonel degisikliklere ugrayarak fertilizasyon yetenekleri
sinirlanabilmektedir (Chelucci vd., 2015)

Akrozom, c¢ekirdek, mitokondri, aksonem ve plazma zari da soguk soku gibi hizh
sicaklik degisimlerinden ve donma-¢oziilme islemi sirasinda meydana gelen buz
kristallerinin olusmasi ve bunlarin ¢oziinmesinden etkilenmektedir.(Nur vd., 2010).
Hiicre ig¢i kristallenmeyi onlemek i¢in, sperma sulandiricisina rutin olarak belirli
oranlarda kriyoprotektan maddeler ilave edilmektedir. Yumurta sarisi, ¢oziim sonrasi
spermatozoon fonksiyonlarini (motilite, canlilik ve akrozom biitiinliigli) basariyla
koruyan permabl olmayan bir kriyoprotektan olarak kullanilirken, gliserol ise en yaygin
kullanilan permabl kriyoprotektandir (Rekha vd., 2018; Zohara vd., 2014). Cozlinme
sonrasi en iyi canlilik oranini saglayan gliserol konsantrasyonu %3 ile %7 arasinda iken
yumurta sarisinda %35 ile 20 arasindadir (Gil vd., 2003). Dondurma ve ¢oziinme hizlari
spermatozoonlarin ¢ézliim sonrasi canli kalma oranin etkilemektedir (Pefia ve C. Linde-
Forsberg, 2000). Hiicre i¢i pH ve iyonik bilesimdeki degisikliklerin yani sira, dnemli
hiicre i¢i buz olusumunun neden oldugu spermatozoon plazma zarinin ve Deoksiribo
niikleik asit ( DNA) yapisinin bozulmasi gibi dondurma hasarlarini en aza indirmek i¢in
yeterli bir sogutma hizi uygulanmalidir (Hammadeh vd., 1999). Spermatozoonlari

¢ozdiirme sicakligi olan 37 °C’den hizla sogutulmasi “soguk soku” hasarina neden olur



(Watson, 2000). Soguma sirasindaki sicaklik degisimleri, spermatozoon hiicre
zarlarinda stres olusturarak lipidlerde faz kaymalarina ve spermatozoon zarlarinin
islevsel durumlarinda degisiklige neden olur. 5° ile -15°C arasindaki sicakliklarin
onemli bir faz degisikligine neden oldugu bilinmektedir. Sicakliga bagli hasar igin
mitkemmel sicaklik araligi olabilir. Hiicre i¢i buz kristali olusumunu en aza indirmek
icin uygun donma hizi, suyun hiicrelerden ayrilmasina izin verecek kadar yavas, ciddi
hiicre dehidrasyonunu ve ¢oziinme etkisini Onleyecek kadar da hizlidir (Drobnis vd.,
1993). Ilk kez Polge (1957), spermatozona yikiminin ¢ogunun -15 ve -30°C arasindaki
kritik bir sicaklik bolgesinde meydana geldigini ve sogutma hizlar yeterli degilse, tiim
hiicrelerin -80°C'de Olebilecegini iddia etti. Asirt sogutma fazi (0°C ila -5°C) ve buz
kristallerinin gelisimi (-6°C ila -15°C), dondurma sirasinda spermatozoonun zarar
gordiigii iki ana sicaklik araligidir (Woelders vd., 1997).

Mazur (1965), dondurma ve ¢dzme sirasinda, kritik sicaklik araligi olarak bilinen -
15°C ila -60°C sicaklik araliginda spermatozoon hiicre zarlarinda hasar meydana
geldigini bildirmektedir. Standart dondurma teknikleri, sivi nitrojen iizerinde buhar
fazinda plastik payet icinde sulandirict ve kriyoprotektif madde iceren ortamda bulunan
spermatozoay1 sogutmayi igermektedir. Programlanabilir biyo-dondurucular, sivi
nitrojen buhar1 ve kuru buz gibi yontemler kullanarak ko¢ spermasinin dondurulmasina
iliskin dogru veriler elde edilmektedir. Sperma alma teknikleri, sperma sulandirici
bilesenleri, seminal plazmanin dondurulmadan Once ayrilip ayrilmamasi1 gerektigi,
spermanin dondurulmadan once ne kadar siireyle ekilibrasyona tabii tutulmasi (2 saat
veya 4 saat), nihai spermatozoon konsantrasyonu 50 x 108/mL ile 1000 x10%/mL), payet
boyutu (0,25 mL, 0,5 mL) ve dondurma yontemleri (peletler i¢in kuru buz, semen
payetleri i¢in buharla dondurma veya kontrolli dondurma).gibi etkenler de ¢dziim

sonrasi canli spermatozoon oranini etkilemektedir.

1.1. Kog¢larda Spermanin Alinmasi
Sperma toplama, her ejakiilasyondan miimkiin olan en iyi kalitede maksimum

spermatozoon hiicresi elde etmeyi amaclar. Sperma, kiiglikbas hayvanlarda esas olarak
suni vajen (SV) veya elektroejakiilator (EE) yoluyla toplanir. SV ile sperma alma koglar
igin tercih edilen yontemdir (Leboeuf vd., 2000). SV ile sperma alma yontemi daha

uygun ve kullanimi basittir ve dogal ejakiilatla karsilastirilabilir sperma kalitesinde



ejakiilat elde edilmektedir (Wulster-Radcliffe ve Lewis, 2002). Suni vajendeki sicak su
termal stimiilasyon saglarken, yine suni vajendeki basin¢ mekanik olarak glans penisi
uyarir (Donovan vd., 2001). Bu yontemin dezavantaji ise libidosu yiiksek koclara ve
bunun yani sirada Ostrusta erkek hayvanin atlamasina izin verecek bir diginin ortamda
bulunmasidir. Suni vajene alternatif olarak EE yontemi kullanilabilir (Giuliano vd.,
2008). EE yonteminde iireme organi olan erkek eklenti bezlerinin sinirine 15-20 sn
araliklarla 3—5 kisa stimiilasyon (3—8 sn) uygulamak i¢in bir elektrot probu (6-12 V)
kullanilir (Evans ve Maxwell, 1987). EE yontemi, koclar1 suni vajene alistirma egitimi
ortadan kaldirir, ejakiilasyonu hizli bir sekilde artirir ve en dnemlisi, yaralanma veya
yaslilik nedeniyle atlama egilimi goOstermeyen {istiin verimli erkeklerden sperma
alinabilmektedir (Ortiz-de-Montellano vd., 2007). Bu prosediirin en Onemli
dezavantaji, hayvan refahinda biiyiik bir sorun olan hayvan i¢in stres olusturmasidir
(Marco-Jim’enez vd., 2005). Sperma alma yoOntemine gore sperma kalitesi de
degismekle beraber SV ile alinan spermanin kalitesi diger yonteme gore ¢ok daha iyidir
(Malejane vd., 2014). Sperma kalitesinden kast edilende elde edilen sperma igerisindeki
spermatozoon yogunlugunun fazla olmasi, canli ve motil spermatozoon oranin ile mass
aktivitesi yiiksek spermatozoon hiicreleri elde edilmektedir. Sperma alma yonteminin
spermatozoon 6zellikleri ve hacmi ile seminal plazma bilesenleri {izerine dnemli etkisi
vardir. Koclarda suni vajen ile elde edilen spermalar elektroejakiilator ile elde edilenlere
gore soguk sokuna daha direnglidir (Marco-Jim enez vd., 2005). Ayrica seminal plazma
proteinlerinin, spermatozoon hiicre zarina zarar vermeden soguk soklarini dnlemede
onemli bir rol oynadig bildirilmistir (Barrios vd., 2005). Bununla birlikte, EE prosediirii
sirasinda  sperma  bilesimi  degiserek  spermatozoonun  kriyo  direncini

etkileyebilmektedir.

1.2.Kog¢larda Spermanin Sulandirilmasi ve Yogunlugu
En az sayida tohumlama ve tohumlama bagina kullanilan sperma ile yiliksek fertilite

orani elde etmek icin, bir tohumlama payetinde yeterli miktarda spermatozoon ve
sulandiric1 bulunacak sekilde sperma Ornekleri uygun sekilde sulandirilmasi gerekir.
Ciftlik hayvanlarinda sperm numunelerini sulandiricilarla seyreltmek veya bunlari
belirli bir spermatozoa yogunlugunda dozajlama yaygin bir uygulamadir. 1:1-1:3

sulandirma oranlarmi1  kiiglik ruminantlarin  spermasinda  etkili bir sekilde



kullanmaktadir. 80 ile 500 x 10° hiicre/ml arasinda degisen yogunluklarda uygun
sekilde dondurulmus ve yeterli feriliteye sahip spermatozoon 6rnekleri vardir (Ritar vd.

1990).

1.3.Koc¢larda Spermamin Kriyopreservasyonu
Spermanin kriyoprezervasyonu, genetik materyalin korunmasina ve suni tohumlama

kullanilarak spermatozoonlarin en verimli sekilde kullanilmasina izin vererek,
spermanin en iyl dondérden elde etmeyi saglayan istege bagli bir yaklagimdir.
Spermatozoa kriyoprezervasyonunun prensibi, sivi azotta donmus spermatozoon
hiicrelerinin hiicresel metabolik hizin1 durdurmak ve ¢6ziim sonrasi fonksiyonel olarak
canli kalmalarin1 saglamaktir (Ruane, 2000). Prosediiriin boyunca spermatozoon hiicresi
sulandirma, inkiibasyon, sogutma, dondurma ve ¢oziinme gibi durumlara yiiksek
diizeyde adaptasyon gerektirmektedir (Medeiros vd., 2002). Spermatozoa degisen
derecelerde ultrastriiktiirel, biyokimyasal ve fonksiyonel hasara ugrayarak motilitede,
membran biitiinligiinde ve fertilizasyon yeteneginde azalmalar sekillenmektedir
(Bearden, 2004). Spermatozoon hiicresinde olusan hiicre dist ve hiicre i¢i buz
kristallerinin bu hasarlara neden oldugu diisiiniilmektedir. Spermatozoon hiicresinin
plazma membrani, akrozom zarlari, mitokondriyal kilifi ve aksonemi dondurulmus-
¢Ozdiiriilmiis spermada daha fazla zarar gérmektedir (Watson, 2000). Spermatozoonun
biyokimyasal 0Ozellikleri de kriyoprezervasyon tekniginden etkilenir. Glutamik-
oksaloasetik transaminaz (GOT) salinimi, hiyaliironidaz, akrosin enziminin
inaktivasyonu ve sodyumda (Na) artis goriilmektedir. Fosfataz aktivitesinde, akrozomal
proteolitik aktivitede, kolesterol proteininde, potasyum igeriginde, adenozin trifosfat
(ATP) ve adenozin difosfat (ADP) sentezinde, ayrica amino asit ve prostaglandinlerde
kayiplar olusmaktadir (Salamon ve Maxwell, 1995). Kriyoprezervasyonun spermatozoa
hiicreleri iizerindeki toplam etkisi, hem i¢sel hem de digsal degiskenlerden etkilenir.
Hiicre geometrik sekli (¢ap, hacim, ilgili yiizey hacmi), spermatozoon hidrasyon
durumu, su ve kriyoprotektanlara karsi plazma zar1 gegirgenligi ve spermatozoa yasi
veya olgunlagsma durumu gibi 6zelliklerinin tiimii i¢sel degiskenlerdir (Curry vd., 1996).
Kolesterol/fosfolipid orani, ¢ift tabakadaki lipitlerin sayisi, hidrokarbon zinciri doyma
derecesi ve protein/fosfolipid orant onemli hususlardir (Medeiros vd., 2002). Bu
baglamda, boga, ko¢ ve yaban domuzlarinin permatozoonlarinda doymamis yag asidi

doymus yag asidine oranla daha yliksektir ve kriyopreservasyona daha duyarlidir. Buna



karsilik tavsan, kopek ve insan spermatozoonlarinda doymamis yag asidi doymus yag
asidine oranla daha diisiik orana sahiptir ve kriyopreservasyona daha direnglidir.
Sogutma ve dondurma hizlar, kriyoprotektif madde tipi ve konsantrasyonu, sulandirici
bilesimi, sulandirma orani, sulandiriciya ilave edilen gliseroliin oranmi ve sicakligi,
ekilibrasyon siiresi ve ¢oziinme hizinin tiimii digsal faktorlerdir (Anel vd., 2005). Kog
spermatozoonlari, dondurma islemi sirasinda asir1 sicaklik degisikliklerine kars1 boga
spermatozoonlarina kiyasla daha hassastir ve daha fazla hasar goriir (Gillan vd., 2004).
Kog¢ spermasinin dondurulmasi basit bir islem degildir. Kriyopreservasyon olayinda kog
spermasinin  motilitesi, morfolojik biitiinliigline kiyasla daha iyi korunur.
Spermatozoonun mitkondrial yapist donma ve ¢oziinme olaylarindan etkilenmektedir.
Ancak kuyruk filamenti ve fibrilleri herhangi bir degisiklik gostermezler (Salamon ve

Maxwell, 2000).

1.4 Kog¢larda Kriyopreservasyon Sulandiricilar:
Sulandiricilar, ejakiilat hacmini artirmak ve spermatozoon fertilitesini miimkiin olan en

uzun siire muhafaza etmek i¢in kullanilan ve ¢ok sayida disi hayvanin uzun bir siire
boyunca dollenmesine izin veren ortamlardir (Hafez ve Hafez, 2000). Sperma
sulandiricilar, besinleri bir enerji kaynagi olarak sunabilmeli, hiicreleri sicaklik
degisimlerine bagli hasardan koruyabilmeli, zararli pH degisimlerini 6nlemek i¢in bir
tampon saglayabilmelidir. Pesch ve Hoffmann (2007), na gore iyi bir sulandirict bakteri
gelisimini  baskilayabilmeli ve sp sirasinda sperermanin saklanmasi sirasinda
spermatazoon hiicrelerinin koruyabililidir. (Forouzanfar vd., 2010). Sulandiricilar, suda
maksimum ¢oziliniirliige ve diger tiim ¢oziiciilerde minimum ¢oziintirliige, diisiik tuz
etkilerine, diisiik tampon konsantrasyonlarina, diisiik sicaklik etkilerine, iyi huylu
katyon etkilesimlerine, daha yiiksek iyonik kuvvetlere ve kimyasal kararliliga sahip
olmalidir (Ellis ve Morrison, 1982). Sulandirict kompozisyonu, spermatozoa kalitesini
etkileyen ve spermatozoa fertilitesini en uzun siire koruyan temel unsurlardan biridir.
Gecmiste kog¢ spermasinin sulandirilmasinda sitratlar, yumurta sarist ve glikoz ile
fruktoz gibi monosakkaritler ve siit kullanilmaktaydi (Valente vd., 2010). Kog¢
spermasinin  sulandirilmasi ve dondurulmasi icin disakkaritler (laktoz, trehaloz),
trisakkaritler (rafinoz) kompleks polisakkaritler (Arap sakizi) veya diger kompleks

bilesikler (polivinilpirolidon) ve ayrica yumurta saris1 ve gliserol bazli ¢esitli dondurma



sulandiricilar kullanilmistir (Paulenz vd., 2002). Sulandirict kombinasyonlari arasinda,
ko¢ spermasinda rutin kullanim igin tris bazli veya silit bazli sulandiricilar
onerilmektedir (Shipley vd., 2007). Mikrobiyolojik kontaminasyon riskinden kaginmak
icin birgok arastirmaci, sulandiricilarda yumurta sarisi yerine soya fasulyesi lesitini
kullanmaktadir (Fukui vd., 2008). Aboagla ve Terada (2004), 'yva gore, sperma
sulandiricilara trehaloz veya rafinoz ilavesi, ko¢ spermasinin dondurularak muhafaza
edilmesinin donma asamasinda 6nemli bir rol oynar. Trehaloz veya rafinoz ilavesi,
kriyoprotektif aktivitesini arttirir. Bioxcell® (soya fasulyesi lesitini bazli) ve
AndroMed® (Tris bazli), ko¢ spermasmnin dondurulmasinda kullanilan ticari

sulandiricilardandir.

1.5.Ko¢ Spermasinin Kriyopreservasyonunda Kullanilan Kriyoprotektanlar
Kriyoprezervasyon icin kullanilan sulandirici, sogutma ve dondurma sirasinda

spermatozoay1 kriyojenik yaralanmalardan korumak icin bir kriyoprotektan madde
icermelidir  (Salamon ve Maxwell, 2000). Kriyoprotektanlar, asir1 tuz
konsantrasyonlarini baskilayarak, belirli bir sicaklikta hiicre biiziilmesini sinirlayarak,
hiicre i¢i buz olusumunu en aza indirerek ve belirli bir sicaklikta donmus ¢ozelti
fraksiyonunu azaltarak donmus spermatozoonlar1 korur (Bucak ve Tekin 2007). Penetre
olabilen (hiicre i¢i kriyoprotektanlar) ve penetre olamayan (hiicre dis1 kriyoprotektanlar)
olmak tizere iki tip kriyoprotektan madde vardir. Bu ayrim, hiicrelere girme
kapasitelerinden kaynaklanmaktadir (Tonieto vd., 2010). Diisiik molekiil agirligina
sahip penetre olabilen kriyoprotektanlar (gliserol, dimetil siilfoksit, etilen glikol ve
propilen glikol) artan membran akiciligi, daha diisiik sicakliklarda artan dehidrasyon ve
diisiik hiicre i¢i buz olusumu nedeniyle hiicre membraninda lipid ve proteinlerin
yeniden yapilandirilmasina neden olur bu da spermatozoonlarda daha yiiksek bir canli
kalma oranina yol agmaktadir (Holt, 2000).Penetre olmayan kriyoprotektanlar (yumurta
sarisl, yagsiz yagsiz siit, trehaloz, aminoasitler, dekstranlar, laktoz, soya fasulyesi ve
stikroz) yiiksek bir molekiiler agirliga sahiptir, plazma zarindan gegmemektedirler ve
yalnizca hiicre dis1 islev goriir; dolayisiyla hiicre dehidrasyonunu etkileyebilirler. Kog
spermast dondurulmasinda, gliserol genellikle bir kriyoprotektan olarak kullanilir
(Medeiros vd., 2002). Gliserol suyu baglar ve ¢ozeltinin donma noktasini diisiirerek her
sicaklikta buz olusumunu azaltir. Ozmotik stimiilasyon ve hiicre dehidrasyon

mekanizmasi nedeniyle, gliserol hiicre dis1 bir etkiye sahiptir, dondurma i¢in mevcut



hiicre i¢i su hacmini azaltir ve kriyoprezervasyona tabi tutulan hiicrelerin hayatta kalma
oranini arttirir (Holt, 2000). Sulandirict igerisindeki orani ve kullanildigr sicakliga bagl
olarak gliserol, spermatozoa i¢in biyolojik olarak zararli ve membran biitlinliigii i¢in
toksik olabilmektedir. Gliseroliin toksisitesi sulandiricilarda kullanimini sinirlar (Gil
vd., 2003). Yiksek yogunlukta gliserol, ozmotik hasara neden olabileceginden
spermatozoonlar i¢in tehlikelidir. C6ziim sonrast canli kalma oranini en iyi saglayan
yogunluk sulandirictya %4 ile %7 arasinda ilave edilmesidir. Gliserol kog
spermatozoonuna daha kolay girdiginden, % 6'dan daha yiiksek konsantrasyonlar
spermatozoon canliligi i¢in zararlidir (Salamon ve Maxwell, 2000). Sulandiricilara
eklenen gliserol miktari, sulandirict bilesimi, gliserol ilave yontemi ve sogutma ve
donma hizi ile belirlenir (Holt, 2000). Cesitli arastirmalara gore, %5 ile %20 yumurta
sarist iceren sulandiricilara %3 ila %7 gliserol eklenmesi, ko¢ spermatozoonunda
dikkate deger bir ¢6ziim sonu motilite oram1 (%44 ile %385) elde edilmesini
saglamaktadir (Gil vd., 2000). Sperma sulandiricisina yliksek oranda yumurta sarisi
ilavesi ile gliserol seviyelerini diisiirebilir. Nur vd. (2010), kog¢ spermasinin dondurma-
¢ozdiirme sonrasi kalitesi iizerinde gliserol (6%), propanediol (6%), sukroz (62.5 mM)
ve trehaloz (62.5 mM) etkisini inceledikleri ¢aligmalarinda tiim kriyoprotektanlarin
spermatozoon motilitesi, morfoloji ve DNA biitiinligli iizerinde olumsuz etkileri
oldugunu bildirmektedirler. Silva vd. (2012), Tris-yumurta saris1 bazli ko¢ sperma
sulandiricisina gliserol (5%), etilen glikol (3%) ve asetamid (3%) ilave edip bunlar
karsilastirdiklar1 ¢aligmalarinda etilen glikoliin, gliserol gibi, dondurma islemi sirasinda
ilerleyici spermatozoon motilitesi, akrozom biitiinliigii ve oksidatif stresi koruyabilen
bir madde oldugunu ve %S5 gliserol kullaniminin ise plazma membran biitiinliigli i¢in en
iyl korumay1 sagladigini belirlediler. Moustacas vd. (2011), gliserol ile birlikte
kriyoprotektan olarak dimetilformamidin (DMF) etkinligini degerlendirirken, 5%
gliserol iceren sulandiricinin plazma ve akrozomal membran biitiinliiglinii daha 1yi
korudugunu belirtti. Saf DMF veya gliserol ile kombinasyon halinde %2'den fazlasini
iceren sulandiricilarin  ise  spermatozoon motilitesini neredeyse sifira kadar
indirgendigini bildirmektedirler. Yumurta sarist spermatozoonu soguk sokundan korur,
hareketli tutar, akrozomal enzim kaybini onler ve mitokondriyal zarlarin1 saglam tutar
(Salamon ve Maxwell, 2000). Fosfolipid konsantrasyonu, yiiksek molekiil agirligi ve

diisiik yogunluklu lipoprotein fraksiyonu gibi 6zellikleri nedeniyle, kriyoprezervasyon



sirasinda yumurta sarisinin lipid bileseni, spermatozoon plazma membranini ve
akrozomu termal hasardan korur. Bir spermatozoa-lipoprotein kompleksi olusturarak,
yumurta sarisinin fosfolipitleri ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL), spermatozoonu
soguk sokunu ve dolayisiyla sogutmanin zararli etkilerini azaltir (Medeiros vd., 2002).
Sulandiricida yumurta sarist gliserol ile kullanildiginda soguk sokuna karsi koruma
arttirilabilir (Forouzanfar vd., 2010). Aslinda sulandiricida yiiksek yumurta sarist orani
kullanmak, her zaman spermatozoon motilitesini iyi bir sekilde korudugu anlamina
gelmez. Gil vd. (2003), siit bazli bir sulandiriciya ilave ettikleri yiiksek yumurta sarisi
konsantrasyonun (%5'in lizerinde) ¢dziim sonrast motiliteye olumlu katki saglamadigini
bildirmislerdir. Etki, sulandiric1 bilesimine bagli olsa da kog¢ spermasini dondurmak
icin %3-6 (en disiik) ile %15-20 (en yliksek) arasinda degisen yumurta sarisi
konsantrasyonlar1 kullanilmaktadir (Aboagla ve Terada, 2004).

1.6.Kog¢larda Spermanin Sulandirilmasi ve Sogutulmasi
Sperma dondurma igleminden 6nce uygun sulandiricilar ile sulandirilarak metabolik

aktiviteyi yavaslatilarak spermatozoonlarin dmriinii uzatmak igin kademeli olarak
5°C'ye kadar sogutulur. Sulandirma ve sogutma, yeterli sayida spermatozoonun doz
basina eklenmesini ve yiiksek verimlilik saglamak icin hiicre kayb1 yasanmadan yeterli
sayida spermatozoonun kullanilmasini saglamak icin belirli oranlarda yapilir (Rasul vd.,
2000). Spermatozoon hiicrelerinin potasyum igerigindeki artis nedeniyle, cok yogun
spermatozoon konsantrasyonu spermatozoonlarin metabolik aktivitesini = azaltir.
Spermalar suni tohumlama i¢in hazirlarken, suni tohumlama dozu basina spermatozoon
sayis1 standardize edilmeli ve bir sulandirict kullanilarak sulandirilmasi gerekmektedir.
Sogutma islemi dozajlama i¢in yeterli sayida motil spermatozoon elde etmek amaciyla
kademeli ve yavas yapilmalidir. 30 ila 0°C arasindaki hizli sogutma, "soguk sok" olarak
adlandirilan spermatozoon hasarina neden olur (Watson, 2000). Spermatozoon
hiicrelerinin  soguk sokundan korunmasi ig¢in, spermanin ilk sulandirilmasi,
karistirtlmas1 ve karigimin viicut sicakligina yakin tutulmasi yoluyla 1.5-2.0 saat i¢inde
yavasca 5°C'ye kadar yapilir (Chaveiro vd., 2006). Hiicreleri dehidrasyonun neden
oldugu hiperozmotik kosullara maruz birakmadan 6nce, sogutma hizi, yeterli hiicresel
dehidrasyona izin verecek kadar yavas ve kalan hiicre i¢i siviy1 dondurmaya yetecek
kadar hizli olmalidir (Watson, 2000). Ote yandan, yavas sogutma, suyun 0zmoz

yoluyla hiicrelerden ¢ikmasina izin vererek Oliimciil hiicre i¢i buz olusumunu Onler



(Mazur, 1984). Optimal sogutma hiz1 (viicut sicakligindan 5°C'ye) -10°C/saat olup,
koruyucu madde olarak yumurta sarisi veya siit kullanimi1 en az soguk sok neden
olmaktadir (Medeiros vd., 2002). Sperma sulandiricilarina gliserol ilavesi, sulandirma
ve sogutma islemi sirasinda baslangicta veya sonradan ayri bir fraksiyon halinde
eklenebilir. Tek adimli sulandirma yonteminde, sulandiricinin tamami sperma
alindiktan sonra ilk durumda eklenir. Tki adimli sulandirma yonteminde ise,
sulandiricinin bir kismi (gliserolsiiz) sperma alindiktan sonra uygulanir ve kalani
(gliserollii) soguduktan sonra sperma dondurulmadan once eklenir (iki asamali
prosediir) (Gil, 1999). Baz1 arastirmacilar, 4°C'de gliserol fraksiyonu eklendiginde iyi
sonuclar elde ettigini, ancak diger arastirmacilar ise, 30—37°C'de gliserol eklendikten
sonra daha iyi sonuglar elde ettiklerini bildirmektedir (Colas, 1983). Aradaki fark
kiiglik olsa da, 5°C'de gliserol eklemek, 30°C'de eklemekten daha iyi spermatozoon
canliligr saglamaktadir. Asamali sulandirma prosediiriinde spermatozoon stresi tolere
edilebilir seviyelere diisiiriiliir . Bunun sebebi ise gliseroliin 30 °C’de hiicre membranina
niifuz edebilmesidir. Gliserol, 4°C'de hiicre zarlarina kars1 daha az gecirgendir, bu da
onu daha az tehlikeli hale getirir. Gliserol'lin kullanimi toksisitesi nedeniyle
kisitlanmigtir.  Gliseroliin ~ kriyoprotektif ~ Ozelliklerinden ~ yararlanmak  ve
kriyoprezervasyondan Once gereksiz spermatozoon kaybini dnlemek icin gliserol ile

ekilibrasyon siireleri dengelenmelidir (Leite vd., 2010).

1.7. Ko¢ Spermasinda Ekilibrasyon Siiresi
Spermatozoalarin dondurulmadan 6nce gliserol ile temas halinde kaldiklar1 toplam siire

ekilibrasyon siiresidir. Ancak, ekilibrasyon islemi yalnizca gliserol ile sinirli degildir;
diger osmotik aktif sulandirici bilesenleri de icerir. Sonug olarak, ekilibrasyon siiresine
yaklagimda, kullanilan sulandirici tiiri (tampon ve kriyoprotektan) ve diger kriyojenik
maddeler bu siiregte goz onilinde tutulmalidir (Muifnio vd., 2007). Koglarda 1 ile 5 saat
arasinda degisen ekilibrasyon siireleri kullanilarak ¢6ziim sonrasi farkli sperma
kaliteleri elde edilmektedir (Jha vd., 2019). Sharma ve Sood (2020), 4 saatlik bir
ekilibrasyon siiresinin ¢6zlim sonrasi sperm kalitesini iyilestirdigini bildirmektedirler.
Ote yandan, Baruah vd. (2003), 0.5, 1 ve 1.5 saat boyunca ekilibrasyona tabii tutulan
sperma Orneklerinde spermatozoon motilitesinde ve akrozomal biitiinliikte onemli bir

degisiklik olmadigin1 belirlemislerdir.



1.8.Koc¢larda Spermanin Dondurulmasi
Spermanin dondurulmasindaki amag, spermatozoon hiicrelerine zarar vermemek icin

yavasca sicakligi 5 ile —196°C arasinda diisiirmektir. Sicaklik 5°C'nin altina ve
—10°C'ye yaklastiginda, hiicre i¢i su donar ve spermatozoon hiicreleri buz kristalleri
olugma riskiyle kars1 karsiya kalir. Donma hizi, hiicre dehidrasyonunun kapsamini ve
hizin1 diizenlediginden, miimkiin oldugu kadar hizli olmalidir. Spermatozoon hizla
sogutuldugunda, dengeyi korumak icin su yeterince hizli kaybolmaz ve
kriyoprezervasyon sirasinda olusan hiicre i¢i buz spermatozoonlarin dliimiine neden
olur (Muldrew ve McGann, 1994). Sogutma hizinin yeterince yavas oldugunu
varsayallm. Bu durumda, spermatozoonlarin uzun bir siire yiiksek ¢oziinen
konsantrasyonlara maruz kalacak, bu da hiicre dehidrasyonuna, hacim daralmasina ve
hiicre i¢ci donmaya neden olmayacaktir. Tiim bu degiskenlerin spermatozoonlarin
dondurma bagarisi lizerinde etkisi vardir. Sperma sulandiricisi, en iyi sogutma hizini ve
kullanilan paketleme yontemini belirleyecektir. Spermatozoonlar ve onlar1 gevreleyen
ortam, yaklasik -5°C'ye sogutuldugunda donmamis ve asir1 sogutulmus halde kalir. D1
ortam -5 ile -10°C arasinda donar, ancak spermatozoon igerigi donmamis ve asiri
sogutulmus olarak kalir. Hiicrelerin i¢indeki asir1 sogutulmus su, kismen donmus hiicre
dis1 ¢ozeltideki sudan daha giiclii bir kimyasal potansiyele sahip oldugu i¢in, su ozmotik
olarak hiicrelerden disar1 akar ve disarida donar (Mazur, 1990). Kog¢ spermasi i¢in etkili
sogutma hizinin yaklagik 20°C/dk veya daha fazla oldugu tahmin edilmektedir. Sperma
daha hizli veya daha yavas dondurulabilir. Sperma, sogutma hasarin1 6nleyecek kadar
hizli, ancak hiicre i¢i buz iiretimi olmadan hiicre kurumasina izin verecek kadar yavas
sogutulur. Bu yavas dondurma teknikleriyle iligkili hiicre kurulugu, spermatozoonlarin
hayatta kalmasina yardimci olabilir, oysa hizli dondurma hizlar1 hiicre 6limiine daha
cok neden olabilir. Daha kararl1 bir termodinamik denge, yavas dondurmay: karakterize
eder. Genellikle kimyasal toksisite ve ozmotik basingla baglantili olan diisiik
kriyoprotektanlar kullanir (Arav vd., 2002). Spermatozoonlart dondurmak i¢in manuel
dondurma veya otomatik olarak programlanmis bir biyo-dondurucu secenekleri vardir.
Sperma payetleri yatay olarak sogutulmus bir rafa yerlestirilir ve manuel bir
dondurucuda buhar fazinda (-75°C ile -125°C arasinda) sivi azot seviyesinin 4-6 cm
tizerinde 8-10 dakika siireyle dondurulur. Coziim sonrasi, spermanin canliligi ve hizi

tizerinde baglangic donma sicakliginin 6nemli bir etkisi vardir (Bag vd., 2002). Bununla
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birlikte, kiigiik capli payetlerin dondurulmasi, sicaklikta hizli bir diisiise neden olarak,
hiicre i¢i su kristallesmesine yol acarak, sicakliktaki diisiis sirasinda ciddi dehidrasyona
neden olan gecikmeli dondurmaya gore daha az hiicre hasarina neden olabilir (Berg,
1999). Payetlerin boyutu, Chemineau ve arkadaslarinin belirttigi gibi sivi nitrojen
tizerinde dondurulacak seviyeyi belirlemek i¢in kullanilmalidir (Chemineau, 1992). 0,25
ml pipetler, siv1 nitrojenin 16 cm tizerinde 2 dakika dondurulduktan sonra 4 cm'ye kadar
indirilerek 3 dakika daha dondurulduktan sonra sivi nitrojende saklanmalidir. 0,5 ml
payetler, siv1 nitrojenin 16 cm tizerinde 2 dakika dondurulduktan sonra sivi nitrojende
saklanmalidir. Stvi nitrojenin 4-5 cm yukarisinda 4-5 dakika gibi alternatif donma
konumlar1 ve siirelerinden bahsedilmis ve tatmin edici sonuglar elde edilmistir (Leboeuf
vd., 2000). Pontbriand vd. (1989), 6 ile 24°C/dakika ve 10 ila 100°C/dakika arasindaki
sicaklik degisimlerinin dayanilabilir oldugunu bulmustur, bu da kog¢ spermatozoa'nin
genis bir sogutma hizi araligina dayanabilecegi anlamina gelmektedir. Otomatik bir
dondurma makinesi kullanilarak kontrol edilmis ve programlanmis bir hizda sicaklik 4
ile -5°C arasinda 20°C/dakika, -5 ile -110°C arasinda 55°C/dakika ve -110 ile -140°C
arasinda 35°C/dakika diisliriilmiistiir. Spermatozoonlar genellikle yiiksek bir hizda (15-
60°C/dakika) donduruldugunda en iyi ¢6ziim sonuclari elde edilir (Byrne vd., 2000).
Genellikle donma sulandiricist ile mix edilen sperma yaklasik 0.1°C/dakika hizla oda
sicakligindan 5°C'ye kadar yavasca sogutulur ve daha sonra -80°C'ye kadar 10-
60°C/dakika hizla dondurularak sivi nitrojende saklanir (Sieme ve Oldenhof, 2015).

1.9.Koc¢larda Spermanin Cozdiiriilmesi
Cozdiirme islemi, kati fazin normal bir sivi faza doniistiigi donmanin tersine

cevrilmesidir (Medeiros vd., 2002). Kriyoprezervasyon yontemleri ve sonrasinda da
¢cOziinme, spermatozoonlarin hayatta kalmasi {izerinde bir etkiye sahiptir. Sperma
kalitesi dondurma ve c¢Ozdiirme islemi sirasinda zarar gorebilir; ¢iinkii sperma
hiicrelerin (=15 ile —60°C) olan iki 6nemli sicaklik bolgesine maruz kalarak -196°C'ye
sogutulmaktadir. Genel olarak, spermatozoonlarin kabaca yilizde 40-50'si dondurulup
¢Ozlim sonrasi Oliir (Watson, 2000). Spermanin ¢ozdiiriilmesi, dondurulmus spermanin
hayatta kalmasi i¢in en az dondurma asamalar1 kadar 6nemlidir (Salamon ve Maxwell,
2000). Gliserol igerigi, dondurma hizi ve paketleme yontemi gibi isleme elemanlarinin
kombinasyonu ¢ogu durumda ideal ¢6zme hizini belirler. Dikkat edilmesi gereken bir

nokta, spermanin dondurulmasinda kullanilan sogutma hizinin hiicre i¢i donmayi
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indiiklemek i¢in yeterince yliksek veya hiicre dehidrasyonuna neden olacak kadar diisiik
olup olmadigidir (DeJarnette vd., 2004). Sogutma hiz1 yiiksekse, spermatozoondaki
herhangi bir hiicre i¢i buzun yeniden kristallesmesini onlemek i¢in hizli ¢oziilme
gereklidir. Spermatozoonlar hizlica ¢ozildiiglinde, konsantre bir c¢ozeltiye ve
kriyoprotektana kisa bir siire maruz kalirlar ve hiicre i¢i ve hiicre dis1 denge yenilenmesi
yavag ¢oziilmeye kiyasla daha hizli olur. Yavas ¢oziinme (35°C, 12 saniye) sirasinda
¢Oziim sonrasi spermatozoon motilitesi ve membran biitlinliigii sirastyla %63 ve %50'ye
elde edilmektedir (Soderquist vd., 1997). Hizli ¢oziinme (70°C, 5 saniye) daha yiiksek
¢Oziim sonrasi spermatozoon motilitesi ve membran biitiinliigline (sirastyla %67 ve
%350) neden olur. Evans ve Maxwell (1987), kog spermasinin 38-42°C'de 15-30 saniye
¢oziindiiriilmesinin, ¢oziim sonrast spermatozoon motilitesi, akrozom biitlinliigii ve
spermatozoon fertilite kapasitesi gibi Ozelliklerde benzer sonuglar verdigini
bildirmektedirler (Pontbriand vd., 1989) payetleri su banyosunda daha yiiksek bir hizla
(60°C'de 8 saniye) c¢ozdirmeye kiyasla, daha yavas bir hizla (20 saniye i¢in 37°C)
¢Ozdiirmenin spermatozoon motilitesi ve akrozomal biitlinliik a¢isindan bir fark
olmadig1 belirlemislerdir. Spermalar 70°C'de 5 saniye yerine 50°C'de 9 saniye
¢oOziindiiriildiigiinde, motilite veya membran biitlinliigii agisindan fark goriillmedi, bu da
70°C'de 5 saniye ¢ozlindiirmenin 37°C'de 20 saniye ¢oziindiirmeden iistiin oldugunu
gosterdi. Ciftlik kosullarinda, daha diisiik bir sicaklikta ¢oziindiirmek, dondurulmus-

¢oOziilmiis ko¢ spermatozoonlarinin kullanimini kolaylastirabilir.

1.10.Spermatozoondaki Reaktif Oksijen Tiirlerinin Biyolojisi
Reaktif oksijen tiirleri(ROS), serbest elektrona veya kararsiz baga sahip oksijen igeren

molekiillerdir ve molekiiliin hiicrelerdeki niikleik asitler, lipidler, proteinler ve
karbonhidratlarla reaksiyona girmesine izin veren bu 6zelliklerdir. ROS'un asir1 iiretimi
yaslanmanin ve kanser, kronik obstriiktif akciger hastaligi, kardiyovaskiiler hastalik,
norodejeneratif bozukluklar (Alzheimer, Huntington, Parkinson, amiyotrofik lateral
skleroz, spinoserebellar ataksi, iskemik inme) ve inflamatuar bagirsak hastaligi gibi
bircok kronik ve dejeneratif hastaligin gelisiminde rol oynamaktadir (Shekhar vd.,
2021). ROS’un birgok tiirli spermatozoonda bulunur bunlar arasinda siiperoksit (O2-),
hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikal (OH), peroksil (ROO-), singlet oksijen (02),
nitrik oksijen (NO), peroksit iyonu (022-) ve hidroksil iyonu (OH-) yer almaktadir ve
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hepsi kendi reaktivite spektrumlart ile farkli biyolojik hedeflere sahiptir (Aitken, 2017).
ROS olusumu spermatozoonlarda ve seminal plazmada endojen olarak (i) spermatozoon
mitokondrilerinde aerobik metabolizma ve ATP {iretiminin bir yan iiriinii olarak veya
(i1) genital yolla enfeksiyon veya inflamasyona yanit olarak ayrica eksojen olarakta
seminal plazmadaki yliksek lokositler, sigara igme, asir1 alkol tliketimi, radyasyona
maruz kalma, genital 1s1 stresi ve obezite gibi kaynaklardan olabilir (Barazani vd.,
2014). Normal fizyolojik siireglerin, yani kapasitasyonun, hiperaktivasyonun ve
akrozom reaksiyonunun gerceklesmesi igin spermatozoonlarda biyolojik bir ROS
konsantrasyonu bulunmasi fertiliazsyon basarili bir sekilde ger¢eklesmesi igin
gereklidir. ROS, adenilil siklazin aktivasyonu aracilifiyla kapasitasyonu kolaylastirir,
boylece ATP'yi siklik AMP'ye (cAMP) doniistiiriir. cAMP'nin downstream etkileri,
hiperaktivasyon igin gereken proteinlerin fosforile edilmesine neden olur ve ROS,
tirozin fosfatazlarin inhibisyonuyla desteklenen hiperaktivasyonu kolaylastirir (Boerke
vd., 2013). ROS ayrica akrozom reaksiyonu ve gametlerin fiizyonu i¢in gereklidir,
clinkii membran icindeki kolesterolii oksitleyip c¢ikartarak membran akigskanligini
arttirir. Ancak, spearmdeki ROS konsantrasyonu spektrumun her iki ucunda (¢ok diisiik
veya ¢ok yliksek) zararli olabilir. Diisiik seviyelerde ROS, adenilat siklazin azaltilmig
aktivasyonu yoluyla spermatozoon kapasitasyonunu inhibe ederken, yiiksek seviyelerde
ROS, spermatozoon lipid peroksidasyonunu ve DNA hasarini indiikler (Aitken ve
Drevet, 2020). Spermatozoonlar, sitoplazmik siipiiriicii enzimlerin eksikligi ve plazma
membranlarinda bulunan yiiksek seviyelerde ¢oklu doymamis yag asitleri nedeniyle
ROS hasarina kars1 olduke¢a hassastir, bu da ROS ile iligkili hasar1 onarma kapasitelerini
azaltir (Aitken ve Fisher, 1994). Spermatozoonun yag asitli membranlar1 nispeten
kararsiz baglar igerir ve ROS tarafindan kolayca oksitlenerek kendini siirdiiren bir
dongilide yakindaki yag asitleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonu olusturur.
Spermatozoonlarin  6zellikle orta kisimda membranlarinin  bozulmasi, erkek
infertilitesinin bir isaretidir ve spermatozoon motilitesinde azalmaya neden olur
(Khosrowbeygi ve Zarghami, 2007). ROS ile iliskili sperm DNA hasari, guanin'in 8-
hidroksi-20-deoksiguanozine (80HdG) oksitlenmesi yoluyla olusur (Su vd., 2019).
Sperm, bu bazi baz tamir mekanizmalarim1 kullanarak ¢ikarabilir, ancak sadece gerekli
mekanizmanin yarist bulunur ve diger yarisi oositte bulunur (Barati vd., 2020). Bu

nedenle, bu abazik bolge, fertilizasyon sirasina kadar onarilmaz ve zararli bir sekilde,
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DNA molekiiliinii istikrarsiz hale getirebilir, tek sarmal kiriklara, ¢ift sarmal kopmalari
ve nihayetinde DNA parcalanmasina neden olabilir (Aitken, 2017). Bu nedenle,
spermdeki herhangi bir ROS kaynakli DNA hasari, dogumda aktarilabilir ve
mutajenezise, ¢oklu doymamis lipidlerin  peroksidasyonuna, mitokondriyal
metabolizmanin  bozulmasina ve erken embriyoda metilasyon isaretlerinde
degisikliklere neden olabilir. Boylece, kalitsal mutasyonlara ve pediatrik fenotiplere yol
acabilir (Weitzman vd., 1994). Spermatozoondaki yiiksek ROS konsantrasyonlari,
obezite, sigara i¢me, asir1 alkol alimi, yaslanma, g¢evresel ve mesleki maruziyet ve
kisirlik gibi erkek patolojilerinde gozlenmistir; bunlarin timi kisirlik, yavrularin
hastaliga karsi artan duyarliligt ve erkeklerde yasam siiresinin kisalmasi ile

iligskilendirilmistir (Sharpe, 2010).

1.11.Antioksidanlar
Antioksidanlar, hiicrelere zarar vermeden 6nce ROS veya serbest radikalleri notralize

veya yok ederek yasamimizin vazgegilmez bir parcasi haline gelmistir. Serbest
radikallerin sebep oldugu oksidasyonlar1 engelleyen, serbest radikalleri yakalama ve
stabilize etme becerisine sahip maddeler antioksidan olarak adlandirilir (Elliot, 1999).
ROS tarafindan indiiklenen oksidasyon, hiicre membrani ¢6ziinmesi, membran protein
hasar1 ve DNA mutasyonlarina neden olur, bu da yaslanmaya ve arterioskleroz, kanser,
diyabet mellitus, karaciger hasari, iltithaplanma, cilt hasarlari, koroner kalp hastaliklari
ve artrit gibi birgok hastaligin gelisimini baglatir veya yaygnlagtirir. Sperma
sulandiricisina eklenen antioksidanlar spermanin saklanmasi islemi siiresince oksidatif
stresi azaltip tesir edebilmekte ve bununla birlikte dondurulan sperma kalitesini
artirmaktadir. Antioksidanlarin sperma kalitesini artirarak, DNA hasarin1 6nleyerek ve
16kosit hiicreleri tarafindan Ttretilen serbest radikalllerin (ROS) siipiiriiciisii olarak
spermotozoonlart himaye etmektedir (Bilodeau vd., 2001). Antioksidanlar, ROS'un
saldirisina kars1 hiicreleri savunmanin dogal yoludur. Oksidatif stres, viicuttaki serbest
radikallerin antioksidan savunmalarimiz1 astig1 durum olarak tanimlanir. Bu durumda,
kromozomlarin telomer uzunlugunu da azaltirlar. Oksidasyon, bir maddenin bir
oksitleyici ajanla elektron aligverisi yoluyla reaksiyona girmesi olarak tanimlanir. Bu
oksidasyon reaksiyonlar1 tarafindan {iretilen serbest radikaller, hiicrelere zarar veren

zincir reaksiyonlarina baslatirlar (Bangalore vd., 2005). Antioksidanlar, serbest radikal
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ara Urlinlerini kaldirarak ve kendileri oksitlenerek diger oksidasyon reaksiyonlarini
engelleyerek bu zincir reaksiyonlarin1 sonlandirirlar. Bu nedenle, antioksidanlar
genellikle tiyoller veya polifenoller gibi indirgeyici ajanlardir. Oksidasyon reaksiyonlari
hayat i¢in 6nemlidir, ancak hiicrelere zarar verirler. Bu nedenle, bitkiler ve hayvanlar
glutatyon (GSH), C vitamini ve E vitamini gibi ¢esitli antioksidan tiirlerini ve katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve cesitli peroksidazlar gibi enzimleri igeren
karmasik sistemlerini korurlar. Antioksidan seviyelerinin diisiik olmas1 veya antioksidan
enzimlerinin inhibisyonu, oksidatif stresi tetikler ve hiicrelere zarar verir veya 6ldiriir.
Bu oksidanlar, lipid peroksidasyonu (LPO) gibi zincir reaksiyonlart veya DNA veya
proteinleri oksitleyerek hiicrelere zarar verirler (Calliste vd., 2005). DNA hasari, DNA
tamir mekanizmalar1 tarafindan diizeltilmezse mutasyonlara ve muhtemelen kansere
neden olabilirken, protein hasari enzim inhibisyonuna, denatiirasyona ve protein
yikimina neden olur. Beyin, yiiksek metabolik hizi ve c¢oklu doymamis yag asidi
seviyeleri nedeniyle LPO tarafindan oksidatif hasara karst savunmasizdir.
Antioksidanlar, néronlarda oksidatif stresi 6nler ve apoptozu ve norolojik hasar1 onler.
Antiyoksidanlar enzimatik antioksidanlar ve non-enzimatik antioksidanlar olmak {izere
iki tiirde siniflandirilabilir (Cerda ve Espin, 2005).

1.11.1.Non-Enzimatik Antioksidanlar
Enzimatik olmayan antioksidanlar serbest radikal zincir reaksiyonlarini keserler.

Ornegin, E vitamini sadece bes reaksiyondan sonra serbest radikal aktivitesinin
zincirleme tepkimelerini keser. Diger 6rnekler arasinda C vitamini, bitki polifenoller,

karotenoidler, Se ve GSH bulunur.

1.11.2.Enzimatik Antioksidanlar
Enzimatik antioksidanlar serbest radikalleri parcalayarak ve uzaklastirarak c¢aligirlar.

Genel olarak, bu antioksidan enzimler, bir dizi iz metal koenzim (bakir, ¢inko, mangan
ve demir) gerektiren ¢ok adimli bir siiregte bunlar1 hidrojen peroksit haline dontistiirerek
ve suya cevirerek tehlikeli oksidatif tirtinleri uzaklastirirlar. Bu enzimatik antioksidanlar
eksojen olarak takviye edilemez, ancak viicudumuzda iretilmelidir (Tachakittirungrod
vd., 2007).
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1.11.2.Proantosiyanidin
Yogun tanenler olarak da bilinen proantosiyanidinler, meyvelerde, sebzelerde,

tohumlarda, kabuklu yemislerde, ¢igeklerde ve kabukta yaygin olarak bulunan, dogal
olarak olusan giiclii polifenolik antioksidanlardir. Proantosiyanidinler, Vitis vinifera'nin
tohumlarindan elde edilir ve serbest radikallerin ve reaktif oksijen tiirlerinin neden
oldugu oksidatif strese karst koruyucu etkileri olan biyolojik olarak aktif bilesikler igerir
(Hala vd., 2010). Son on yilda, bitki ve gida kaynakli proantosiyanidinler, kronik
hastaliklar1 6nleme yetenekleri nedeniyle yalnizca gida endiistrisinden degil, ayni
zamanda halk saghgi kuruluslarindan da ilgi gormektedir (Nie vd., 2019).
Proantosiyanidinlerin antibakteriyel, antiviral, antiinflamatuar, antialerjik ve damar
genisletici etkilere sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica lipid peroksidasyonunu,
trombosit agregasyonunu, kilcal gegirgenligi ve kirilganhigi inhibe ettikleri
gosterilmistir (Avdatek vd., 2020). Yapisal olarak proantosiyanidinler, oksijen radikal
siiptiriicisii ve lipit peroksidasyon inhibitdrii olarak temel olusturan c¢ift baglarla
konjuge hidroksil grubuna sahiptir. Bu nedenle viicuda saniyeler i¢inde ve ¢ok hizli bir
sekilde niifuz ettigi giiglii bir serbest radikal temizleyici olarak etki ettikleri ortya
konmustur (Bagchi vd., 1997). Proantosiyanidinler, farkli miktarlarda katesinlerin veya
epikatesinlerin C4-C6 veya C4-C8 baglar1 ile yogunlastirilmasiyla olusan genis bir dogal
polifenolik bilesikler sinifidir (Brillouet vd., 2017). Oligomerik proantosiyanidinler (OPC) iki
ile bes polimere sahiptir ve suda yiiksek oranda ¢oziiniirler (Plumb vd., 1998). OPC, siiperoksit
anyon radikallerinin ve hidroksil radikallerinin ortadan kaldirilmasini etkili bir sekilde
indiikleyebilir (Zhao vd., 2014). Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidinlerinin C, E vitaminleri ve
karotenden daha giiclii serbest radikal temizleyiciler oldugu in vitro ve in vivo olarak
gosterilmigtir  (Bagchi  vd., 2014). Proantosiyanidinler, flavan-3-ol birimlerinin
oligomerlerini ve polimerlerini i¢ermektedir (He vd., 2008). Proantosiyanidinlerdeki
coklu fenolik hidroksil gruplarinin varligi, viicutta H+ salinmasina neden olarak serbest
radikallerle rekabet ederek organizmayr lipid oksidasyonuna karst korur. Lipit
peroksidasyonunu, trombosit agregasyonunu, Kapiller gegirgenligi ve kirilganligi inhibe
etme Ozelligi oldugu ve fosfolipaz A», siklooksijenaz ve lipojenaz gibi enzim
sistemlerini etkiledigi gosterilmistir. Ayrica, proantosiyanidinlerin serbest radikal
iireticisi olan ksantin oksidazin aktivitesini inhibe etme yetenegine sahip oldugu

kanitlanmistir  (Fine, 2000). Bagchi vd., (2000) proantosiyanidinlerin antioksidan
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enzimlerin ekspresyonunu arttirarak ve serbest radikallerin rejenerasyonunu azaltarak

antioksidan bir rol oynayabilecegini ileri siirmektedir.

Tez c¢alismamizda Afyonkarahisar kosullarinda yetistirilen Sonmez 1rki koglarin
spermalarinin  dondurulmasinda  sulandiriciya  katilacak olan  farkli  dozdaki
proantosiyanidinin motilite, anormal ve O0lii-canli spermatzoon orani, membran
biitinligii, oksidatif stres parametreleri ile DNA hasar1 iizerine etkisinin ortaya

konmas1 amac¢lanmaktadir.
2. MATERYAL VE METOD

2.1. Hayvan Materyali Bakim ve Besleme
Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu (AKUHADYEK)

tarafindan 49533702/120 ve AKUHADYEK-97-21 refarans numarasi ile etik onay
alinarak calismaya baslandi. Hayvan materyali olarak bu ¢alismada Afyonkarahisar ili
TR 03856924 isletme nolu Feyzi Sensoy’a ait 6zel bir ¢iftlikte bulunan 2-3 yash 3 adet
Sonmez 1rki1 ko¢ kullanilmistir. Hayvanlarin bakim ve beslenmesi isletmenin yem
proogmanina gore saglandi. Koglarin androlojik muayeneleri kabul goérmiis yontemlerle

yapild.

2.2. Suni Vajenin Hazirlanmasi ve Sperma Alim
Hayvanlardan sperma suni vajen yardimiyla alindi. Spermanin alinams: igin, koglara

0zel boyutlarda hazirlanmis silindir seklinde suni vajenler kullanildi. Suni vajenler
kullanilmadan 6nce hem dis silindirik yapinin hem de i¢ kisim ile i¢ lastigi boliimiiniin
dezenfeksiyonu yapilip kurutmaya birakildi. Silindir seklindeki suni vajenin iginden i¢
lastik gecirilip her iki ucuda silindirin dis ylizeyine cevrilerek lastik bantlar ile
sabitlendi. Daha sonra dereceli sperma toplama kadehi suni vajene uygun bir sekilde
yerlestirildi. Bu islemlerden sonra suni vajenin {ist kismunda bulunan valf boéliimiinden
45-50 °C’lik sicak su ilave edildikten sonra valf boliimiinden hava iiflenerek gerekli
basing elde edildi. Suni vajenin giris kismina bir baget yardmiyla kayganlagtirict olarak
vazelin uygulandi. Bdylelikle suni vajeni sperma alma icin gerekli kriterler olan

sicaklik, basing ve kayganligi saglamis oldu (Demirci, 2002).
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2.3. Ko¢ Spermasinin Sulandirilmasi, Gruplandirilmasi ve Kriyopreservasyonu

Ayri ayr tiiplere alinan sperma 6rnekleri bir tiipde birlestirilip (pooling) spermatolojik
muayeneleri yapildiktan sonra 5 esit hacime ayrilarak daha onceden hazirlanmis ve
farkli antioksidanlar igeren sulandiricilarla sulandirildiktan sonra kryoprotektan olarak
% 5 gliserol igeren sulandirici ile son sulandirma yapidi. Spermanin uzun siireli

saklanmas1 amaciyla spermanin sulandirilmasinda kullanilacak gruplarin igerikleri;
Kontrol Grubu. Tris- sitrik asit- glukoz-yumurta sarisi- penicillin- streptomycin- gliserol

Grup |. Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-penicillin-streptomycin-gliserol + 10

ug/ml proantosiyanidin

Grup Il. Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi-penicillin-streptomycin-gliserol + 25

ug/ml proantosiyanidin

Grup 1. Tris-sitrik asit- fruktoz glukoz-yumurta sarisi-penicillin-streptomycin-gliserol
+ 50 pg/ml proantosiyanidin

Grup V. Tris-sitrik asit- friikktoz-glukoz-yumurta sarisi-penicillin-streptomycin-gliserol

+ 100 pg/ml proantosiyanidin sulandiricilart ile deneme gruplari olusturulacaktir.

Gliserolizasyon sonrasit spermalar 4°C’de 3 saat ekilibrasyona birakildiktan sonra
4°C’de bulunan spermalar 0,25 ml’lik payetlere ¢ekilip sivi azot buharinda 12 dakikada

donduruldu. Payetler inceleme giiniine kadar siv1 azot i¢erisinde (-196°C) depolandi.

2.4. Sperma Parametrelerinin Degerlendirilmesi
Dondurulmus payetlerden her bir ¢alisma grubu i¢in en az 6 adet olmak {izere toplam 30

payet, 37°C'lik su banyosunda 30 saniye boyunca c¢ozdiiriildi. Coziim sonrasi
spermatolojik parametrelerden motilite, anormal ve Olii-canli spermatozoa orani,
membran biitlinliigli bunun yan1 sira Comet Assay yontemiyle DNA hasar1 ve oksidatif
stres yoniinden degerlendirmeleri yapildi.

2.4.1. Spermatozoonlarin Motilitesi

Isitma tablali ( 37°C) faz-kontrast mikroskopta analiz gegeklestirildi. Lama bir damla
sperma ve bir damlada sulandirici (izotonik) damlatilip karistirildiktan sonra karisimin

tizeri lamael ile kapatildi. Daha sonra 100x objektifi ile goriintii saglanip, 200x ve 400x
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objektifler ile degerlendirme yapildi. En az {i¢ yada bes saha taranarak degerlendirme
yapildi ve kendi basina giiclii bir yone diizglin dogrusal hareket eden spermatozoon
hiicreleri, aynt mikroskop sahasindaki tiim spermatozoonlara orani yiizde (%) seklinde

belirlenerek kaydedildi (Hafez, 1987).

2.4.2. Anormal Spermatozoonlarin Oram

Anormal spermatozoon oranit sperma Orneklerinin Giemsa boya ile boyanarak
belirlendi. Lam iizerine 10 mikrolitre sperma 6rneginden birakildi. Daha sonra froti
cekilerek yatay bir sekilde kurumaya birakildi. Bu islemi takiben alkolle fikse edilip
kurumasi icin beklenildi. Boyama asamasina kuruma isleminin ardindan gegildi ve
hazirlanan Giemsa boyasindan pipetle lamin iizerini kapatacak sekilde yayildi. Kirk
bes dakika beklenildi. Bekleme siiresinin ardindan lamlar yikandi. Yikanan lamlar
kurumasi i¢in getaway saklama kabina sirayla birakildi. Kuruma isleminden sonra faz-
kontrast mikroskopta 40X ° de 400 spermatozoon sayilarak anormal spermatozoon
orani olarak belirlendi. Normal olmayan spermatozoonlar, anormal olarak kabul edildi
ve spermatozoonun bas, orta kisim, kuyruk ve toplam anomalileri ayr1 ayr1 belirlenerek

kayzt altina alindi( Watson, 1975).

2.4.3. Hipo-ozmotik Eosin Boyama Testi (HE testi)
Olii-canl1 spermatozoon oranini ve membran biitiinliigiinii kombine olarak HE test

boyama yontemi ile belirlendi. Hazirlanan 100 mOsm’luk soliisyondan 1 ml ependorfa
alip i¢inede 10 pl sperma numunesinden ve 20 pl eosin boyasindan ilave ederek
Ependorf tiipler igerisine su banyosunda karigim 37°C’lik su banyosunda 30 dk.
inkiibasyona birakildi. Daha sonra karisimdan bir damla lam iizerine alinip frotiler
c¢ekildi. Frotilerin hizlica kurutulmasi saglandiktan sonra mikroskopta 400x biiyiitmede
200 spermatozoon bas kisminin tamamin ya da bir boliimiiniin boya alip almayisina ve
kuyruktaki kivrilma veya sismeye olup olmayisina gore dort sinifa ayrildi.

Tip I. Kuyruk sigmis, bas boya almamis H+/E-

Tip Il. Kuyruk sismemis, bas boya almamis H-/E-

Tip Il. Kuyruk sismis, bas boya almigs H+/E+

Tip IV. Kuyruk sismemis, bas boya almig H-/E+
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Calismada sadece kuyruk sismis, bas boya almis (H+/E-) spermatozoonlar
degerlendirildi.

Eosin boyasinin hazirlanisi:

Eosin-Y (1,67 gram)

Sodyum Sitrat (2,9 gram), 100 ml distile suya tamamlanarak hazirlandi.

HOS Test Soliisyonunun hazirlanisi:

0,9 g fruktoz

0,49 g sodyum sitrat, 100 ml’ye tamamlanarak (100 mOsm/kg) hazirlanmistir (Avdatek
vd. 2018).

2.4.4. Dna Hasar1 Bulgusu
Single Cell Gel Electrophoresis (SCGE) yontemi kullanilarak spermatozoon DNA

hasar1 belirlendi. Alkali pH da farkli molekiil agirliklarina ve elektrik yiikiine sahip
DNA molekiillerinin elektriksel alanda gogcleri esasina dayanan bu yotemin bir diger adi

da Comet assay yontemi olarak adlandirilmaktadir (Singh vd. 2003).

2.4.4.1. Spermanin Yikanmasi, Lamlarin Hazirlanmasi ve Hiicre Lizisi
Payetler 37°C’de 30 sn ¢ozdiirdiikten sonra drnekler kalsiyum ve magneztum igermeyen

PBS ile +4 °C’de 800x g’de 10 dk santrifiij edilerek yikandi. Bu islem siipernatant
atilarak en az 2 kere tekrarlanarak nihayetinde ml’de 20x10° hiicre olacak sekilde
sulandirildi (Nandre, 2007). Kullanilacak olan tamami traglanmig lamlarin iizerine 6nce
ilk kat olarak % 0.75’lik LMA (low malting agar) diisilk kaynama dereceli agardan
yayilarak oda 1sisinda kurutuldu. Daha sonra sulandirilmis spermadan 10 pl ve lizerine
90 ul % 1’lik LMA 37 °C’de karistirilip birinci katin iizerine yaylarak 24x60 mm’lik
lamel ile kapatilarak +4 °C’de sertlessmesi igin bekletildikten sonra lameller hassas bir
sekilde ¢ekilerek lamlar hazir hale getirilirdi (Hughes vd., 1997). Spermatozoonlarin
DNA iplik¢iklerinin agaroz i¢inde serbest halde hareket etmesi icin hiicre ve ¢ekirdek
zarin lizize eden lizis soliisyonu kullanildi. Sperma numuneleri lam iizerine agaroz jel
gomiildiikten sonra, slaytlar yliksek yogunlukta tuz ve deterjan iceren yeni hazirlanmis
soguk lizis soliisyonunda (2.5 M NaCl, 100 mM Na2-EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-
100, pH 10) yaklasik olarak 1 saat boyunca +4 °C’de inkiibasyona tabii tutuldu. Daha

sonra, slaytlara 40 mM DTT ilave edilerek 1 saat daha +4 °C’de inkiibasyona tabii
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tutuldu. Son olarak, slaytlara 100 pg/ml proteinase K ilave edilerek 37°C’de bir gece
boyunca inkiibasyona tabii tutuldu (Singh vd., 2003).

2.4.4.2. Slaytlarin Elektroforezi
DNA iplik¢iklerinin ayrisabilmesi icin elektroferezde yiiriitme 6ncesinde slaytlar taze

olarak hazirlanmis ve sogutulmus elektroforez tamponunda 20 dk. inkiibasyona
birakildi. Agaroza gomiilii spermatozoonlarin elektroforez tamponunda (300 mM NaOH
ve 1 mM EDTA, pH 12.5) kulugkas1 sona erdikten sonra DNA’lar bu tampon ¢ozelti
igerisinde 300 mA ve 20 volt’luk elektriksel alanda 20 dk yiiriitiildi.

2.4.4.3. Slaytlarin Notralizasyonu ve Boyanmasi
Alkali elektroforez ¢ozeltisini slaytlardan uzaklastirmak i¢in elektroforezde yiiriitme

islemi sonras1 slaytlar yeni hazirlanmis tris tamponuyla (40 mM Tris HCL, pH 7.4) 3 kez
yikanarak nétralizasyon saglandi. Notralizasyon sona erdikten sonra slaytlar floresan
etkili boya olan ethidium bromid (5 pg/ml) kullanilarak DNA iplikgikleri boyandi ve 4
saat icinde sonuclar degerlendirildi (Hu vd. 2008).

2.4.4.4, Slaytlarin Degerlendirilmesi
Ethidium bromide ile boyanan slaytlar iistiine lamel kapatilarak 400x biiyiitmeli

floresan atamali mikroskop (Olympus CX-31) ile 100 adet DNA iplik¢iginin goriintiisii
degerlendirildi. Florasan mikroskobu altinda slaytlar incelendi ve TriTek CometScore
yazilim versiyonu 1.5 (TriTek Corp., Sumerduck, VA, ABD) kullanilarak bir kuyruklu
yildiz testi ile sonraki analizler / skorlama i¢in dijital goriintiiler saptandi. Toplam 100
sperm hiicresi i¢in bes parametre her slaytta incelendi. Biitiin ¢alismalar daha fazla

kromatin dejenerasyonuna kargt korunmak ig¢in karanlik oda sartlarinda yapild

(Avdatek vd. 2018).

2.5 Oksidatif Stres Paramatrelerinin Degerlendirilmesi

2.5.1. Glutatyon (GSH)
Sedlak ve Lindsay (1968), metodu kullanilarak spermatozoon Glutatyon igerigi 6lgiildii.

Ornekler % 50 trikolroasetikasit ile ¢oktiiriildiikten sonra 5 dk. 1000 g’de santrifiij
edildi. Reaksiyon karisimi 0.5 ml supernatant, 2.0 ml Tris-EDTA tamponu (0.2 mol/l;
pH 8.9) ve 0.1 ml 0.01 mol/l 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoik asit’den olusmaktadir.
Cozeltinin  konsantrasyonu spektrofotometrede 412 nm’de dlgiilerek belirlendi.

Glutatyon degerleri mg/ml olarak 6l¢iildii.
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2.5.2. Malondialdehit (MDA)
Draper ve Hadleyin (1990), ¢ift kaynatma metodu ile Malondialdehit konsantrasyonu

belirlendi. Kisaca metod Malondialdehit ile thiobarbituric asitin (TBA) reaksiyona girip
eflatutn mor rengin olusup spektrofotometrede 532 nm’de Olgiilmesi temeline

dayanmaktadir. Malondialdehit degerleri nmol ml olarak kayit altina alind.

2.5.3. Total Antioksidan Seviye (TAS) Ol¢iimii
Olgiim Erel (2005), gelistirdigi metoda gére, numune ve ayiraglar karistirildiktan 5

dakika sonra spektrofotometrede kinetik okuma yapilarak gergeklestirildi. Metot,
numunede bulunan antioksidanlarin, kullanilan ayiraglardaki koyu yesil renkli ABTS+
(2,2;-azinobis-3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal katyonunu indirgeyerek ABTS
molekiiline doniigtiirmesi esasina dayanmaktadir. Numunede bulunan antioksidan
miktarina bagli olarak degisebilen, ABTS+ radikalinin ABTS ye indirgenme orani
attikca, koyu yesil olan renk acilmaya, beyazlamaya baglamakta; spektrofotometrede
660 nm de okunan absorbans degerlerinin degisimi numunede bulunan total antioksidan
diizeyleri ile iliskilendirilmektedir. Ol¢iim genelde TAS analizlerinde kullanilan, bir
vitamin E analogu olan ve Trolox Equivalent olarak adlandirilan standart antioksidan
soliisyonu kullanilarak kalibre edilmekte, olgiilen TAS diizeyleri mmol Trolox

Equivalent/L olarak okunmaktadir.

2.5.4. Total Oksidatif Stres (TOS) Olciimii
Olgiim Erel (2005), gelistirdigi metoda gdre, numune ve ayiraglar karistirildiktan 3-4

dakika sonra spektrofotometrede end-point okuma yapilarak gerceklestirildi. Metot,
numunede bulunan oksidanlarin analizde kullanilan ayiragtaki ferrous (Fe+2) iyon
komplekslerini ferrik (Fe+3) forma okside ederek doniistiirme esasina dayanmaktadir.
Oksidasyon reaksiyonu sonucu miktar1 artan ferrik iyonlar, reaksiyonun asidik
ortaminda bulunan kromojen ile renkli bir kompleks olusturmaktadir. Olusan rengin
yogunlugu numunede bulunan oksidan maddelerin toplam miktarma bagl olarak
degismektedir. Bu degiGimler spektrofotometrede 560 nm de okuma yapilarak
belirlenmektedir. TOS analizi hidrojenperoksit (H202) ile kalibre edilir ve sonuglar
hidrojenperoksit equivalent litre (wmol H202 Equiv./L) olarak ifade edilmektedir.
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2.6. Istatistiksel Analiz
Onemlilik testlerinden &nce, tiim degiskenler parametrik test varsayimlarindan

normallik yoniinden Shapiro Wilks test ile varyanslarin homojenligi yoniinden ise
Levene’s testi ile incelendi. Normal dagilim gosteren degiskenler arasi farkliligin
istatistiksel agidan kontrolii tek varyans analizi (One-Way ANOVA) ile. Gruplar arasi
farkliligin anlamli ¢iktig1 degiskenler igin ileri asama (post-hoc) testi olarak Duncan
testinden yararlanildi. SPSS 22.0 paket programindan yararlanildi. P<0,05 ve P<0,001

diizeyi anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Motilite ve Anormal Spermatozoon Oram

Calismamizda

sonucunda ortay koydugumuz

siibjektif motilite ve anaormal

spermatozoon oranlarina ait degerler Cizelge 3.1.°de verildi. Siibjektif motilite

bakimindan kontrol grubuna gore 10 pg/ml proantosiyanidin ilave edilen gruptaki

artisin istatistiki olarak anlamli (P<0,05) bulundu. Bas, kuyruk ve toplama anormal

spermatozoon oranlar1 agisindan kontrol grubuna gore 10 pg/ml proantosiyanidin igeren

gruptaki diisiis ile orta kisim bakimindan 10 ve 25 pg/ml proantosiyanidin igeren

gruplardaki azalma istatistiki olarak 6nemli (P<0,05) bulundu.

Cizelge 3.1. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 Motilite ve Anormal Spermatozoon
Oram (X SEM, n:18).

Motilite Bas Orta Kisim Kuyruk Toplam
Gruplar
(%0) (%) (%0) (%) (%)
65,41+1,64°  2,1640,212  2,50+0,26°  8,67+0,40°  13,33+0,42%
Kontrol
10 pg/ml  74,17£1,54°  1,00£0,13°  0,92+0,08¢  6,33+0,38" 8,25+0,49°
25 pg/ml  4542+1,19°  2,00£0,45%  1,92+0,38°  7,75+0,28%  11,6620,40°
50 pg/ml 40,001,719  2.33+0,26*  2,83+£0,10®  8,50+0,77°  13,66+0,31%
100 pg/ml  31,66+1,24°  2,08+0,73%  3,08+0,24*  8,75+0,88%  15,50+1,53?
p * * * * *

a-e: Her bir stitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan énemlidir p<0,05
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3.2. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 HE-Test Degerleri

Arastirmamiza ait olan HE-test sonuglar1 Cizelge 3.2.’de sunuldu. H+/E- bakimindan

kontrol grubuna goére 10 pg/ml proantosiyanidin iceren gruptaki artisin ve diger

gruplardaki azalmanin, H-/E- ag¢isindan kontrol grubuna gore 25, 50 ve 100 pg/ml

proantosiyanidin ilave edilen gruplardaki azalmanin, H+/E+ degerlerine bakildiginda

gore kontrol grubuna kiyasla 10 pg/ml proantosiyanidin igeren gruptaki diisiisiin ve

diger gruplardaki artisin ve H-/E+ agisindan kontrol grubuna gore 25, 50 ve 100 pg/ml

proantosiyanidin igeren gruplardaki artisin istatistiki olarak 6nemli (P<0,05) oldugu

belirlendi.

Cizelge 3.2. Dondurma-Cézdiirme Sonras1 HE-test Degerleri (X+ SEM, n:18).

H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
Gruplar
(%) (%) (%) (%)
Kontrol 39,83+2,26" 29,33+2,032 17,001,55° 13,83+1,87°
10 pg/ml 46,001,152 33,17+1,228 10,17+1,45¢ 10,67+0,80°
25 pg/ml 26,00+2,17° 21,17+1,83° 28,67+3,42° 24,17+2,07°
50 pg/ml 21,16+0609 16,17+0,31¢ 36,3342,172 26,67+1,72°
100 pg/ml 14,66+2,06° 12,33+0,49° 38,67+0,67° 34,332,482
P * * * *

a-e: Her bir slitundaki farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,05 *

H+/E-: Kuyruk sismis, bas boya almamig, H-/E-: Kuyruk sismemis, bas boya almams, H+/E+: Kuyruk

sismis, bas boya almig, H-/E+: Kuyruk sismemis, bas boya almis
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3.3. Dondurma-Cozdiirme Sonras1 DNA Hasar Bulgulari
Coziim sonrast DNA hasarina ait bulgularimiz Cizelge 3.3.’de verildi. Kontrol grubuna

Tail lenght agisindan 10 ve 25 pg/ml proantosiyanidin ilave edilen gruplardaki diisiisiin,

Tail DNA bakimindan 10, 25 ve 50 upg/ml proantosiyanidin ilave gruplardaki

azalmanin, Tail moment agisindan da tiim antioksidan ilave edilen gruplardaki diisiisiin

istatistiki olarak anlamli (P<0,001) oldugu belirlendi.

Cizelge 3.3. Dondurma-Cézdiirme Sonrast DNA Hasar Bulgular: (X+ SEM, n:18)

Gruplar Tail Lenght (um/s) Tail DNA (%) Tail Moment (um/s)
Kontrol 38,31+1,06 40,800,672 28,06+0832
10 pg/ml 31,2441,28¢ 35,58+0,60° 22,32+0,78°
25 pg/ml 32,88+1,13° 36,11+0,63° 23,12+1,14°
50 pg/ml 36,08+0,88% 36,63+0,75° 23,27+0,87°
100 pg/ml 36,03+1,40% 39,82+0,582 23,61+1,08"
P - o o

a-e: Her bir siitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan onemlidir p<0,001

*%*
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3.4. Dondurma-Cozdiirme Sonrasi Oksidatif Stres Parametreleri
Dndurma-¢ozdiirme sonrasi elde edttigimiz oksidatif stres parametrelerine ait veriler

Cizelge 3.4.°de sunuldu. MDA, GSH, TAS ve OSI bakimindan gruplar arasinda

istatistiki bir fark belirlenemisken TOS agisindan kontrol grubuna gore 10, 25 ve 100

ug/ml proantosiyanidin ilave edilen gruplardaki artig istatistiki olarak 6énemli (P<0,05)

bulundu.

Cizelge 3.4. Dondurma-cozdiirme sonrasi oksidatif stres parametreleri (X SEM,

n:18).
eruplar nmol/ml mg/ml (mmoI-Troon hidrojenpero o)
Bauiv/iL)  ysit-Equiv.L)

Kontrol 4,10+0,18 0,38+0,002 6,77+1,21 13,19+0,38" 20,11+1,30
10 pg/ml 4,98+0,32 0,380,003 7,09+0,78 15,60£1,05°  22.3142,10
25 pg/ml 4,56+0,53 0,39+0,008 7,04+0,35 17,03+0,292 24,24+0,87
50 pg/ml 4,29+1,52 0,39+0,001 6,75+0,40 13,47+0,78" 19,92+1,75
100 pg/ml 4,83+0,97 0,39+0,000 7,37+0,12 15,74+0,722 21,46+0,80

0 *

a-e: Her bir stitundaki farkli harf tagiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir p<0,05 *

27



4 TARTISMA

Baska tiirlere kiyasla ko¢ spermatozoasinin membranindaki fosfolid-kolesterol oraninin
diisiik olmasi spermatozoonlar: oksidatif hasara karsi hassas hale getirmektedir
(Giindogan vd. 2010). Spermanin kriyopreservasyonunda ¢éziim sonrast elde edilen
motilite en 6nemli sperma kalite kriterlerindendir. Sperma sulandiricisina ilave edilen
antioksidan bir taraftan spermatozoonlarin oksidatif hasara maruz kalmasini engellerken
bir taraftanda spermatozoon motilitesinin artmasina katki saglamaktadir. Spermanin
uzun siireli saklanmasi siarasinda serbest radikaller ve ROS’un artmasi sonucunda da
oksidatif stres sekillenmekte, bunun nedenininde palazma zarinin yapisinda bulunan
doymamis yag asitlerinin peroksidasyonuna oldugu bilinmektedir. Normal spermatozoa
fonksiyonu, kapasitasyonla iligkili sinyal iletim yollarini tesvik etmek i¢in diisitk ROS
seviyelerine bagli olsa da, spermatozoa, savunma enzimlerini barindirmak i¢in sinirlt
hacim ve sinirlt sitoplazmik alandan kaynaklanan 6nemli antioksidan koruma eksikligi
nedeniyle oksidatif strese kars1 olduk¢a savunmasizdir (Bansal ve Bilaspuri, 2010). Ek
olarak, spermatozoon zarindaki yiiksek ¢oklu doymamis yag asitleri seviyeleri, onu
oksidatif strese karsi daha duyarli hale getirir. Buna gore, spermatozoadaki asir1t ROS
organel hasarina neden olur ve kademeli olarak intrinsik apoptotik degisimler baslatir,
sonug olarak spermatozoa hareketliligini, DNA biitiinliigiinii ve canliligin1 kaybeder ve
epigenetik profillerini degistirir (Aitken vd., 2012). Lipit peroksidasyonu, spermatozoon
motilitesi tizerinde 6nemli etkisi olan dogal bir olgudur (Alvarez ve Storey, 1982). Cok
sayida calisma, diyetle ve sperma sulandiricisina antioksidan takviyesinin lipid
peroksidasyonunu azaltabilecegini ve antioksidatif durumu iyilestirebilecegini
gostermistir (Salami vd., 2016). ROS, yalnizca biyofilmlerde PUFA'nin peroksidasyonu
yoluyla hiicre hasarina neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda LPO'nun ayrigma iirtinleri
yoluyla da hiicre hasarina neden olur. MDA seviyeleri dolayli olarak hiicrelerin serbest
radikaller tarafindan ne Olgiide saldirtya ugradigini yansitir (Fraczek vd., 2001).
Spermatozoadaki yiiksek ROS seviyeleri ve diisiik antioksidan seviyeleri, diisiik
spermatozooa motilitesi ve konsantrasyonu ile iliskili oldugundan oksidatif stresi en aza
indirmek ve sperma Kkalitesini iyilestirmek i¢in birgok antioksidan kullanilmistir. Tris
bazli sperma sulandiricisina farkli yogunluklarda katilan proantosiyanidin spermatozoon

motilitesinde ~ve  membran  biitlinliiglindeki  artisin ~ en  Onemli  nedeni
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proantosiyanidinlerin ¢ok zengin antioksidan igeriginden kaynaklandigi, tiziimden elde
edilen proantosiyanidin gibi flavonoidler zararli serbest radikalleri olduke¢a etkili bir
sekilde temizledigi, bu bilesiklerin hiicre zarlarina gomiilii olan yaglar ve LDL kaynakl
lipid peroksidasyon hasarinin azaltmasinda yararli oldugu vurgulanmaktadir (Evans ve
Maxwell, 1987).

Farkli konsantrasyonlarda proantosiyanidin ilave ettigimiz arastirmamizi ¢éziim sonu
10 pg/ml igeren grubun, kontrol ve diger gruplara kiyasla subjektif motilitede 6nemli bir
artis sagladigi (P<0,05) go6zlemledik. Ayrica bas, kuyruk ve toplam anormal
spermatozoon orani bakimindan kontrol grubuna gore 10 pg/ml proantosiyanidin igeren
gruptaki ve orta kisim anomaliler agisindan 10 ve 25 pg/ml proantosiyanidin iceren
gruplardaki azalma istatistiki bakimdan 6nemli (P<0,05) bulunmustur. Bu ¢alismada,
proantosiyanidinin sperma sulandiricisina ilave edilmesinin, baska antioksidanlarin
uygulandigr 6nceki c¢alismalarin verilerine paralel spermatozoon motilitesinde doza
bagimli olarak artislar meydana getirdi (Bucak ve Tekin 2006; Tuncer vd., 2010;
Avdatek ve Giindogan, 2018; Giingdr vd., 2019). Spermatozoon plazma zarinin stabil
olmasi spermatozoon metabolizmasinin yaninda akrozom reaksiyonu ve kapasitasyon
igcinde gereklidir. H+/E- oram1 agisindan kontrol grubuna gére 10 pg/ml
proantosiyanidin ilave edilen gruptaki artis ve H+/E+ oran1 bakimindan kontrol grubuna
gore 10 pg/ml proantosiyanidin igeren gruptaki azalmanmn 6nemli (P<0,05) oldugu
belirlendi. Olii-canli spermatozoon orani ve membran biitiinliigiiniin aym anda
degerlendirildigi H/E test, giiniimiizde sperma kalitesini ortaya koyan onemli fertilite
parametrelerindendir (Avdatek vd., 2018). Arastirmamizda sperma sulandiricisina
proantosiyanidin ilavesinin doza bagimli olarak membran biitiinligiinii 6nemli Slgiide
korudugunu belirledik. Calismamizi DNA hasar1 yoniinden degerlendirdigimizde tail
lenght bakimindan kontrol grubuna gore 10 ve 25 pg/ml proantosiyanidin igeren
gruplardaki diisiis, tail DNA agisindan ise kontrol grubuna kiyasla 10, 25 ve 50 pg/ml
proantosiyanidin katilan gruplardaki azalmanin ve tail moment yoniinden kontrol
grubuna gore tiim antioksidan iceren gruplardaki azalmalar istatistiki olarak onemli
(P<0,001) bulundu. Spermatozoon TOS diizeyleri bakimindan kontrol grubuna goére 10,
25 ve 100 pg/ml proantosiyandin igeren gruplardaki artis istatistiki olarak Onemli
(P<0,05) bulundu. Co6ziim sonu bulgularina baktigimizda 10 pg/ml proantosiyanidin

katilan grubun kontrol ve diger gruplara kiyasla motilite, anormal ve o6lii-canl
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spermatozoon orani, membran biitiinliigii ve DNA hasarin1 {izerine daha koruyucu bir
etki yaptigim1 belirledik. Konsantrasyon 10 pg/ml'yi astiginda, spermatozoonun
fizyolojik ozelliklerinin ve antioksidan enzim aktivitelerinin azaldigini1 belirtmekte
fayda var. Yiksek proantosiyanidin konsantrasyonlarinin = spermatozoonlarin
apoptozuna neden olabilecegini diisiiniiyoruz, ancak spesifik molekiiler mekanizmalar
daha fazla aragtirma gerektiriyor.

Calismamizla aymi yonde farkli tiirlerde yapilan calismalarda, Avdatek vd. (2020)
Merinos koglarin spermalarinin kisa siireli saklanmasi i¢in sulandiriciya ilave ettikleri
farkli konsantrasyonda proantosiyanidin ¢aligmalarinda 10 pg/ml katilan grubun kontrol
ve diger gruplara gore spermatozoon motilitesi ve membran biitiinliigli ilizerine
tyilestirici etkisi oldugunu bildirmektedirler. Kisa siireli saklanan teke spermasi
sulandiricisina ¢esitli yogunluklarda katilan proantosiyanidinin sperma kalitesi iizerine
yapilan bir c¢alismada 30 mg/l katilan grubun kontrol ve diger gruplara kiyasla
spermatozoon membtan biitiinliiglinii ve motiliteyi artirdig1 ayrica akrozom hasarini da
azalttig1 tespit edilmistir (Wen vd., 2019). Al-Daraji (2012) horoz spermasinin kisa
siireli sakladig1 caligmasinda sulandiriciya kattigi proantosiyanidinin spermatozoon
motilitesini  artirdigin1  bildirmektedir. Domuz sperma sulandiricisina  farkl
yogunluklarda oligomerik proantosiyanidin katilarak yapilan kisa siireli bir ¢alismada
50 pg/mL proantosiyanidin igeren grupta elde edilen spermatozoon motilitesini ve
membran biitinliiglinii kontrol ve diger gruplara gore daha iyi korudugu Li vd. (2018)
tarafindan belirlenmistir. Zhao vd. (2017) ahillarda oksidatif strese maruz birakilarak
yasayan koclarin yemlerine farkli oranlarda giiclii antioksidanlar olarak hareket edebilen
zengin bir polifenol kaynagi igeren saraplik {iziim posasi ilave ettikleri ¢aligsmalarinda
katki maddesi olarak verilen bu maddenin oksidatif stresi azalttig1 ve sperma kalitesini
tyilestirdigini  bildirmektedirler. Long vd. (2017), ratlara Zearalenone (ZEN)
uygulamasindan 6nce proantosiyanidin verdikleri ¢alismalarinda ZEN ‘in neden oldugu
artmig anormal spermatozoon oraninda azalma ve azalmis motilite oranininda artisa yol
acarak koruyucu bir etki yaptigimm1 bildirmektedirler. Ratlarda kadminyum ile
indiiklenerek olusturulan bazi toksisite ¢alismalarinda proantosiyanidin uygulamasinin
spermatolojik parametrelerden motilite, anormal ve Olii/canli spermatozoon orani
tizerine koruyucu etkisi oldugu ortaya konmustur (Sonmez ve Tascioglu, 2016; He, vd.,

2018; Bashir vd., 2019). Doksorubisin toksisitesine maruz kalmis ratlarda meydana
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gelen spermatogonial kromozomal anormalliklerini ve basa bagli anormal spermatozoon
oranini proantosiyanidin uygulmasinin 6nemli derecede azalttigini bildirilmektedir
(Attia vd., 2010). Yapilan bir ¢alismada kadmiyuma maruz kalan ratlarin
spermatozoonlarinda yiikksek DNA hasarinin  olustugu fakat proantosiyanidin
uygulamasinin DNA hasarmi koruyucu etki yaptigini bildirmektedir. Bu etkiyi de
proantosiyanidinin antioksidan 6zelligi nedeniyle oldugu ileri siiriilmektedir (Bashir vd.,
2019). Sisplatin igeren DDP toksisitesine maruz kalmis ratlarda farkli dozlarda
uygulanan proantosiyanidinin spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri iizerine
koruyucu etkisinin oldugu Zhao ve ark. tarafindan belirlenmistir (Zhao vd., 2014). Bai
vd. (2014) radyasyona maruz birakilmis ratlarda testis hasarini Onlemek igin
proantosiyanidin tedavisi uyguladiklar1 ¢aligmalarinda prosiyanidinlerinin MDA, H20:>
ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 {retimini inhibe ederek ve antioksidan
aktivitelerini iyilestirerek koruyucu etki yaptigmi belirlemisglerdir. Su vd., (2011),
proantosiyanidinin Nikel tarafindan indiiklenen apoptoz ve oksidatif stresi dengeleyerek
ratlarda spermatozoon motilitesini artirdigini ayrica rat testisindeki oksidatif stresi,
H2O2'yi temizleyerek MDA ve NO'yu dogrudan azaltarak etkisiz hale getirdigini
bildirmektedirler. Ayrica proantosiyanidin, ROS ve —OH (Wood vd., 2002). gibi serbest
radikalleri ortadan kaldirarak DNA'y1 oksidatif hasardan kurtarir. Proantosiyanidin
siiperoksit anyon radikallerini ve hidroksil radikallerini etkili bir sekilde temizleyebilir,
boylece serbest radikal zincir reaksiyonlarini kesintiye ugratabilir (Fracassetti vd.,
2013). Farkli tiirlerde farkli uygulama yontemlerine gore alinan sonuglarin elde edilen
bulgularimizla uyumlu olmasi proantosiyanidinin seckin antioksidan 6zelligini degisik

ortamlarda dahi gosterebildigi yoniinde degerlendirmekteyiz.
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5.SONUC

Tim bu bulgular 15181 altinda sundugumuz tez ¢alismamizda Sénmez irki koglarin
spermasinin kriyopreservasyonunda sulandiriciya farkli konsantrasyonda ilave edilen
proantosiyanidinin 10 pg/ml grubunun spermatozoon motilite, anormal ve Olii-canli
spermatozoon orani, membran biitiinliigii ile DNA hasar1 yoniinden kontrol grubu ve
diger gruplara gore en iyl korumayir sagladigi goriildii. Literatiir taramalarinda
spermanin uzun silire saklanmasinda proantosiyanidinin sperma sulandiricisina ilavesi
sonucunda spermatolojik parametrelere dair verilere rastlanmadigindan konuyla ilgili
daha genis hayvan materyalleri ile bagka c¢alismalarin yapilmasma gereksinim
duyulmaktadir. Ayrica yapilacak arastirmalarda in-vitro muayene parametrelerinin in-

vitro/vivo fertilite parametreleri ile de desteklenmesinin uygun olacagi kanaatine varildi.
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