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OZET

Amag¢: Bu c¢alismada 5 mM dozundaki arjinin, ellajik asit, metionin ve
sisteaminin  dondurulup-¢6zdiiriilmiis  tavsan semenleri {izerine etkilerinin
incelenmesi amaglandi.

Yontem: Beyaz Yeni Zellanda tavsanlarindan alinan semenler birlestirildi.
Birlestirilen semenler, 5 esit kisma boliindii. Her bir kisim sirasiyla arjinin, ellajik
asit, metionin ve sisteaminin 5 mM dozlarini igeren ve igermeyen (kontrol) Tris bazli
sulandiricisiyla 37°C’de sulandirildi. Diliie numuneler, 5°C’de 1 saat ekilibrasyona
birakildi. Ekilibrasyondan sonra numuneler, sivi azot buharinda donduruldu ve
sonrasinda saklamak amaciyla sivi azota (-196°C) atildi. Numune, 1 ay sivi azotta
bekletildikten sonra 37°C’lik su banyosunda 25-30 saniye bekletilerek ¢6zdiiriildii.
Dondurup-¢ozdiirme sonrasi kontrol ve antioksidan gruplarinin spermatozoanin
motilitesi, canlilii, akrozom biitiinléigii, mitokondriyal aktivitesi iizerine etkileriyle
birlikte total rediikte glutatyon diizeyi ve total antioksidan kapasite iizerine etkileri
karsilagtirildi.

Bulgular: Motil spermatozoa oranini kontrol grubuna (%19.00) kiyasla;
sisteamin grubunda (%35.00) 6nemli olgtide, diger antioksidan gruplarinda ise
onemsiz dizeyde yiiksek bulduk (p<0.05). Spermatozoa canhilik orani, hasarsiz
akrozomlu spermatozoa orani, yiiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani ve
malondialdehit olusum diizeyi agisindan; kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
onemli farklilik olmadigini tespit ettik (p>0.05). Yiiksek mitokondriyal aktiviteli
spermatozoa oranini, arjinin ve sisteamin gruplarinda ellajik asite kiyasla onemli
diizeyde yiiksek tespit ettik (p<0.05). Total rediikte glutatyon diizeyi, ellajik asit
grubuna kiyasla diger tiim gruplarda 6nemli 6lgiide yiiksek bulundu (p<0.05). Total
antioksidan kapasitesini ellajik asit grubuna kiyasla; metionin grubunda Onemli
diizeyde, diger antioksidan gruplarinda ise 6nemsiz diizeyde yiiksek oldugunu tespit
ettik (p<0.05).

Sonug: Bu ¢alismada dondurulup-¢6zdiiriilen tavsan semeninin spermatolojik
ve oksidatif stres parametreleri lizerine gruplarin etkileri degerlendirildiginde; genel
itibariyla sisteamin ile en iyi, ellajik asit ile en kotii sonuglar elde ettik.

Anahtar kelimeler: Tavsan semeni, semenin dondurulmasi, antioksidan,
spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri.
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ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to investigate the effects of arginine, ellagic
acid, methionine and cysteamine at 5 mM doses on rabbit semen.

Methods: Semens collected from New Zelland rabbits were pooled. Pooled
semen divided into 5 equal aliquots. The aliquots were diluted in tris-base extender
containing arginine, ellagic acid, methionine and cysteamine at doses of 5 mM, and
no additive (control) at 37°C. Diluted samples were equilibrated at 5°C for 1 h. After
equilibration, the samples were frozen in liquid nitrogen vapour and then plunged
into liquid nitrogen (-196°C) for storage. After storage about one month, samples
thawed via plunging into water bath at 37°C for 25-30 second. Following freeze-
thawing, effects of control and antioxidant groups on motility, acrosome integrity,
viability, mitochondrial activity of spermatozoa and levels of total reduced
glutathione and total antioxidant capacity were compared.

Results: We found that the cysteamine (%35.00) led to higher significantly and
other antioxidants except cysteamine led to higher non-significantly in the
percentage of spermatozoa motility, compared to control (%19.00) (p<0.05). We
found that there were’nt significant difference in the percentage of spermatozoa
viability, spermatozoa with non-damaged acrosome, spermatozoa with high
mitochondrial activity and formation of malondialdehyde between control and other
groups (p>0.05). We found that arginine and cysteamine led to higher percentage of
spermatozoa with high mitochondrial activity, compared to ellagic acid (p<0.05).
Compared to ellagic acid group, other groups led higher significantly levels of total
reduced glutathione to be found (p<0.05). We found that the methionine led to higher
significantly and other antioxidants except methionine led to higher non-significantly
in the level of antioxidant capacity compared to ellagic acid (p<0.05).

Conclusion: When effects of groups on spermatological and oxidative stress
parameters of frozen-thawed rabbit semen were evaluated; in generally cysteamine
led to the best results and ellagic acid led to the worst results to be found.

Key words: Rabbit semen, freezing of semen, antioxidant, spermatologic and
oxidative stress parameters.
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1. GIRIS VE AMAC

Ulkemizde gerek kadin gerek erkek faktorlerine bagl goriilen infertilite,
sosyokiiltiire] agidan ciddi bir sikinti olusturmaktadir. Bu amagla Tiip bebek
merkezlerinde infertilite sorunlarimi ¢6zebilmek igin yapilan c¢alismalar son derece
hiz kazanmistir. Ozellikle erkek faktérlerine bagl infertilite iilkemizdeki bireylerin
sosyokiiltire yasam kalitelerini olumsuz etkilemektedir. In-vitro fertilizasyon
laboratuarlarinda yapilan son ¢aligmalar neticesinde sperm ve oosit gibi esey
hiicreleri ve zigot, kriyoprezervasyon (dondurarak koruma) yontemi ile yillarca
saklanabilmektedir. Bu bilimsel gelismelerin neticesinde giiniimiizde; genital kanser
tanis1 almis ve bu nedenle kemoterapi alacak olan bireyler, tedavi bitimine kadar ya
da anne-baba olmak istedikleri zamana kadar sperm ya da oositlerini
kriyoprezervasyon ile yillarca saklatabilme imkanina kavusmustur. Son yillarda
bolgemiz olan Hatay/Antakya yoresinde daha da belirgin olmak iizere sperm

kryoprezervasyonu i¢in hasta taleplerinde bir artis izlenmektedir.

Kriyoprezervasyon, s6zciik anlami olarak hiicreyi canliligini korumak suretiyle
sogukta  (-196°C’lik  nitrojen tankinda) dondurarak saklama demektir.
Kriyoprezervasyon siiresince hiicrelerin, canlilign korunmak kaydiyla metabolik
aktiviteleri durdurulmaktadir. Kriyoprezervasyon ile spermatozoa, yillarca canliligi
korunarak saklanabilmektedir. Semenin dondurulmasi, soguk sokuna ve oksidatif
strese yol agmakta ve spermatozoanin plazma membran iizerinde kalici hasarlara
neden olmaktadir. Semenin sulandirilmasi ve dondurulmasi seminal plazmada ve
spermatozoada antioksidan seviyelerinin digmesine neden oldugundan, dondurulan
semen oksidatif strese duyarli hale gelir. Spermatozoanin plazma membrani,
dondurulma esnasinda gelisen soguk sokundan baslica etkilenen yerlerden birisidir
(1). Spermatozoanin plazma membraninda kolesterol/fosfolipid orammmin yiiksek
olmasi, dondurma-¢dzdiirmenin meydana getirecegi olumsuz etkilere spermatozoay1

direngli kilar. Insan ve tavsan spermatozoasiun plazma membramnda




kolesterol/fosfolipid orani yiiksektir; bu nedenle plazma membraninda bu oranin
disiik oldugu diger canlilarla kiyas edildiginde, insan ve tavsan spermatozoasinin
dondurma-¢6zdiirme hasarina kars1 direnci daha yiiksektir (2). Insan spermatozoasi
ile tavsan spermatozoasi arasindaki bu benzerlik diisiiniildiigiinde, tavsan semen
kriyoprezervasyonunda elde edilecek basarinin insan semen kriyoprezervasyonunun

etkinliginin arttirilmasina katki saglayacagi asikardir.

Semenin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi  sirasinda olusan reaktif oksijen
substantlar1 (ROS), endojen savunma sisteminin tolere edemeyecegi diizeye ¢ikarsa
oksidatif stres gelisirr. ROS’un diisik konsantrasyonlar1 hiperaktivasyon,
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu gibi spermatolojik  fonksiyonlarin
gergceklesmesinde Onemli rol {stlenirken; yiiksek miktarda iretilen ROS
spermatolojik fonksiyonlar1 olumsuz etkilemekte ve buna bagh olarak da infertilite
gelisimine sebep olabilmektedir (3). Serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine
kars1 koymak i¢in, spermatozoa ve seminal plazmada bazi antioksidanlar
icermektedir (4,5). Fakat bu antioksidan sisteminin kapasitesi, ROS iiriinlerinin olasi

toksik etkilerine ve oksidatif hasara kars1 koymada yeterli degildir (6).

Spermatozoanin antioksidan kapasitesinin diisiik olmasi, plazma membraninin
doymamuis yag asitlerince zengin olmasi ve DNA tamir yetisinin yetersiz olmasi gibi
nedenlerden dolay1 spermatozoa; dondurmanin ve ¢dzdiirmenin meydana getirdigi
hasarlara kars1t duyarlhidir (7). Bu nedenle spermatozoadaki dondurma ve ¢6zdiirme
esnasinda meydana gelebilecek olan hasarlari minimalize etmek i¢in; semen
sulandiricilarina  koruyucu ve antioksidan Ozellikli maddeler eklenmektedir.
Literatlire baktigimizda tavsan semenini dondurma ve ¢ozdiirmeden kaynaklanan
hasara kars1i korumaya iliskin; ¢ok az sayida ¢alisma yapilmistir ve antioksidan
etkinlikleri kanitlanmig olan arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteaminin kullanildig
hi¢bir ¢alisma yapilmamigtir. Bu sebeplerden dolayr bu ¢alismamizda bu konu
tizerine yoneldik ve antioksidan olarak arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteaminin

etkinligini incelemeyi amagladik.




Bu ¢alismadaki amaglarimiz sunlardi:

v

Tavsan semen kriyoprezervasyonunda antioksidanlarin  dondurup-
¢ozdiirme hasarmma karsi spermatozoayr koruyup korumadiklarini
degerlendiren ¢alisma sayisinin azligina bagh literatiirde olusan bu
boslugu doldurmak

Dondurup ¢6zdiirmenin neden oldugu spermatolojik parametrelerdeki
kalite dustikliiglinii ve oksidatif stresi onleme noktasinda arjinin, ellajik
asit, metionin ve sisteamin koruyucu etkilerinin olup olmadigini ortaya
koymak

Insan semeni iizerine yapilan kriyoprezervasyon uygulamalarina isik

tutmak ve katkida bulmak




2. GENEL BILGILER

2.1. Tavsanlarda Ureme

Erkek tavsanlarda testis, dogumdan sonra 12. haftada skrotuma inisini
tamamlar. 4 aylikken, semende motil spermatozoalar goriiliirse de; tavsanlarda
giinliik spermatozoa tiretimi en iist diizeye 7-8. aylarda ulasir.

Disi tavsanlarda, diger memelilerden farkli olarak bir 6strus siklusu yoktur ve
tiim sene boyunca cinsel aktivite gosterebilirler. Gebelik stiresi 29-35 giindiir (8).

2.1.1. Erkek Tavsanlarda Ureme Organlari
-Testis

Tavsanlarda testisler; iki bacak arasinda, iki ayr1 skrotum igerisinde yerlesim
gosterir. Her iki testis de, hemen hemen ayni hizadadir. Uzun ekseni, kraniyo-medial
ve kauda-lateral yerlesimlidir. Oval sekillidir ve yanlardan basiktir (9). Dogumdan

sonra, 12. haftada skrotuma inigini tamamlarlar (8).

Tavsan testisi; germ hiicrelerini, mezensimal hiicreleri, leyding ve sertoli

hiicrelerini igermektedir.

Prespermatogonya, postnatal donemde seminifer tiibiiliin periferinde bulunan
germ hiicresidir. Stoplazmasinin biiyiik olmasiyla ve kendisiyle 6zdes diger
hiicrelerle aralarinda kopriilerin bulunmasiyla, fotal gonositlerden ayrilir. Postnatal
donemin 7. haftasinin sonunda spermatogonya tip-A‘ya doniisene kadar; boyutu
azalir, stoplazmasi yogunlasir, niikkleolusu genisler. Diger germ hiicreleri de ¢esitli

zamanlarda ortaya ¢ikar.

Sertoli hiicresi, bazal laminaya dik konumludur ve postnatal dénem boyunca
komsulugundaki germ hiicreleriyle yakin iligski igerisindedir. Stoplazmalarinda;

uzunlamasina seyreden mitokondri, ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulum ve
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belirgin golgi kompleksleri bulunur. Sertoli hiicrelerinin ¢ogu, olasilikla dejenere
germ hiicrelerinden kaynaklanan fagosite materyal i¢ermektedir. Bu bilgi, sertoli

hiicrelerinin erken déonemde germ hiicre matiirasyonuna katildigin1 desteklemektedir

(10).

Leyding hiicreleri, postnatal donemin 5. haftasina kadar; oval sekilli niikleusu,
belirgin niikleolusu ve genis stoplazmasi ile steroid sentez eden hiicrelerin
ozelliklerini tagimaktadir, ancak kismen farklilasmis durumdadir. 5. haftada tamamen
farklilagmis olup; ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulum igerir ve damarlarin
cevresinde gruplar seklinde lokalizasyon gosterir. 7. haftada eriskin testisinde oldugu

gibi, interstisyel dokunun biiyiik bir kismini kaplar hale gelmektedir (11).
-Duktuli Efferentis

Duktuli efferentis epiteli, esas hiicre ve silyali hiicre olmak iizere iki tip
hiicreden ibarettir. Esas hiicre, plazma membran yiizeyinde bulunan mikropinositotik
vezikiiller ve stoplazma boyunca dagilim gosteren kiigiik dens cisimciklerle
karakterizedir. Silyali hiicre, limene uzanan silyalarinin olmasi1 ve g¢ekirdeginin

apikal iist kisminda bulunmasiyla ayirt edilir.
-Duktus Epididimis

Duktus epididimis, kaput, korpus ve kauda olmak iizere ii¢ segmente sahiptir.
Duktus epididimis epiteli; esas hiicre ve bazal hiicre olmak tizere iki tip hiicreden
ibarettir, ancak epididimisin farkli segmentlerinde esas hiicrelerin yapis1 farklilik

gosterir.

v Kaput epididimisteki esas hiicreler: Boyu uzundur, uzun mikrovillusa
sahiptir, kiigiik bir golgi aparatina ve niikleusa komsu dens cisimcikler
kiimesine sahiptir, apikal stoplazmasi ¢ok sayidaki mikropinositotik

vezikiiller ve biiyliik multivezikiiler cisimciklerle doludur.

v Korpus epididimisteki esas hiicreler: Cok sayida diiz endoplazmik

retikuluma, biiylik bir golgi aparatina, lipid damlaciklarina ve dens
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cisimciklere sahiptir.

v Kauda epididimisteki esas hiicreler: Boylar1 kisadir, bazal
stoplazmasinda  konsantrik  diizenlenmis graniilli  endoplazmik
retikuluma sahiptir, dens cisimciklerin sayisi diger segmentlere nazaran

daha fazladir (12).
-Aksesuar bezler

Tavsanlarda aksesuar bezler; vezikiiler bez, proprostat bezi, prostat bezi,
paraprostat bezi ve bulboiiretral bezlerden ibarettir. Vezikiiler bez, iki lopludur ve
mesanenin boynunda lokalizedir ve kaudalde prostat kompleksi ile komsudur.
Igerigini her bir loptan ayrilan birer bosaltici kanal aracilifi ile iiretraya bosaltir.
Proprostat bezi, iki lopludur ve kraniyalde vezikiiler bez, kaudalde ise prostat ile
komsudur. Igerigini her bir loptan ayrilan birer bosaltic1 kanal araciligi ile iiretraya
bosaltir. Prostat bezi, iki lopludur ve kraniyalde proprostat bezi ile komsudur.
Igerigini her iki lobun ventral yiizeyinden ¢ikan birer bosaltici kanal aracihifiyla
liretraya bosaltir. Paraprostat bezi, prostat bezinin venterolateralinde lokalizedir ve
kaudalde bulboiiretral bezlerle komsudur ve mikroskobik olarak iki farkli tiptedir:
Bir tipi, prostat bezi ile ayni yapiya sahipken; diger tipi bulbotiretral bezleri andirir.
Bulboiiretral bez, iki lopludur ve prostat kompleksinin kaudalinde yer alir. Igerigini
her bir lobun ventral yiizeyinden ¢ikan ve sayilar1 degisken olan bosaltic1 kanallar

aracilifi ile tretraya bosaltir (13).

-Skrotum ve Penis

Skrotum tiiysiizdiir, penis ise prepisyum igine gizlenmistir ve sivri ugludur (8).
2.1.2. Spermatogenez

Tavsanlarda spermatogenezis esnasinda goriilen hiicre tipleri; spermatogonya,
spermatogonya tip-A, spermatogonya intermediat, spermatogonya tip-B, primer
spermatosit, sekonder spermatosit ve spermatittir (14). Tavsanlarda spermatogenezis

51.8 giinde tamamlanir (15).




-Spermatogonya
Mitoz béliinme gegirerek iki tane spermatogonya tip-A meydana getirir.
-Spermatogonya tip-A

Olusan iki spermatogonya tip-A’dan birisi mitoz bolinmeyle kendisi gibi

spermatogonya tip-A’lan tretirken, digeri mitoz boliinmeyle iki adet spermatogonya

intermediat hiicreye dontigiir.

-Spermatogonya intermediat
2 mitoz boliinme gegirir ve bir tanesinden 4 adet spermatogonya tip-B olusur.
-Spermatogonya tip-B

Mitoz boliinme gegirir ve primer spermatosite doniisiir. Neticede 1 adet

spermatogonya tip-A’dan 16 adet primer spermatosit liretilmis olur.

-Primer spermatosit

Mayoz béliinme gecirerek sekonder spermatosite doniisiir.
-Sekonder spermatosit

Mayoz boliinme gecirerek spermatite dontisiir.
-Spermatit

Spermatogenez stirecinin son hiicresidir. 15.6 adet primer spermatositten; 62.4

adet spermatit degil de, 47.5 spermatit {iretildigi bildirilmistir. Bu durum, mayoz

bolinmeler siirecinde spermatositlerin dejenere oldugunu gostermektedir (14). *H-

timidin enjeksiyonu sonrasi igaretlenen tavsan spermatitlerinin; yaklagik 30. giinde

seminifer tiibiil limenine saliverildigi, yaklasik 12 saat sonra da epididimisin kaput

kismina gectigi bildirilmistir. Tavsanlarda ginlitk spermatit {iretiminin testis basina

368 milyon oldugu bildirilmistir (16). 4 aylikken, semende motil spermatozoalar

gortiliirse de; giinlitk spermatozoa verimi 7-8. aylarda tist diizeye erisir (8).
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2.1.3. Spermatozoa Uretimini Etkileyen Faktorler

Tavsan semeninin kalitatif ve kantitatif tiretimini; tavsanin genetik yapisi, yast,
beslenmesiyle birlikte mevsim sartlari, ¢evre sartlari ve tavsandan sperma alma

siklig1 etkilemektedir

Genetikleri farkli tavsanlar, semen ozellikleri ve fertilite kabiliyetleri
bakimindan farkliliklar gosterir. Melezligin; ¢esitli semen 6zelliklerinde orta diizeyde
avantaj sagladifi, ancak bunlardan alinan semen ile yapilan yapay inseminasyonda

negatif heterotik etkisi oldugu bildirilmistir (17).

Ik 2 yilim tamamlayan tavsanlarda yas ilerledik¢e, semen kalitesinin diistiigii

belirtilmektedir.

%15°ten fazla protein igeren diyetler, yeterli sperm iretimi igin tavsiye
edilmektedir. En az %1 oraninda, ancak fazla olmamak kaydiyla dengeli yag asidi
iceren diyetlerin verilmesinin; membran akigskanliginin modifikasyonunda rol aldig
bildirilmektedir. Antioksidan alimi, lipid peroksidasyonu onlediginden tavsiye

edilmektedir (18).

Spermatozoa yogunlugu, yaz mevsiminde diismektedir (19).

Isiga maruz kalma siiresi, hipotalamo-hipofiziyer aksi ve sonu¢ta hormon
salimimini ve spermatozoa iiretimini etkiler. Giinliik sabit 16 saat aydinlik 8 saat

karanlik olan bir ortam spermatozoa tiretimini arttirir (18).

Haftada ik kezden fazla semen alinmasi, semen miktarini ve spermatozoa

yogunlugunu azaltir (17).




2.1.4. Tavsan Semeninin Ozellikleri

-Sperma Miktari

Tavsan spermasi, semen ve jelden olusmaktadir. Tavsanda semenden
bahsedilirken, jelsiz kisim kast edilir. Sperma miktari; tavsanin irki, genetik yapisi,
yasi ve beslenmesiyle birlikte mevsim sartlarina, ¢evre sartlarina ve tavsandan

sperma alma sikligina gére degiskenlik gostermektedir (17).

Beyaz Yeni Zellenda tavsaninin ejakiilat miktar tizerine yapilan ¢aligmalarda;
Keskin 0.4 ml., Macari ve Machado 0.61 ml., Pachedo ve Macedo 0.74 ml. ve
Dubiel ve arkadasglar1 0.97 ml. oldugunu bildirmislerdir (8,19,20).

-Semen pH’si:

Semen pH’1; semene idrar, genitoiiriner inflamasyon sonucu kan ya da irin veya

disardan herhangi bir maddenin karigmasi sonucu degisebilir (8).

Beyaz Yeni Zellanda tavsaninin semen pH’si lizerine yapilan ¢aligmalarda;
Pachedo ve Macedo 6.74, Keskin 7.10, Macari ve Machado 7.22 ve Oztemel ve
arkadaglar1 7.72 oldugunu bildirmislerdir (8,19,20).

-Semen Bilesenleri

Semen, seminal plazma ve spermatozoadan ibarettir. Seminal plazma; su,
iyonlar, antioksidan enzimler, glikoproteinler, protein kompleksleri, yag vezikiilleri

ve yag damlaciklar ihtiva eder.

Tavsan semeninde ayrica ‘dynein-ATP’az inhibitéri’ adli glikoprotein
tamimlanmigtir. Bu glikoprotein, spermatozoayi dekapasite eder ve baslangig

motilitesini onler.

Tavsan semeni lizerine yapilan bir ¢aligmada 150 kDa’lik protein kompleksi
tanimlanmigtir. Bu protein kompleksi; bir asit-labil birim, bir asit-stabil baglayici
protein ve insiilin benzeri biiylime faktoriinden ibarettir. Spermatozoa motilitesini ve

akrozom reaksiyonunu modiile eder.




Yag damlaciklari kolesterolden zengindir ve spermatozoayr soguk soku ve

prematiir akrozom reaksiyonuna karsi korumak igin sterol kaynagi olarak etki eder.

Vezikiiller, yiiksek kolesterol/fosfolipid oranmna sahip olup; tavsan
spermatozoasi i¢in biiylik miktarda enerji temin eder, immiin-modiilatér etkilidir ve

fertilizasyon yetisinin kazanilmasinda rol istlenir (21).

Semen enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar ihtiva eder. Enzimatik
antioksidanlar; katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidazdir
(GPx), glutatyon rediiktez (GR) ve glukoz-6 fosfat dehidrogenazdir (G-6P DHG)
Non-enzimatik antioksidanlar ise; albumin, taurin, hipotaurin, iirik asit, selenyum,
sistein, piriivat, ¢inko, glutatyon, vitamin-C, vitamin E, karotenler, karnitin,

laktoferrin, koenzim-Q10 ve prostozomlardir (7).
-Spermatozoa Yogunlugu

Birim hacim semende bulunan spermatozoa miktaridir. Spermatozoa
yogunlugu; tavsanin irki, genetik yapisi, yasi ve beslenmesiyle birlikte mevsim
sartlari, cevre sartlar1 ve tavsandan alinan sperma sikligima gore degiskenlik

gostermektedir (17).

Beyaz Yeni Zellanda tavsanminin spermatozoa yogunlugu iizerine yapilan
¢alismalarda; Oztemel ve arkadaslar1 ortalama 287.2x10%ml., Dubiel ve arkadaslari
ortalama 309.0x10%ml. ve Keskin ortalama 386.1x10%ml. oldugunu bildirmislerdir
(8,19).

-Spermatozoa Motilitesi

Spermatozoa motilitesi, bir yonde ve giiglii hareket eden spermatozoalarin
hareketsiz veya diger hareket bi¢imi gosterenlere orani olarak tanimlanmaktadir.
Yalnizca motil spermatozoalarin dolleme yetileri oldugu kabul edildiginden; yapay
inseminasyon uygulamalarinda spermanin  sulandirilmasi, dozlanmasi ve

dondurulmasi sirasinda motilitenin dogru degerlendirilmesi 6nemli yer tutar (8).
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Beyaz Yeni Zellanda tavsaninin spermatozoa motilitesi iizerine yapilan
caligmalarda; Dubiel ve arkadaslar ortalama %66, Keskin ortalama %69 ve Oztemel

ve arkadaglari ortalama %81.3 oldugunu bildirmislerdir (8,19).

-Spermatozoanm Ozellikleri

Diger c¢iftlik hayvanlarindan farkli olarak insan spermatozoasmin plazma
membranina benzer sekilde tavsan spermatozoasinin plazma membranmindaki
koleseroliin fosfolipidlere orani yiiksektir (0.88) ve fosfolipidlerde ¢oklu doymamis
yag asitlerinin doymus yag asitlerine oran1 yiiksektir (0.8). Bu 6zelliklerinden dolayz,
tavsan spermatozoast diger ¢iftlik hayvanlarinkine kiyasla soguk sokuna daha
diren¢lidir (2). Tavsan spermatozoasinin plazma membraninda poliansatiire yag
asidinin (PUFA) baslicas1 dokozopentaenoik asit (C22:5n-6) iken, n-3 serisi
poliansatiire yag asitleri ¢ok diisiik diizeydedir. Spermatozoa hiicrelerinde doymamus
yag asitlerinin yiiksek diizeyde olmasi; hiicrenin hareketinin regiile edilmesinde
aktif rol oynar, fertilizasyonu karakterize eden fiizyon olaylar1 igin spermatozoanin
plazma membranina yeterli akigkanlik kazandirir. Ancak bununla beraber yiiksek
diizeyde PUFA bulunmasi, peroksidatif hasarla indiiklenen serbest radikallere karsi

spermatozoanin duyarliligini arttirir (22).

Spermatozoa plazma membraninin su gegirgenlik katsayis1 disiiktiir. Bu
nedenle semenin dondurulmasi esnasinda; dimetilsiilfoksit (DMSO) ya da amidler
gibi diisiik molekiil agirlikli kriyoprotektantlarin kullanimi gereklidir. Aktivasyon
enerjisi ise yliksektir (23).

Sperm DNA’s1, essiz paketlenme diizeni sayesinde yapisal ve fonksiyonel
biitlinliik kazanacak 6l¢iide yiiksek diizeyde organizedir. Somatik hiicrelerden farkl
olarak, biiyiik ¢ogunlugu protaminlerin yerlestirilmis olmasina bagl olarak kondanse
halkalar halinde kivrilmistir ve kiigiik bir kismu gevsek formda histonlara
baglanirken, geride kalan DNA kismi ise genom boyunca 50 kilobazlik araliklarla
matriks tutunma bolgelerinde spermatozoanin niikleer matriksine tutunur.
Protaminler, DNA’nin negatif fosfodiester iskeletini nétralize eden pozitif yiiklii

arjinin rezidiileri ihtiva eder ve zamana bagli olarak DNA’nin asir1 kondensasyonun
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ve dekompresyonun kontrolinii saglayarak DNA’nin  kivrilmasimi  saglar.
Spermatozoa oosit ile kaynastiktan sonra oosit tarafindan temin edilen histon

proteinleri ile yer degistirir (24).

Spermatozoa enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar igerir. Igerdigi
enzimatik antioksidanlar; glutatyon rediiktaz (GR), glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G-
6P DHG), siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidazdir (GPx). Icerdigi
non-enzimatik antioksidanlar selenyum, askorbik asit, a-tokoferol, rediikte glutatyon

(GSH), taurin, hipotaurin, koenzim Q-10 ve laktoferrindir (7).

2.2. Tavsan Semeninin Dondurularak Saklanmasi (Kriyoprezervasyonu) Ve

Cozdiiriilmesi

Tavsan semeninin dondurularak saklanmasi yani kriyoprezervasyonu; tavsan
yetistiriciligine ve dol verimi yiiksek degerli genetige sahip tavsan tiirlerinin

cogaltilmasina katkilar saglamaktadir.

Tavsan spermatozoasi ilk kez Smith ve Polge (1950) tarafindan gliserol ile

dondurulmustur. Glintimiize kadar, bu ¢aligmalar giderek artmistir (2).

2.2.1.Tavsan Semeninin Dondurulmasinda Kullanilan Sulandiricilarin

(Kriyodiliientlerin) I¢erigi

Spermatozoa, kriyoprezervasyona bagl olarak ¢esitli sebeplerden dolay: hasar
gordiigiinden; kullanilan sulandiricilarin  asagidaki temel ozellikleri tagimalar

gerekir:

-Laktik asit olusumuna bagli pH degisikliklerini telafi etmek i¢in tampon

gorevi gormeli,

-Ortamdaki elektrolit dengesini ve optimum osmotik basinci devam

ettirebilmeli,
-Spermatozoalar igin besin ve enerji temin etmeli,
-Hizl1 sogutma ve 1s1 sokuna karsi koruyucu olmals,
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-Patolojik olanlar dahil mikroorganizmalari iiremesini durdurabilmelidir.
-Ekonomik ve rutinde hazirlanmasi nispeten kolay olmalidir (25,26).
-Tampon Soliisyonlar

Spermatozoanin metabolik aktivitesi, hidrojen iyonlarmin ag¢iga ¢ikmasina
neden olur. A¢iga ¢ikan bu iyonlarin tagmmmasi i¢in bir mekanizmanin olmamasi,
sulandirict  pH’sinin  digmesine ve dolayisiyla spermatozoanin  olumsuz
etkilenmesine neden olur. Bu nedenle, semen sulandiricilarinda tampon
soliisyonlarin kullanilmasi zorunludur (27). Spermatozoa, pH degisikliklerine karsi
genellikle dar bir tolerans aralifina sahip oldugundan; sulandiricilarin tampon
ozelligi tastyor olmalar1 gerekir. Metabolik aktivite sogutulan semende kaydadeger
oldugundan tampon maddeler, 6zellikle semenin dondurulmadan 6nceki sogutma
dénemlerinde 6nemlidir (28). Semen sulandiricilarinin osmotik basinci ve pH’si;

izoosmotik veya izotonik ya da nétrale yakin ya da hafif asidik olmalidir (29).

Sulandiricilarda osmotik basing ve hidrojen iyon konsantrasyonunu ayarlamak
i¢in; tris (tris [hidroksimetil aminometan]), sitrik asit, MIII gibi tampon maddeleri

kullanilmaktadir. Ancak etkinligi en iyi olan tris bazli tamponlayicidir (2).
-Yumurta Sarisi

Semen sulandiricisina yumurta sarisi katilmasi, sogutmanin zararh etkilerine
kars1 spermatozoay: etkin sekilde korur. Yumurta sarisinin soguk sokuna kars:
koruyuculuk saglayan komponenti, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) olarak
tanimlanan komponenttir. LDL nin %89°u lipit (lipidlerin %74’ nétral yag, %26’s1
fosfolipid) ve % 11°1 proteinden ibarettir. Yumurta sarisi, kriyoprotektif etkinligini

su sekillerde gosterir:

> Igerisindeki lipoproteinin fosfolipitlerindeki yag asitleri, spermatozoa
ylizeyinde bir film tabakasi olusturarak soguk sokuna ve kristal olusumuna
kars1 koruyucu etkinlik gostermektedir (30).
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> Icerisindeki lipoprotein bileseni, membran lipitleri ile etkilesime girerek su
ve iyon permeabilitesini degistirmekte ve boylelikle indiiklenen iyonik
pompa ile membranlarda fosforilasyon arttirilmakta ve hiicresel osmotik

davranista hiicreye diren¢ kazandirilmaktadir (31).

» Seminal plazma proteinlerine baglanarak, onlarin zararli etkilerine karsi

spermatozoa membranin korur (32).
-Kriyoprotektanlar (CPA’lar)

Kriyoprotektanlar, soguk sokuna karsi koruyucu maddelerdir. Semenin
dondurulmasinda kullanilacak sulandiricida kriyoprotektif 6zellikli maddelerin
bulunmasi gereklidir. Kriyoprotektanlar; hiicrenin sogutulmasi, dondurulmasi ve
¢cozdirtilmesi esnasinda gelisen fiziksel, kimyasal ve oksidatif stresi ve bunlardan
dogan 1s1 soku, osmotik degisim, intraselliiler kristal olusumunu azaltmak amaciyla
kullanilmakta ve ¢ozdiirme sonrasi spermatolojik parametreleri ve fertiliteyi direkt

etkilemektedirler (33).

Kriyoprotektanlar 2 gruba ayrilir: Permeabl (internal) kriyoprotektanlar ve non-
permeabl (eksternal) kriyoprotektanlar. Permeabl kriyoprotektanlardan semenin
dondurulmasinda en ¢ok kullanilanlar; gliserol, dimetilsiilfoksit (DMSO), asetamid,
propilen glikol, etilen glikol ve formamiddir. Non-permeabl kriyoprotektanlar,
sakkaritler ve makromolekiiller olarak ikiye ayrilir. Sakkaritler i¢in; monosakkarit
olarak glukoz ve galaktoz, disakkarit olarak siikroz ve trehaloz, trisakkarit olarak
rafinoz sayilabilir. Makromolekiillerden ise en ¢ok kullamilanlari; sigir serum

albumini (BSA), dekstran, polietilen glikol ve mannitoldiir.
Permeabl kriyoprotektanlar koruyucu etkilerini su sekilde gosterirler:
» Hiicrenin dehidrate olmasini dnleyerek
» Donma esnasinda elektrolit yogunlugunu azaltarak
» Protein yapilar1 koruyarak
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» Distik 1silarin meydana getirdigi osmotik biiziismeyi azaltarak

Gliserol, yliksek oranda hidrofilik yap1 gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki karbonun hidroksile oraninin (C/OH) esit olmasi, spermatozoa iizerine
etkisini arttirmaktadir. Spermatozoanin membran lipidleriyle etkilesime girerek,

kimyasal ve fiziksel strese karsi membranlari stabilize eder (34)

Dimetilstiilfoksit (DMSO), bir hidrofilik siilfoksit grubuna ve iki hidrofobik
metil grubuna sahip amfipatik bir molekiildiir. Amfipatik dogasi sayesinde, hem
suda ¢oziinir hem de bircok lipofilik bilesigi ¢6zme yetisine sahiptir. Hem
antioksidan hem de oksidan 6zellige sahiptir. Antioksidan etkinligini hem lipid
peroksidasyonunu hem de karbonil olusumuyla protein oksidasyonunu azaltarak
gosterirken, oksidan etkinligini icerigindeki stilfidril grubunun oksidasyonuna bagl
olarak serbest tiol diizeyini arttirarak gosterir (35). DMSO, in vitro ortamda fertilize

olan sig1r oositlerinin matiirasyonunu ve gelisimini olumlu y6nde etkiler (36).
Sekerler dondurma-¢6zdiirme esnasinda su etkilerle spermatozoay1 korurlar:

» Spermatozoanin yasamasi i¢in gerekli olan enerjiyi temin ederler.
Dondurulan  spermatozoada metabolik aktivite gegici olarak
durdugundan enerji temini nispeten ¢ok Onemli degildir. Zira
spermatozoalar, dondurulmadan 6nce genellikle sadece birkag saat i¢in

aktif kalirlar (28).

» Letal etkili hiicre i¢i kristal olusumunu engellemek i¢in hiicrede

dehidrasyon olustururlar.

» Hiicre ile ortam arasinda osmotik tamponlayici olarak gérev yaparak
soguk sokuna karsi koruma saglarlar. Monosakkaritler, disakkaritlere
gore hiicreye daha hizli penetre oldugundan; monosakkaritlerin

dehidrasyona neden olucu etkisi disakkaritlerden daha azdir.

» Dondurma ve ¢Ozdiirme esnasinda olusan hasara karsi membran

yapilarini; membrandaki fosfolipidlerle etkilesime girip yiizey artisi
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saglayarak, fosfolipidlerde meydana gelen 1s1 degisimlerini azaltarak,

fosfolipid agil zincirleri arasindaki van der waals etkilesimlerini
azaltarak, membran esneklik kaybini 6nleyerek, membran bilesiklerinin
kaybin1 onleyerek, lipid faz degisimini 6nleyerek ve membran

proteinlerini stabilize ederek korurlar (37,38).
-Antibiyotikler

Antibiyotikler, hijyen amaciyla sulandiriciya katilir. Kullanilan sulandiriciya
bagli olarak hem kristalizasyon sicakligini hem de olusan buz miktarini modifiye
ederler. Kullanilan antibiyotikler genellikle; 1000U/ml penisilin G, 1mg/ml
streptomisin siilfat ya da 80mg/L kanamisin siilfattir (39-41).

2.2.2. Tavsan Semeninin Dondurulmasinda Kullanilan Kriyodiliientler

[k olarak 1950°de Smith ve Polge, %20 gliserol ve %0.25 arap sakizi igeren
sulandirici  kullanarak tavsan semenini sulandirmiglardir. Tavsan semeninin
sulandirilmasinda, o zamanlardan giiniimiize dek birgok tampon maddeler,
kriyoprotektanlar, sekerler, makromolekiiller, antibiyotikler ve baska ¢esitli maddeler

denenmistir (2).

Tavsan semeninin kriyoprezervasyonu i¢in genellikle tris (tris[hidroksimetil]
aminometan) bazli sulandiricilar (tris, sitrik asit ve fruktoz ya da glukoz igerir)
kullanilmaktadir. Tavsan semeninin sulandirilmasinda tris sulandiricisi disinda
giinlimiize dek; yagsiz siit tozu, TES (N-Tris[hidroksimetil] metil-2-aminometan
stilfonik asit), BF-5 (TES + Tris igerir) ve igerigi bilinmeyen ticari M-III ve yine
icerigi bilinmeyen ticari solid Cunigel sulandiricilari kullanilmistir Genel olarak
calismalara bakildiginda, en tstiin kriyodiliientin Tris bazli sulandirici oldugu kabul

edilmektedir (41-45).

Birgok tiirde oldugu gibi yumurta sarisi, tavsan semeninin dondurulmasi igin
yaygin olarak kullanilmaktadir ve kullanilan konsantrasyonu %10-20 arasinda

degismektedir. Yagsiz siit (nihai konsantrasyonu %8-10 olacak sekilde); yumurta
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sarisina nazaran daha az kullanilmasina ragmen, tavsan semeni i¢in bazi

sulandiricilarda kullamilmistir. Bazi otorler; yagsiz siitiin ya da Laciphos’un (ticari
yagsiz siit bazli genisletici) tavsan semeni igin Tris-sitrik asit-fruktoz kadar etkin

olmadigini gozlemlemiglerdir.

CPA olarak sadece gliserol kullanilarak dondurulan tavsan semeni ile elde
edilen sonuglarin kalitesi, taze semen ile elde edilen ve diger CPA’lar ile dondurulan
semen ile elde edilenlerden daha digsiiktiir. Bundan dolayr gliserol; bir¢ok tiiriin
semeni i¢in optimum CPA olmasina ragmen, tavsan semeni igin iyi bir se¢enek
degildir. Gliserol ilavesiyle tavsan spermatozoasi iizerindeki olumsuz etkiler; bu
CPA’nin disi tireme kanali ya da taze spermatozoasi lizerine kontraseptif etkisine
bagh degildir, kriyoprezervasyon sonrasinda spermatozoa iizerine etkisine baghdir.
Diger tiirlerin spermatozoalarindan farkli olarak tavsan spermatozoasi, diisiik su
gecirgenlik katsayisina ve yiiksek aktivasyon enerjisine sahiptir. Su gegirgenliginin
diisiik olmasi; tavsan spermatozoasinin kriyoprezervasyonu igin gliserole nazaran
diisiik molekiiler agirlikli ve permeabilitesi yiiksek CPA’larin (DMSO ya da amidler)

kullanilmasina ihtiyag oldugunu géstermektedir.

Tavsan semeni igin gelistirilen kriyodilientlerin g¢ogu, kombine sekilde
permeabl CPA’larin kullanimini ya da bir permeabl CPA ile bir non-permeabl
CPA’nin kombinasyonunu kapsamaktadir. Tavsan semen kriyoprezervasyonunda,
sulandiricida iki permeabl CPA’nin (genellikle DMSO ve gliserol) kullamimi, yaygin
uygulama seklidir.

Stranzinger ve arkadaglar1 tarafindan gelistirilen genisletici; Tris-sitrik asit-
glukoz-yumurta saris1 (%13.3), yiliksek diizeyde DMSO (%10) ve gliserol (%4.8)
icermekte idi. Bu genisletici, in-vivo fertilizasyonunun iyi diizeyde olmasimi
saglamigtir. Ancak bazi otorler; CPA’nin  konsantrasyonunu diigiirerek bu
kriyodiliientte modifikasyonlar yapmiglar ve genel olarak DMSO diizeyi %4.5’in
altina diistiriiliirse fertilizasyonun arttigini ve DMSO ile kombine edildiginde gliserol
diizeyinin %1.5°1 asmamasi gerektigini bildirilmistir. Ancak; sperm kalitesi

(motil sperm ve normal akrozomlarin orani); CPA olarak yalnizca DMSO igeren
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sulandiricidan elde edilene nazaran, DMSO-gliserol i¢eren sulandirict ile benzer ya

da daha diisiik elde edildiginden; gliserolden vazgegilebilir.

Permeabl CPA’larin en yaygin kullanilan kombinasyonu DMSO-gliserol
olmasina ragmen, diger kombinasyonlar da test edilmigtir. Castellini ve ark.; 1M
asetamidin %0 gliserol, %2 gliserol ve %35 gliserol ile kombinasyonunu test
etmisler. Ancak kriyodiliiente gliserol ilavesinin kriyoprezervasyon sonrasi sonuglari

olumlu etkilemedigini bildirmislerdir.

Birkag calismada; yukarda belirtildigi gibi Tris sulandiricist kullanildiginda
CPA konsantrasyonundaki azalmanin sperm kalitesi tizerine yararl: etkiler gosterdigi
dogrulanmistir. Ancak, baz1 aragtirmalarda genisleticideki optimal CPA’nin ve onun
nihai konsantrasyonunun kullanilan sulandiricinin tipine bagh oldugu bildirilmistir.
Buna ilaveten ¢alisilan sperm kalite parametrelerine bagl olarak da, optimum CPA

tipi ve konsantrasyonu degisebilir.

Tavsan sperm kriyoprezervasyonu ig¢in iki tip sulandiricinin en iyi sonucu
verdikleri 6ne siiriilmektedir. Bunlar, DMSO (tek basina ya da gliserol ile kombine)
iceren ve asetamid igeren sulandiricilardir. Ancak bunlarin higbirisi tekrarlanabilir
sonuglar vermemis, bundan dolay: higbirisi tavsan semenini sulandirmak i¢in iyi bir
segenek olarak ©n plana c¢ikmamistir. Bazi ¢alismalarda, tavsan semen
kriyoprezervasyonu i¢in gelistirilen protokoller ve sulandiricilar karsilastirilmigtir.
Genellikle kriyoprezervasyon sonrasi sperm kalitesinin; DMSO ve gliserol karisimi
ya da etilen glikol, gliserol ya da DMSO igeren genisleticilerle dondurulan sperme

nazaran asetamid ile dondurulan spermde daha yiiksek oldugu bildirilmistir.

CPA’nin konsantrasyonundaki azalma, genellikle dondurma-¢6zdiirme sonrasi
sperm kalitesi iizerine yararl etkiye sahiptir. Ornegin Fox ve Burdick; genisleticide
gliserol yada etilen glikol konsantrasyonu %8’den %4’e diistiriildiiglinde sperm
kalitesinin olumlu yonde etkilendigini goézlemlemislerdir, ki bu sonu¢ Hsieh’in
caligmasi ile dogrulanmigtir. Ancak yiiksek konsantrasyondaki DMSO’nun bazi

genisleticilerde kullanilmasiyla, yumurta sarisi ya da yagsiz siit ilavesi 6nlenmis olur
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ve spermatozoa lizerine bu yiiksek DMSO’nun olasi toksik etkisine karsi korunulmus
olur. Bununla birlikte; DMSO konsantrasyonunun yumurta sarisi i¢eren genisleticide
%4.5-5’1n tizerine ¢ikarildig1 bazi ¢galigmalarda DMSO’nun; spermatozoa motilitesini
arttirmasina ragmen, spermatozoanin akrozomlarma ve in-vivo fertilizasyon
kabiliyeti lizerine zararh etkiler yaptig1 bildirilmistir. Akrozom iizerine DMSO’nun
bu negatif etkisinin, sulandiricida siikroz gibi bir disakkarit bulunduruldugunda

minimalize edilmesi muhtemeldir (2).

1980°den bu yana, tavsan semen kriyoprezervasyonu igin, 6zellikle de Hanada
ve Nagase adli arastirmacilar amidleri kullanmiglardir. Amidler, gliserole nazaran
diisiik molekiil agirliklidirlar ve spermatozoada daha az osmotik hasara neden
olurlar. Bu arasgtirmacilar, tavsan spermatozoasi i¢in amid ya da metil gruplar
icerenlere nazaran hidroksil gruplari igeren bilesiklerin daha az etkin kriyoprotektif
ajan oldugunu bildirmislerdir. Test ettikleri kriyoprotektan niteligi tasiyan
birbirinden farkli amidler, alkoller ve DMSO) arasinda en yararli sonuglarin;
sulandiricida 1M konsantrasyonda bulunan laktamid, asetamid ya da DMSO ile elde
edildigini bildirmislerdir (46). Bu sonuglar Kashiwazaki ve arkadaslarimin
calismastyla da teyit edilmistir (39). Kozdrowski ve arkadaslar1; 0.5M DMSO ve 0.5
M asetamidi ¢6ziim sonu motilite, canlilik ve akrozom biitiinliigii ac¢isindan
karsilastirmiglar ve en yararli sonuglarin DMSO ile elde edildigini bildirmislerdir
(40). DMSO ve dimetilasetamidin (DMA) tavsan semen kriyoprezervasyonundaki
etkinligi, Rosato ve laffaldano’nun c¢aligmasiyla da teyit edilmistir. Bu
arastirmacilar; tavsan spermatozoasi i¢in en az toksik olanlarin %2.5 DMA, %2.5
DMSO ve %5 DMSO oldugunu ve dondurulup ¢6zdiiriilen tavsan semeninde motil
spermatozoa oraninin %5 DMSO ile daha yiiksek elde edildigini bildirmislerdir (33).
Iaffaldano ve arkadaslari, ¢esitli konsantrasyonlardaki DMSO ile DMA’y1
karsilastirmiglar. Bu arastirmacilar; dondurup-¢6zdiirme sonrasi spermatozoanin
motilite, canlilik, akrozom biitiinliigii, osmotik diren¢ ve DNA  biitiinliigiinii
degerlendirmisler ve nihai olarak en iyi kriyoprotektan konsantrasyonunun DMSO
icin %4 ve DMA i¢in %3 oldugunu ve %4’liikk DMSO’nun %3’liikk DMA’ya nazaran

tlim parametrelerde daha iyi sonuglar verdigini bildirmislerdir (47).
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Disakkaritler, genellikle membran fosfolipidlerinin polar bas gruplar ile
etkilesir ve kriyoprezervasyon siiresince membrani stabilize ederler. Tavsan semen
kriyoprezervasyonu i¢in kullanilan sulandiricilarda laktoz, siikroz, maltoz, rafinoz ya
da trehaloz gibi non-permeabl CPA’lar; DMSO, gliserol ve asetamid gibi permeabl
CPA’lar ile birlikte kullanilmigtir. Permeabl CPA olarak DMSO ile birlikte non-
permeabl CPA olarak cesitli sekerlerin 0.05M konsantrasyonda kullanildigi bir
calismada; siikrozun, diger disakkaritlere gore spermatolojik parametreler iizerine
daha etkili oldugu bildirilmigtir (48). Fertilizasyon yetisi {izerine yapilan birbaska
calismada 0.05M siikrozun, 0.05M trehaloza gére daha etkili oldugu bildirilmistir
(33).

Tavsan semen kriyoprezervasyonu i¢in bazi makromolekiiller de
denenmigtir. Makromolekiillerin tam etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, non-
permeabl kriyoprotektantlar olarak etki ederek spermatozoayi hasara karsi koruyan
buz kristal iskeleti olusumunu indiiklemektedirler (2). Rosato ve arkadaslar sigir
serum albumini (BSA) igeren sulandirict kullanarak dondurup ¢ozdiirdiikleri tavsan
semeni ile elde edilen fertilizasyon oraninin (%77), dondurulmamis taze semen ile
elde edilene (%84) yakin oldugunu bildirmislerdir (33). Sari6zkan ve arkadaslari;
BSA ve sigir fetiisii albumini (FCS) kullanarak tavsan semenini sulandirmislar,
5°C’ye soputmuslar, 0., 24., 48. ve 72. saatte motilite, plazma membran
biitiinliig, akrozom anormalligi, malondialdehit (MDA) diizeyi ve GPx diizeyini
degerlendirmisler ve o6zellikle 48. ve 72. saatte hem BSA hem de FCS ilavesinin
kontrole nazaran MDA diizeyini azaltigini ve GPx aktivitesini arttirdigim
bildirmislerdir (49). Metilselliilozun kendisi; spermatozoay: bir miktar korur, ancak
diger CPA’larla sinerjistik etki gosterir ve kriyoprezervasyon siiresince hasara karsi
spermatozoay1 korur (2). Graham ve arkadaslar1 %0.5 metilselliilloz ilave ederek
tavsan semenini dondurmuglar ve ¢6zim sonunda metilselliiloz ilavesinin
spermatozoanin motilitesini ve canliligini olumlu etkilemedigini bildirmislerdir
(50). Jelatin de, tavsan semen sulandiricilarinda denenmistir. Jelatinin su ile

birlikte jel olusturma 6zelligi oldugundan, buz kristali olusumunu modifiye ederek
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ya da inhibe ederek dondurma siirecinde spermi koruyabilir. Ancak, genisleticiye
jelatin ilavesinin (%] nihai konsantrasyonda olacak sekilde) tavsanin sperm kalitesini

ya da spermin fertilitesini olumlu yonde etkilemedigi bildirilmistir.

Birka¢ calismada deterjan (trietanolamin lauryl siilfat-STLS ya da sodyum
lauryl siilfat-Orvus Es Paste (OEP) ) ilavesi denenmistir. Siirfaktanlar yumurta kesesi
graniillerinin emiilsifiye edicileri olarak etki ederler ve yumurta sarisi ile spermin
etkilesimini saglayarak bazi tiirlerde akrozomun korunmasim saglarlar. Tavsan
semeni  genisleticilerinde  bulunduklarinda, 6zellikle DMSO’nun  yiiksek
konsantrasyonda oldugu durumlarda spermatozoanin akrozomunu korumustur.
Spermatozoa motilitesi iizerine etkileri net degildir ve spermin fertilizasyon yetisi
lizerine negatif etkiye sahiptir. Deterjanlar sperm membranlarini ve sperm ile ovidukt
hiicreleri arasindaki etkilesimi modifiye ederek; spermin kapasitasyonunu, disi
genital kanalinda canli kaligin1 ve taginmasini da etkiler. Bu yiizden; sperm kalitesi
lizerine yararli etkileri gozlemlenmesine ragmen spermin fertilizasyon yetisini
bozdugundan, tavsan semen kriyoprezervasyon sulandiricilarina siirfaktanlarin

ilavesi onerilmemektedir (2).
2.2.3. Tavsan Semeninin Sulandiriimasi

Tavsan semeninin sulandirilmasi, genellikle tek asamada yapilmaktadir.
Sulandirma iglemi; genellikle oda sicakliginda yapilmakla birlikte, kimi zaman 37

9C>de kimi zaman da semen 5 °C’ye sogutulduktan sonra yapilmaktadir (33,44,49).

Semenin sulandirilma orani, optimum tohumlama dozunun eldesinde 6nemli
olmaktadir. Ancak, tavsan semeni i¢in kriyoprezervasyon oncesi diliisyon orani
fertilite oranini etkilemez (2). Tavsan semeninde kullanilan diliisyon orani genel

olarak 1:1 ile 1:10 arasindadir (50-52).
2.2.4. Tavsan Semenini Dondurma Ve Cozdiirme Yontemleri

Diliie edilen tavsan semeninin, igerisine konularak muhafaza edilmesinde

kullanilabilen geregler; en sik kullanilani payetler (0.25 ml. ve 05 ml.lik hacimli)
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olmak {iizere, peletler, camsi ampiiller, plastik ampiiller, polivinilklorid borular,

ependorf tiipleri ve giinlimiizde kullanimi sinirli diizeyde olan 2 ml.lik hacimli camsi

tiiplerdir (42,44,45,53,54).

Sulandirilmig tavsan semeni ekilibrasyon ile dondurulurken; genellikle
4-5°C’de ekilibrasyona (genellikle 45 dk. ile 2 saat arasi) tabi tutulur. Semen igeren
payetler ekilibrasyon sonrasi; genellikle yatay olarak sivi azotun 4-5 cm. iizerinde
(-120°C ila -130°C’ye tekabiil eder) siv1 azot buharinda 10-15 dk. tutulurken bazen
-30°C’de yaklagik 30 dk. tutulur ve sonrasinda sivi azota atilir (47,55,56,57). Bir
calismada ikili dondurma uygulamasi yapilmis ve semeni iki kez dondurmanin, bir
kez dondurma ile kiyaslandiginda spermatozoanin kalitesini ve fertilizasyon yetisini
azaltig bildirilmistir (53). Dondurulan semen, birgok calismada 37-39°C°lik su
banyosunda ¢o6zdiriilmektedir. Ancak bazi g¢alismalarda baska sicakliklarda da
¢ozdiirme yapilmistir. Moce ve arkadaglari, 50°C’de ve 70°C’de 12 saniye sonunda
semeni ¢Ozdiirmigler ve gebe birakma oram1 bakimindan farkliik olmamasina
ragmen, canli dogan birey sayisinin 50°C’de ¢dzdiriilen semen ile daha yiiksek
oldugunu bildirmislerdir (58). Chen ve Foote tavsan semenini; 25°C’de 1 dakikanin,
45°C’de 30 saniyenin ve 65°C’de 7 saniyenin sonunda ¢oOzdiirmiisler ve
yavas ¢ozdiirme yapildiginda spermatozoa kalitesinin daha olumlu etkilendigini

bildirmislerdir (59).

2.2.5. Tavsan Semeninin Dondurulmasinda Basariy1 Etkileyen Etmenler
Tavsan spermasinin dondurulmasinda birgok faktor etkili olmaktadir:

a)Fertilizasyon kabiliyeti olmayan tavsan semenlerinin dondurulmasi

b)Dondurmada kullanilan sulandiricinin igerigi ve yumurta sarisinin olup olmamasi

c)Dondurmadan 6nce ekilibrasyon uygulanip uygulanmamasi ve siiresi

d)Mini (0.25 ml) veya orta boy (0.5 ml) payet veya pelet yontemi ile dondurma

teknikleri

e)Semenin santrifiij edilip edilmemesi

e)Dondurulmusg semeninin ¢6zdiiriilmesi.

22

-
:
£
:
-
-

N N e e D T o T i i i D




2.3. Semenin Dondurulmasi Ve Cozdiiriilmesi Sirasinda Spermatozoada Ortaya

Cikan Hasarlarm Olus Mekanizmalar: Ve Onlenmesi

Donma agsamasinda sicakligin diismesiyle hiicreler birgok strese maruz kalir.
Bu durum, hiicrenin yapisinda ve fonksiyonunda degisiklikler meydana getirir. Ani
sicaklik diismesi stresinin verdigi hasar olarak bilinen soguk soku tiire spesifiktir.
Soguk sokunun meydana getirdigi degisiklikler, geri doniisiimsiiz bir etki
yapabilmektedir. Boga ve kog¢ spermatozoasi soguk sokuna son derece duyarl iken,
tavsan ve insan spermatozoasi kismen direnglidir (34). Bu direng, tavsan ve insan
spermatozoa membranlarinda kolesteroliin fosfolipide oraminin yiiksek olmasindan
ve fosfolipidlerdeki doymus yag asitlerinin doymamis yag asitlerine oraninin yiiksek

olmasindan ileri gelmektedir (2).

2.3.1. Semenin Dondurulmasi Ve Cozdiiriilmesi Sirasinda Spermatozoada

Ortaya Cikan Hasarlarin Olus Mekanizmalari

Kriyoprezervasyon siiresince spermatozoanin hasar gérme mekanizmalari
tamamen bilinmemekle birlikte; sicakliktaki degisiklikler, buz olusumu, reaktif
oksijen substantlarinin ortaya ¢ikisina bagli oksidatif hasar, spermatozoa
membranindaki degisiklikler, osmotik stres ve kriyoprotektantlarin toksisitesi ile

iligkili olduguna inanilmaktadir (60).

Dondurma hasarindan spermatozoanin baslica etkilenen yerlerinden birisi
plazma membranidir (1). Sicakliktaki azalma, membran fosfolipidlerinde sivi-kristal
fazindan jel fazina dogru termotropik faz gecisine neden olarak membran yapisini
daha da rijitlestirir ve stabilitesi bozulur. Membrandaki farkli fosfolipidler i¢in
spesifik faz gegis sicakliklari, membran komponentlerinin yeniden diizenlenimine ve
membran diizlemi i¢inde lipid faz ayrilmalariyla laterale kaymaya neden olur.
Laterale kayma, iki katli olmayan lipidlerin mikrodomainlerini olusturur ve
cevredeki proteinleri modifiye ederler. ¢6zdiirme durumunda; bu degisiklikler
birbirine karsilik gelen membranlarin kaynasmasina ve protein aktivitesinin

etkilenmesine yatkinlik olusturarak, su ve soliitlere karst membran permeabilitesinin
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biitiiniiyle degigsmesine neden olur (61).

Sicaklik 0°C’nin altina distiiglinde ekstraselliiler medyumda buz kristalleri
olusur. Donmamig sivi fraksiyonda soliitlerin konsantrasyonu artarak spermatozoanin
disinda kalan ortamin osmolaritesi artar. Buna bagli olarak da spermatozoa dehidrate
olur. Cozdiiriilme esnasinda ise durum tersine igler. Bu durum yavas (ekilibrasyonlu)

sogutma i¢in gegerlidir. Hizli sogutmada ise, hiicre dehidrate olacak zaman bulamaz

(D.

Hiicre i¢indeki suyun donmasi ve buz kristalleri, mekanik strese bagl harabiyet
ortaya ¢ikarir. -5°C civarindaki sicakliklarda hiicre i¢i ve hiicre dis1 su donmadan
kalabilir. Ancak -5°C ile -10°C arasinda hiicre i¢i su asin soguk iken, hiicre dis1
ortamda buz olusur. Bu yiizden -10°C, spermatozoa i¢in ¢ok kritik bir sicakliktir
(61).

CPA’lar, hiicreyi dondurma esnasinda hiicrenin yasamasi i¢in gerekli olmasina
ragmen; ilavesi ve ayristirllmasi esnasinda hiicrelerde anizoosmotik bir ortama, hiicre
hacminde dalgalanmalara ve potansiyel osmotik hasarlara neden olurlar.
Kriyoprotektan ilavesiyle; hiperosmotik ortam olusarak hiicreler ilk énce dehidrate
olarak biiziisir ve ardindan kriyoprotektantlarin igeriye girmesiyle siserler.
Kriyoprotektanlarin uzaklagtirilmasi esnasinda ise hiicreler sivimin igeri girmesiyle
tekrar siserler ve yavasca izoosmotik hacme ulagirlar. Bu tekrarlanan degisimler,

kritik noktalar gegtiginde hiperosmozise bagli irriversibl membran yikimi olur (34).

Semenin dondurulmasi-¢ézdiiriilmesi esnasinda olusan membran lipid faz
degisimi, osmotik-mekanik stres ve serbest oksijene bagh gelisen lipid
peroksidasyonu olusabilir ve serbest oksijen radikalleri ortaya ¢ikmaktadir. Lipid
peroksidasyon tirtinleri biiyiik oranda membrandaki doymamis yag asitlerden, az
miktarda da membran glikolipitlerinden, fosfolipitlerden ve kolesterolden k&ken

almaktadir (3).
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2.3.2.Semenin Dondurulmasi Sirasinda Spermatozoada Goriilen Hasarlar

Spermatozoanin donmasi esnasinda hiicre yapisinda gelisen hasarlar s6yledir:

» Mebranlarin ve hiicre i¢i komponentlerin dehidrasyonu, membran

lipidlerinde destabilizasyon, membran proteinlerinde denatiirasyon
» Ortama s1vi ¢ikisi nedeniyle hiicre membranlarinda olusan hasar
» Hiicre ve endoplazmik retikulumda osmotik sisme
» Plazma membraninda intramembraniz kiimelesme
> Motilite kaybi

» Spermatozoanin akrozomal membranda yaptigi zararla enzimlerin

saliverilmesi

» Tum bunlarin sonucunda; hiicrede apoptozis, serbest radikal olusumu,

ATP sentezinde aksama ve fertilite kaybi (34).
2.3.3. Kriyoprezervasyon Ve Hiicre Membran Parametreleri

Hiicrelerin su igerigine, hacmine, sekline ve stoplazmik membranin sivi
permeabilite katsayisina bagli olarak her hiicre spesifik bir sogutulma oranina
sahiptir. Bu sogutma oranmin {izerindeki sogutma hizi uygulanirsa, hiicreden sivi
¢ikist suyun kimyasal potansiyeline uyum saglayamaz ve membrandaki su ¢ikisi her
bir birim hacimde membranin yiizeyinde esit dagilimli basing olusturamaz. Sonugta

da ‘hizli sogutma hasar1’ meydana gelir (62,63).

Donma esnasindaki su alig veriginin hesaplanmasi, hiicrenin dondurulmaya ve
kriyoprotektantlara karsi osmotik tepkinin belirlenmesi; bazi spesifik membran
parametrelerinin belirlenmesine baglidir. Bu parametreler; osmotik inaktif hacim,
hidraulitik iletkenlik (Lp), eriyik permeabilitesi, eriyik permeabilitesinin aktivasyon
enerjisi (V) ve hiicre ylizeyinin hacmine oranidir. Bu parametrelerin diizeyinin

artmasi, sogutma hizinin azaltilmasi gerekliligini dogurur. Kriyoprotektantlar, bu
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parametrelerin diizeyini azaltarak etki gosterir. Bu parametrelerin diizeylerinin
bilinmesi; hiicre i¢i donma insidansinin azaltilmasina, sogutma esnasinda
spermatozoadan ayrilan sivi miktarinin azaltilmasina, ortamda gelisen osmotik
stresin minimalize edilmesine, hiicre hacmindeki dalgalanmalarin 6nlenmesine, letal
etkili hiicre i¢i donmanin Onlenmesine, kriyoprotektantlarin optimum katilma
oranlarinin  saptanmasina ve optimum  kriyoprezervasyon protokollerinin

uygulanmasina imkan tanir (34,62,63).
2.3.4. Kriyoprezervasyonda Buz Niikleasyonunun Kontrol Edilmesi

Kriyoprezervasyon  siurecinde; spontan  buz  kristalleri  olusmakta,
kristallesmenin ardindan ortaya ¢ikan c¢ekirdek¢iklesme (niikleasyon) spontan
olugsmakta, numuneler arasinda donma varyasyonlar1 goriilmekte ve hiicreden hiicre
dis1 ortama sivi gegisi igin yeterli zaman saglanamamaktadir. Kriyoprezervasyon
stresince buz niikleasyon sicaklik araliginin  daraltilmasi; spontan buz
niikleasyonunu ve numuneler arasindaki donma varyasyonlarini azaltir ve hiicreden

hiicre dis1 ortama s1v1 gegisi i¢in yeterli zamanin kazanilmasina imkan tanir.

Sivilar erime sicakliklarinin altindaki degerlerde bile sogutulabilmektedir.
Omegin su, kontrollii bir sogutma islemiyle buz kristalleri olusmaksizin -40°C’nin
altina kadar sogutulabilir. Bu iglem ‘supercooling’” ya da ‘undercooling’ olarak
adlandirilmaktadir. Siipercooling islemini etkileyen faktorler arasinda; sicaklik,
sicakliga maruz kalma siiresi, dondurulacak hiicre ya da dokunun hacmi, ortamda

olusan kristallesmenin islevsel olarak atlanmasi 6nemlidir (64).

Kriyoprezervasyonda buz niikleasyonunu kontrol etmek igin birka¢ metod
vardir. Bunlar giintimiizde; ‘seeding’, ‘elektrofreezing’, mekanik metodlar, sok

sogutma, basing sifti ve kimyasal niikleantlarin kullanimindan ibarettir (65).

‘Seeding’, kriyoprezervasyonda buz niikleasyonunu kontrol etmede yaygin
kullanilan bir metoddur. ‘Seeding’, kritik donma sicakliklarinda kristallesmenin
olusturulmasi islemidir. Bu islemde; ‘supercooling’ islemi esnasinda sok hasarina

karst dondurulacak materyalin erime noktasina yakin sicakliklarda ve donma
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sicakligina ulagsmamis soliisyonlarda kristal olusumu indiiklenir, spotan kristal
olusumu onlenir ve kristalizasyonun latent 1s1 dalgasinin meydana getirecegi hasar
olasilikla minimalize edilmektedir. Tavsan spermatozoalari i¢in -6°C’de yapilan

seeding islemi, ¢6ziim sonunda motiliteyi 6nemli diizeyde arttirmaktadir (64).

2.4. Reaktif Oksijen Substantlar1 (ROS), Antioksidan Savunma Sistemi Ve
Antioksidan Kullanim

Semenin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi esnasinda olusan membran lipit faz
degisimi, osmotik-mekanik stres ve ortamdaki serbest oksijen temelinde gelisen lipit
peroksidasyonu ve reaktif oksijen radikalleri; membranlarda denatiirasyona, hiicre
organellerinde yapisal deformasyonlara, DNA’da kirilmalara ve hiicresel lizise neden
olmaktadir. Lipid peroksidasyon (LPO) iriinleri; biiyiikk oranda membran
yapilarindaki doymamis yag asitlerinden, az miktarda da membrandaki

glikolipitlerden, fosfolipitlerden ve kolesterolden koken almaktadir.

Semenin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi  sirasinda olusan ROS, endojen
antioksidan savunma sisteminin etkinligini azaltarak fertiliteyi olumsuz
etkilemektedir. ROS’un diisiik konsantrasyonlari; hiperaktivasyon, kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonu gibi spermatozoanin fizyolojik siire¢lerinde onemli rol alir.
Ancak, yiiksek miktarda tretilmesi spermatolojik fonksiyonlar1 olumsuz yonde

etkilemektedir (3).

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine kars1 koymak i¢in, spermatozoa
ve seminal plazma birtakim antioksidanlar igermektedir. Bu antioksidanlarin bir
kismi enzim (CAT, SOD, GPx) vasfindadir, bir kismi ROS iiriinlerini temizleyicidir
(albumin, taurin, vitamin E gibi), bir kismu ise zincir reaksiyonlarini Kirici (vitamin
E, vitamin C, trik asit, tiol bilesikleri gibi) 6zelligindedir (66,67). Fakat bu
antioksidan sisteminin kapasitesi, ROS iriinlerinin olasi toksik etkilerine ve oksidatif
hasara kars1 koymada yeterli degildir (6). Bu nedenle spermatozoadaki dondurma ve

¢ozdliirme esnasinda meydana gelebilecek olan hasarlart minimalize etmek i¢in;
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genellikle semen sulandiricilarina koruyucu ve antioksidan 6zellikli maddeler

eklenmekte ya da nadiren antioksidanli diyet uygulamasi yapilmaktadir.
2.4.1. Reaktif Oksijen Substantlar1 (ROS)

Atomlar, nétron ve protondan ibaret ¢ekirdek ve bu ¢ekirdegin g¢evresinde
donen elektronlardan (e) olusur. Elektronlarin yer aldigi atom ¢ekirdeginin
cevresindeki bosluga ‘orbital’ denir. Her bir orbitalde spinleri birbirine zit (1)) olan
iki elektron bulunur. Bu elektronlara ‘eslenmis (ortaklanmis) elektron’ denir. Atom
veya molekiiller, yoriingelerindeki elektronlar eslenmis ve ters pozisyonda yer
aldiklarindan kararli bir yapi gosterirler. Bu kararli yapi, eslenmemis elektron

bulundurduklarinda bozulur (68).

Molekiiler oksijen (O,), paylasilmamuis iki (") igerir. Tasidig1 bu paylasilmamis
elektronlar nedeniyle metabolik olaylar sirasinda kolaylikla suya indirgenme
egilimindedir. Canli organizmalar, molekiiler oksijeni (O,), oksidatif fosforilasyonda
ve endojen bilesiklerin oksidasyonunda kullanir. Oksijenin canli dokularda,

indirgenmesi baglica 2 yolla olur:

1)Dokulardaki oksijen tiiketiminin %95’inde mitokondride bulunan

enzimler (sitokrom oksidazlar), oksijeni dort degerli olarak indirgerler.

2)Dokulardaki oksijen tiiketiminin kalan %5’inde oksijen, basamak
basamak tek degerli indirgenir. Oksijen, ayni anda iki elektron (€)
almasini engelleyen spin paralelligi nedeniyle elektronlar tek tek alarak
veya vererek reaksiyona girmeyi tercih etmektedir. Boylece iki
orbitalinde eslenmemis birer elektronu bulunan O,’ye, elektronlarin tek
tek eklenmesi ile reaktif oksijen ara iriinleri olusur. ROS’larin bazilar
eslenmemis elektrona sahipken yani serbest radikal ozelligi tasirken,
bazilariin eslenmemis elektronu yoktur yani serbest radikal niteligi

tasimaz (69).
ROS’lar genel olarak; reaktif oksijen tiirleri, reaktif nitrojen tiirleri ve reaktif
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stlfir turleri (thiyl radikali) olarak smiflandirilir. Reaktif oksijen tiirleri olarak;
siiperoksit radikali (O,"), hidroksil radikali (OH’), peroksil radikali (ROO),
hidroperoksil radikali, alkoksil radikali, hipoklordz asit (HOCI), ozon (Os), singlet

oksijen (‘0,) ve hidrojen peroksit (H,0,) sayilabilir. Reaktif nitrojen tiirleri olarak;
nitrik oksit (NO), nitrik dioksit (NO,), nitroksil anyonu (NO"), peroksinitrit (ONOQO)
ve peroksinitroz asit (HOONO) sayilabilir (70).

Serbest radikal; atomik veya molekiiler yoriingesinde bir veya daha fazla
eslenmemig elektron (¢”) bulunduran basit bir molekiil, atom veya iyondur. Bagka bir
ifadeyle serbest radikaller; negatif yiiklii (¢”) sayisinin pozitif yiiklii (€) sayisina esit
olmadig1 molekiillerdir. Serbest radikaller; ¢ok kararsiz, diger molekiillerle ¢ok hizli
reaksiyona giren, ¢ok kisa dmirld, gii¢lii oksidan nitelikli ve kimyasal olarak kararli
hale gecebilmek i¢in elektron almaya gereksinim duyan molekiillerdir. Bir molekiile
saldirdiklarinda onun elektronunu ¢alarak okside eder ve bu yeni molekiiliin kendisi
serbest radikal haline dontsiir. Serbest radikallerin baglattign bu zincirleme
reaksiyonlar dizisi, antioksidanlar tarafindan durduruluncaya kadar devam eder.
Serbest radikallerin ortaya ¢ikardigi en biiyiik hasar, hiicre zarlan {izerinedir. Serbest
radikaller; maruz kalinan miktar ve siireye bagli olarak hiicre fonksiyonlarini

bozarlar (68).

Serbest radikaller; ateroskleroz, norodejeneratif hastaliklar, kanser, allerji,
diyabet, katarakt gibi bir¢ok hastaligin patogenezisinde rol oynayan ve bu nedenle
son zamanlarda tizerinde en ¢ok ¢aligma yapilan konular arasinda yerini almaktadir.
Ayrica; mitokondrideki aerobik solunumu ve kapiller permeabiliteyi bozar, hiicrenin
potasyum kaybini ve trombosit agregasyonunu arttirirlar. Proteaz, fosfolipaz, elastaz,
siklooksijenaz, ksantin oksidaz, lipooksijenaz, triptofan dioksijenaz ve galaktoz
oksidaz gibi litik enzimleri aktiflestirirken; a-1 antitripsin gibi bazi savunma

sistemlerini inaktive ederler (70).

Organizmada ¢esitli reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikan O,°  radikali, OH®*"

radikali ve H,O; bilinen en 6nemli reaktif oksijen tiirleridir (68).
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-Siiperoksit Radikali (O,")

Stiperoksit radikali, molekiiler oksijenin bir (e) alarak indirgenmesi sonucunda
olusur. Genel olarak anyon seklinde tarif edildigi ve bu sekilde gosterildigi halde,
ortam pH’1ina bagl olarak protonlanarak katyon haline déntigebilir. Zayif bir oksidan,

giiclii bir rediiktandir (69).

Aktive edilmis l6kositlerle kiyas edildiginde hiicre basina iiretilen siiperoksit
radikali, spermatozoada 3 kat daha fazladir; ki bu, spermatozoadaki NADPH
oksidazin l6kositlerdekinden farkli olabilecegini disiindiirmektedir. Hedefiyle
reaksiyona girdiginde thil radikalleri (RS") gibi ¢ok toksik iirlinlerin ortaya ¢ikisina
sebep olabilmelerine ragmen, reaktivitesi diisiik oldugundan ve yar1 6mrii kisa (1 ms)
oldugundan ¢ok zararli degildir (71). Ortamdaki (+3) yiikli demiri, Haber-Weiss
reaksiyonu ile (+2) yiiklii demire doniistirek OH’ nin olusumuna zemin hazirlar
(Haber-Weiss reaksiyonu su sekildedir: (O,” + Fe™ — O, + Fe ™) (7). Spermatozoa
membraninin  ylizey proteinlerinin  siilfidril  gruplar1 tizerine etki ettigi
dustiniilmektedir. Lipid peroksidasyon zincirinin sonlandigi basamakta lipid alkil
radikalleri ile reaksiyona girer. Reaksiyon su sekildedir: (R* + O, + H" —ROOH)
(72).

-Hidroksil Radikali (OH*)

Gegis metalleri iyonlar1 (Fe™ ya da Cu*?) varliginda hidrojen peroksitin (H,0,)
indirgendigi Fenton reaksiyonunda iiretilir. Reaksiyon su sekildedir: (H,O, +
Fe”>—OH"+ OH  + Fe™) (7).

OH’, son derece reaktiftir, yar1 6mrii ¢ok kisadir (1 ns), ancak olustugu yerde biiyiik
hasara neden olur (7,71). Biyolojik sistemlerde bulunan en gii¢lii radikaldir. Cok
aktif olmasi sebebiyle, canli organizmalarda bu radikali substrat olarak kullanan
enzim sistemleri bulunmamaktadir. Bu nedenle hiicrenin tiim ¢abasi, bu radikalin
olusumunu 6nlemek yontindedir (69). Hidroksil radikalinin lipid peroksidasyonun
giiclu tetikleyicisi oldugu disiinilmektedir ve semende yeterli diizeyde bulunan

serbest demirin bu reaksiyonu kimyasal olarak destekledigine dair giiglii deliller
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vardir (73).
-Hidrojen Peroksit (H,O,)

Molekiiler oksijenin (O,) 2 elektron veya siiperoksitin (0,”) 1 elektron (¢
almasi sonucu meydana gelen peroksitin, 2 hidrojen atomu ile birlesmesi sonucu
ortaya ¢ikar. Reaksiyon su sekildedir: (O, + 2e + 2H—H,0,) veya (O, + le +
2H—H,0,) (74).

Ortaklanmamis (¢") igermediginden kimyasal olarak radikal yapisinda degildir.
Ancak; oksijen tiirevi radikaller ile ¢ok yakin iligkisinin olmasi, organik substratlar
icin ¢ok giiclii bir oksitleyici olmasi ve in-vivo sartlarda kolaylikla hidroksil
radikaline (OH®") doniisme potansiyeline sahip olmasi nedeniyle ¢ogunlukla oksijen
tirevi radikallerle birlikte degerlendirilir (69). Yiiksiiz oldugundan membranlardan
kolayca gecebilir, gorece uzun Omiirliidiir ve yiiksek oksidasyon potansiyeline
sahiptir (71). Gegis metalleri iyonlar1 (Fe™ ya da Cu*?) varhginda Fenton reaksiyonu
ile OH’ iiretimine sebep olur (7). Spermatozoa membraninin yiizey proteinlerinin
siilfidril gruplar1 {izerine etki ettigi dusiiniilmektedir. Spermatozoanin  H,O,
tarafindan indiiklenen oksidatif hasara duyarliligi, memeli tiirleri arasinda biiyiik
degiskenlik gosterir. Ornegin tavsan spermatozoasi, 10 mM diizeyindeki H,O,° nin

toksisitesine direngli iken, sigir spermi H,O, toksisitesine ¢ok duyarlidir (72).

2.4.2. Semende Serbest Radikallerin Kaynag

Spermadaki serbest radikallerin kaynagi; baslica semendeki 16kositler olmak
lizere, spermatozoa, reprodiiktif epitel hiicreleri ve genital kanali enfekte eden

bakterilerdir (68).

Lokositler, iireme kanali boyunca ve semende bulunmaktadir. Immiin denetim
ve anormal spermatozoayr fagosite etme fonksiyonunun yaninda, ROS {iretme
yetisine de sahiptirler. Inflamasyon ve enfeksiyon dahil gesitli uyaranlara yanit
olarak aktive edilebilirler. Aktive edilmis l6kositlerin ROS {iiretme kapasiteleri, aktif
olmayanlarina goére 100 kattan daha fazladir (75). Sperm fonksiyonunun defektif
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olmasindan sorumlu olanlari; peroksidaz (+) polimorfoniikleer 16kositlerdir (nétrofil
ve makrofaj) (7). Semendeki I6kositler, spermatozoanin ROS iiretmesini de

indiikleyebilir (72).

Spermatozoa tarafindan ROS iiretimi normal fizyolojik siirectir (76). Bununla
birlikte spermatozoa tarafindan asirt ROS lretimi; orta parg¢a anormallikleri, rezidii
stoplazma, stoplazmik damlacik ve immatiirite ile iliskilendirilmistir (75).
Spermatozoa  tarafindan ROS  {iretimi  genel itibariyla 2  yolakla
gerceklestirilmektedir: 1) Sperm plazma membranindaki nikotinamid adenin
diniikleotid fosfat (NADPH) oksidaz sistemi 2) Mitokondrideki NADPH’ye bagimh
oksidorediiktaz (dioforaz) (77). Cok yakin geg¢miste; spermatazoadaki ROS’un
subselliiler kaynagi daha da netlestirilmistir, ki insan spermatozoasinda
mitokondriyal elektron transport akiginin bozulmasinin ROS iiretimine sebep oldugu
ortaya konulmustur. Kompleks-I’de i¢ mitokondriyal matriks tarafindan ROS’un
indiiksiyonunun, spermatozoanin orta pargasinda peroksidatif hasara sebep oldugu ve
boylelikle de spermatozoanin hareket kaybina maruz kaldig

gosterilmistir (7).

Rezidii stoplazmali ve stoplazmik damlacikli spermatozoada glukoz-6 fosfat
dehidrogenaz enzimi, gereksiz yere fazladan bulunur. Bu enzim, heksoz monofosfat
sant1 yoluyla glukoz akisindan sorumludur ve NADPH iiretimi ile iliskilidir. Bu
sistem aracilif ile iiretilen NADPH’nin, insan spermatozoasi tarafindan siiperoksit
anyonu (O,") iiretiminden sorumlu elektronlarin major kaynag oldugu
varsayllmaktadir. Yine bu baglamda rezidii stoplazmanin kalmis olmasi, asiri

diizeyde NADPH’a bagimli1 ROS {iretimi i¢in yeterli substrat temin edecektir (75).

Erkek genital kanal enfeksiyonlarina sebep olan bakterilerin, 6zellikle de E.coli
gibi gram negatif olanlarin; reaktif oksijen tiirlerinin {iretimini tetikleyen
lipopolisakkarit (LPS) drettigi yapilan ¢aligmalar sonucunda belirlenmistir.
Bakterilerin trettigi LPS ile muamele edilen spermatozoalarin motilitesinin olumsuz
etkilendigi ve reaktif oksijen tirlerinin iretiminin belirgin sekilde arttig:

tespitedilmigtir. LPS ilavesi sonrasi antioksidanlarin eklenmesinin motiliteyi olumlu
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etkiledigi de gozlemlenmistir.

2.4.3. Oksidatif Strese Karsi Spermatozoayr Koruyan Antioksidan Savunma

Sistemi

Antioksidanlar; serbest radikallerin ya olusumunu engellerler ya da mevcut
olanlarin etkisini bloke ederler. Antioksidanlar etkilerininin ¢ogunu; tek bir
mekanizma tizerinden degil, birden fazla mekanizma ile gosterir. Antioksidanlar

etkilerini, simdiye dek tespit edilebilen 6 degisik mekanizma ile gergeklestirir:

1)Oksijen ile reaksiyona girerek ya da onun yerini alarak lokal oksijen

konsantrasyonunu azaltabilirler.

2)Hidroksil (OH®) radikali yapisinda yer alan hidrojen atomlar1 ile bag
olusturabilecek yapidaki {driinleri temizleyerek peroksidasyonun baslamasini

onleyebilirler.

3)Membran lipidlerine direkt etki ederek peroksit olusturabilen singlet oksijeni (‘O5)

baskilayabilir ya da temizleyebilirler.

4)Metal iyonlarmi baglayarak reaktif gruplarm (OH, ferril ya da Fe'*/Fe*/O,
kompleksleri gibi) ve/veya lipid peroksitlerden peroksil ve alkoksil radikallerinin
olusumunu onleyebilirler. Membranlarda lipid peroksidasyonun baslamasina hangi
reaktif tirlinlerin neden oldugu tartigmalidir, ancak hem baglangi¢ i¢in hem de olugan
lipid peroksitlerin dekompozisyonu i¢in transisyonel metal iyonlarina ihtiya¢ oldugu

konusunda genel bir kani vardir.

5)Peroksitleri, alkol gibi non-radikal iiriinlere doniistiiriitler. Ornegin GPx,

peroksitleri bu yolla temizleyen bir antioksidandir.

6)Zincir kirabilirler, yani zincir olusumuna neden olabilen serbest radikaller ile
reaksiyona girebilirler ve yag asidi zincirlerinden siirekli hidrojen iyonu salmimin
Onleyebilirler. Zincir kirict antioksidanlar igerisinde fenoller, aromatik aminler ve en
yaygin olani a-tokoferol yer almakla birlikte baska lipiddde ¢6ziinebilir zincir kirici

antioksidanlar da vardir (68).
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Serbest oksijen radikallerinin zararli etkilerine karsi koymak i¢in, spermatozoa
ve seminal plazma birtakim antioksidanlar i¢ermektedir. Ancak bu antioksidan
sistemi, reaktif oksijen tiirlerinin olasi toksik etkilerine ve oksidatif hasara karsi
koymada yeterli gelmemektedir. Bundan dolayr semendeki ve spermatozoadaki

antioksidan sisteminin, antioksidan takviyesi ile desteklenmesi gerekmektedir.
2.4.3.1. Enzimatik Antioksidanlar

Semende bulunan ve spermatozoay: oksidatif strese karsi koruyan enzimatik
antioksidanlar; katalaz (CAT), stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GPx), glutatyon rediiktaz (GR) ve glukoz-6 fosfat dehidrogenazdir (G-6P DHG) (7).

Katalaz (CAT)

Tetramer yapida olup; her bir subtinitinde bir hem grubu ve NADPH baglayici
bélge ihtiva eder (72). Prostetik grup olarak yapisinda Fe™ igeren bir protoporfirin-
IX igerir (69). Katildig: tiim tepkimelerde demir, bakir ve selenyum gibi elementler
kofaktor olarak gorev yapmaktadir (78).

H,0, konsantrasyonu yiiksek oldugunda katalitik, diisiik oldugunda ise
peroksidatif etki gosterir. H,O, konsantrasyonu yiiksek oldugunda reaksiyon su
sekildedir: (H,O, + H,0,—2 H,O + O,) (katalitik etkinlik). H,O, konsantrasyonu
diisiik oldugunda ve etanol, metanol ya da fenol gibi uygun hidrojen donériiniin
varliginda reaksiyon su sekildedir: (RH, + H,O,—R+ 2 H,0) [RHj; etanol, fenol ya
da metanoldiir] (peroksidatif etkinlik) (72). Stiperoksit radikalini reaktif olmayan
tiirlere doniistiirmede, SOD ile birlikte galigir. (69). Ortamda bulunan ya da ortama
ilave edilen CAT, lipid peroksidasyon sonucu olusan siiperoksit ve hidrojen
peroksitin neden oldugu kapasitasyon ve akrozom reaksiyonuna olumsuz etki yapan
membranlardaki trozin fosforilasyonunun indiiksiyonunu engelleyerek sperm-oosit

fiizyonuna olumlu katki yapmaktadir (79).

Katalaz; spermatozoada peroksizomda yer alir. Katalazin insan ve rat

spermatozoasinda ¢ok diisiik diizeyde bulundugu; tavsan, fare ve boga
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spermatozoasinda ise olmadigi1 gosterilmistir (72).
-Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Iki siiperoksit radikalini hidrojen peroksite déniistiiren reaksiyonu katalizler.
Reaksiyon su sekildedir: 20,” + 2H" —H,0, + O, . O, radikallerini tutarak veya
onlar1 daha zayif yeni bir molekiile gevirerek etkisini gosterir, bir baska ifadeyle

toplayici tarzda etkinlik gosterir (74).

Stiperoksit dismutaz; sitozolik bakir/¢inko-SOD, intramitokondriyal mangan-
SOD ve ekstraselliiler bakir/¢inko-SOD olmak iizere {i¢ izoforma sahiptir. Bu
izoform yapilar epididimal kékenli olup; spermatozoa sitozoliinden ve mitokondriyal
yapilarindan siiperoksit anyon ve hidroksil radikallerini uzaklastirip, hiicresel redoks
homeostazisini  koruyarak oksidatif stresi engellemeye c¢alisirlar  (4,80).
Spermatozoay1 lipoperoksidatif saldirtya karsi koruma noktasinda; reprodiiktif
sistemin diger savunma sistemlerine ait SOD’nin Kkatkisi, spermatozoal SOD’nin
kakisina nazaran daha biyiiktiir. Bununla birlikte savunma sistemine katki
bakimindan spermatozoal SOD igin; sitozolik formunun pay1 mitokondriyal formuna

kiyasla daha ¢oktur.
-Glutatyon Peroksidaz (GPx)

H>0,’yi de kapsayan ¢esitli peroksitlerden peroksil radikallerini uzaklastirildig:
ve elektron dondrii olarak glutatyonun kullanildigi reaksiyonu katalizleyen selenyum
ihtiva eden enzimdir (75). Reaksiyon su sekildedir: 2GSH + H,0,—GSSG + 2
H,0). Oksijen radikallerini tutarak veya onlar1 daha zayif yeni bir molekiile

cevirerek etkisini gosterir, bir bagka ifadeyle toplayici tarzda etkinlik gosterir (74).

GPx ailesi; primer sekanslarina, lokalizasyonlarina ve substrat dzgiinliiklerine
gore 5 smifa (GPx 1,2,3,4,5) aynlirlar. GPx1, hiicrenin sitozoliinde yer alip; testis,
epididimis, prostat ve seminal vezikiillerde bulunur. GPx3, ekstraselliiler ortamda
bulunmakta olup; epididimis ve vaz deferenste bulunmaktadir. GPx4, epididimdeki

spermatozoanin bag ve orta pargasinda bulunur. GPx5, epididim sivisinda ve
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spermatozoada lokalizedir (72). GPx, spermatozoanin sadece orta pargasinda
bulunur; bu yiizden sperm bagindaki plazma membranimi ve kuyruk kismini pek

koruyamaz (7).
-Glutatyon Rediiktaz (GR)

Okside glutatyondan (GSSG) rediikte glutatyonun {iretildigi ve elektron
dondrii olarak pentoz fosfat yolunda iiretilen NADPH’ nin kullanildig1 reaksiyonu
katalizleyen enzimdir. Reaksiyon su sekildedir: (GSSG + NADPH+H —2 GSH +
NADP") (71). Spermatozoanin sadece orta par¢asinda bulunur; bu yiizden sperm

basindaki plazma membranini ve kuyruk kismini pek koruyamaz (7).
-Glukoz-6 Fosfat Dehidrogenaz (G6-P DHG)

NADPH,H" nin iiretildigi pentoz-fosfat yolunda gorev alir. Uretilen
NADPH+H", glutatyon rediiktaz enzimi tarafindan kofaktdr olarak kullamlir. GPx ve
GR ile isbirligi halinde olup, spermatozoanin etkin savunulmasinda rol alir (74).
Spermatozoanin sadece orta pargasinda bulunur; bu yiizden sperm bagindaki plazma

membranini ve kuyruk kismini pek koruyamaz (7).
2.4.3.2. Non-enzimatik Antioksidanlar

Semende bulunan ve spermatozoayi oksidatif strese karsi koruyan non-
enzimatik antioksidanlar; glutatyon, sistein, vitamin-E, vitamin-C, karotenler, iirik
asit, piriivat, taurin, hipotaurin, albumin, ¢inko, selenyum, koenzim-Q10, laktoferrin

ve prostozomdur (7).
-Glutatyon

Tripeptit tiol niteligindeki glutatyon (y-glutamilsisteinilglisin), siilfidril (-SH)
grubu igeren bir antioksidandir. Hiicre i¢i redoks statiisiiniin korunmasinda oldugu
gibi, endojen ve ekzojen bilesiklerin detoksifikasyonunda da belirgin rol iistlenir.
Oksidatif strese karsi savunma amaciyla hiicreler tarafindan hizlica kullanilailen
rediikte edici giiclin dogal rezervuaridir. Oksidatif strese karsit koruyucu etkinligi,

—SH grubunun varligindan ileri gelmektedir (81). Glutatyon, glutatyon peroksidaz
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enziminin H,0,’yi detoksifiye ettigi reaksiyonda rol alir (74).

-Sistein

Tiol niteligindeki sistein, siilfidril (-SH) grubu igeren bir antioksidandir.
Rediikte glutatyon (GSH) sentezinde temel rol oynar. GSH ve taurin sentezi i¢in hiz
belirleyici bir enzim olan gama glutamat sistein ligaz enzimini onarir. Dolayisiyla
sistein, GSH i¢in hiz belirleyici bir aminoasit olarak kabul edilebilir. Ayn1 zamanda

hiicre dis1 indirgeyici ajan olarak énemli rol oynar.
-Vitamin E (a-tokoferol)

Vitamin-E, dogada en yaygin bulunan antioksidandir. Yagda ¢6ziinen ve hiicre
membranlarindaki en 6nemli zincir kirict antioksidandir. En 6nemli gérevi, serbest
oksijen radikallerinin saldirilarina karst membran lipidlerindeki doymamis yag
asitlerini korumaktir. Antioksidan aktiviteleri, 6. karbonunda bulunan hidroksil
(-OH) grubundan kaynaklanmaktadir. Peroksil radikali ile reaksiyona girerek, bu
radikale bir hidrojen verirler ve kendileri de tokoferoksil radikaline doniisiirler.
Boylece kendileri oksitlenerek; protein, lipit, enzim gibi diger molekiillerin

oksitlenmesini engellerler.
-Vitamin C (Askorbik Asit)

Vitamin-C, hidrofiliktir ve sulu ortamda etkindir. Antioksidan &6zelligi, bilinen
serbest radikal temizleyici islevi ile gosterilmistir. Indirgeyici ve antioksidan ajan
olarak, dogrudan singlet oksijen (‘O,") ve hidroksil radikali (OH) ve gesitli lipid
peroksitlerle etkilesir. Buna ek olarak, okside olmus vitamin-E’nin antioksidan
ozelligini restore eder. Bu &6zelligi, vitamin-C’nin en 6nemli fonksiyonunun vitamin-
E’ye yeniden antioksidan aktivite kazandirmak oldugunu géstermektedir. Diger suda
¢ozlinen  antioksidanlarla  karsilastirildiginda  vitamin-C,  plazma  lipid

peroksidasyonuna karsi en etkili korumay1 saglar.
-Karotenler
Dogada yaygin olarak bulunan ve hiicreleri korumada onemli gorevleri olan
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pigmentlerdir. Vitamin-A’nin metabolik 6n maddesi olan [-karotenin; singlet
oksijeni (‘O,) bastirabildigi, siiperoksit radikalini (O,”) temizledigi ve peroksil

radikali (ROQO") ile direkt etkileserek antioksidan rol oynadig: tespit edilmistir.
-Urik Asit

Suda ¢oziinebilir olup; metal iyonlar1 ile selat yapar ve vitamin-C’yi

oksidasyona kars1 korur (68).
-Piriivat
H,0,’yi kimyasal olarak pargalar (82).
-Taurin
ROS tirtinlerini temizler.
-Hipotaurin
ROS iirtinlerini temizler.
-Albumin
ROS iiriinlerini temizler (66).
-Cinko (Zn)

Erken dénemde, proteinlerin siilfidril gruplarim1 korumakla birlikte demir ve
bakir gibi redoks-aktif transisyon metallerini antagonize ederek H,O,’den OH®
olusumunu azaltir. Uzun donemde nihai olarak antioksidana doniisecek olan

metallotioninler gibi bazi substantlar1 antioksidana doniismeleri i¢in indiikler (83).
-Selenyum (Se)
GPx’in yapisina katilarak antioksidatif etkinlik gosterir (74).

-Koenzim Q-10

Antioksidan 6zellikli olup, enerji iiretimini destekler. Antioksidan 6zelligi, rediikte
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formu ubiquinol tarafindan saglanir. Spermatozoanin orta pargasinda mitokondride

yogunlagmigtir.
-Laktoferrin

Spermatozoanin basimi kaplayan, transisyon metallerinin peroksidatif etkinliini

Onleyen demir baglayici bir proteindir.
-Prostozom

Prostat tarafindan semene sekrete edilen organellerdir. Bunlar, nétrofillerle
etkilesime girme yetisine sahiptirler ve nétrofillerin stiperoksit anyon radikali {iretme
kapasitelerini azaltma yetisine sahiptirler. Notrofilin plazma membranna lipid

transferi ile NADPH oksidaz aktivitesinin inhibisyonuna da sebep olurlar (7).

2.4.4. Fizyolojik Diizeydeki Reaktif Oksijen Substantlarinin Spermatozoa
Uzerine Etkileri

ROS’un spermatozoanin fonksiyonu tizerine hem yararli hem de zararl etkileri
vardir. Bu etkilerin hangi yonde olacagini, ROS’un iiretimi ile savusturulmasi
arasindaki denge belirler. ROS’un {iretimi ile savusturulmasi arasindaki denge;
oksidanlar yonine kaydiginda oksidatif stres ve buna bagli spermatozoal
fonksiyonlar1 olumsuz yonde etkileyen olaylar ortaya ¢ikarken, korundugu takdirde
ROS’lar  spermatozoanin  gecirdigi  fizyolojik  siireglere  katilirlar  (71).
Konsantrasyonu kontrol altinda tutulan ROS; hiperaktivasyon, kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu, spermatozoanin yumurtaya baglanmasi ve oosit ile flizyonu

gibi spermatozoal fonksiyonlarda 6nemli fizyolojik etkilere sahiptir (75).

ROS’un spermatozoa fizyolojisine katildigina dair ilk deneysel kanit 1993°te
de Lamirande ve Gagnon’un; O,  ‘ye maruz birakilan spermatozoanin, yalniz
‘kapasitasyon indiikleyici’ niteligindeki fetal kord serumuna ya da yalniz Ham’s F-
10 medyumuna maruz kalan spermatozoaya nazaran daha yiiksek diizeyde hiperaktif
ve kapasite oldugu ve olumlu etkilerin SOD tarafindan onlendigini gézlemledikleri

calismadir (71).
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Kapasitasyon siirecinde molekiiler diizeyde bir dizi olay gergeklesmektedir. Bu
slirecin en can alict noktasi trozin fosforilasyonudur. Spermatazoanin kapasitasyonu
stiresince trozin fosforilasyonunun stimiilasyonu, spermatozoa tarafindan iiretilen
ROS ile stimiile edilen redoks ile regiile edilen olaylardir (84). Birbaska ¢alismada
ekzojen O, nin hiperaktivasyonu indiikledigi ve kapasite spermatozoanin uzun bir

periyotta O, iirettigi gézlemlenmistir (85).

Yapilan in-vitro bir ¢alismada NO’nun sperm proteinlerinin trozin
fosforilasyonunu modiile ettigi gosterilmistir (86). Saglikli goniilliilerden alinan
semen lizerinde yapilan bir ¢aligmada, medyuma nitrik oksit saliverici ajanlarin
(Dietilamin NONOat ya da spermin NONOat) eklenmis olmasinin spermatozoanin
kapasitasyonunu o6nemli 6lgtide arttirdigi gosterilmistir. NO’nun kapasite edici
etkisinin, sadece H,0, varliginda miimkiin olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (87). H,O,’

nin, sperm kapasitasyonunu indiikleyebilecegi bildirilmistir.

NO ve 0,° gibi ROS tiirlerinin, akrozom reaksiyonunu (AR) uyardig
gosterilmistir. Insan spermatozoasinda endojen NADPH’ye bagimli ROS iiretiminin,

trozin fosforilasyonu araciligi ile akrozom reaksiyonunu stimiile ettigi bildirilmistir.

Diistik diizeydeki ROS’un insan spermatozoasinin zona pellusidaya baglanma
kapasitesini  arttirdigi  bildirilmigtir. ~ Kapasitasyon ~ medyumunda  diisiik
konsantrasyondaki NO’nun, hemizonaya baglanan spermatozoa sayisini arttirdig
bildirilmistir.

Spermatozoa tarafindan diisiik konsantrasyondaki H,O, ve O, iiretiminin,
kapasitasyon ve spermatozoa-oosit flizyonunu kontrol eden sinyal olaylarinda

fonksiyonel role sahip olabilecegi belirtilmistir (75).

2.4.5. Patolojik Diizeydeki Reaktif Oksijen Substantlarinim Spermatozoa
Uzerine Etkileri

Oksidatif stresin (OS) spermatozoa fonksiyonunun bozulmasinda rol aldigina
dair ilk gozlem, 1943 yilinda insan spermatozoasinin yiiksek oksijen basinci altinda

inkiibe edildiginde motilitelerini kaybettigini géren MacLeod tarafindan yapilmustir.
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MacLeod katalazin koruyucu etkisinden yola ¢ikarak, motilitenin azalmasina sebep
olan ajanin H,O; oldugunu o6ne siirmiistiir (73). Oksidatif stresin {ireme sistemi
lizerine zarar verdigine dair arastirmalar, giinimiize kadar yogun olarak devam
etmistir. OS’nin potansiyel hedefleri; lipidler, proteinler, sekerler ve niikleik asitlerin
hepsi dahil olmak iizere tiim hiicresel komponentlerdir. OS ile indiiklenen hasarin
boyutu; olaya katilan ROS’un tiirii ve miktarina bagli oldugu gibi, ROS’a maruz
kaliman stireye ve sicaklik, oksijen basimnct ve de ¢evrenin kompozisyonu

(antioksidanlar, iyonlar, proteinler gibi) gibi dis faktorlere baglidir (88).
-Lipid Peroksidasyon (LPO)

Spermatozoanin plazma membranindaki poliansatiire yag asitleri oksidatif
hasara maruz kaldiginda lipid peroksidasyon meydana gelir. Lipid peroksidasyon

genel olarak 3 agamali bir siiregtir: Baglangig, toplanma ve sonlanma.

LPO’nun ilk basamaginda; herhangi bir serbest radikal, membran lipidlerindeki
ya da lipoproteinlerdeki doymamis yag asidinin agil zincirine (RH) ait hidrojen
atomlarim uzaklastirarak lipid alkil radikallerini (R") serbestlestirir. Reaksiyon, su

sekildedir: (RH + HO,” — R’ + H,0,)

LPO’nun ikinci basamaginda; lipid alkil radikalleri (R), aerobik kosullar
altinda molekiiler oksijen (O,) ile reaksiyona girerek lipid peroksil radikalini (ROO")
olusturur. Lipid peroksil radikalleri (ROO"), komsulugundaki doymamis yag asidinin
acil zincirine ait hidrojen atomunu (H) alarak oksidasyonu yayabilir. Sonugta;
peroksil radikalleri (ROO") lipid hidroperoksit (ROOH) haline gelirken,
komsulugundaki doymamis yag asitleri lipid-alkil radikali (R’) haline gelir.
Reaksiyonlar su sekildedir: (R" + O, -RO0O) — — (ROO™+RH — ROOH +R)

LPO’nun son basamaginda; lipid alkil radikalleri (R") kaskad: sonlandirmak
icin, H" varhginda O," ile reaksiyona girer ROOH olusur. Reaksiyon su sekildedir:
(R"+ 0"+ H"— ROOH) (72).

LPO’nun uritinlerinden birisi, spermatozoanin maruz kaldigi peroksidatif
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hasarin derecesini gozlemlemek i¢in ¢esitli oksidatif stres analizlerindede kullanilan

malondialdehittir (88). LPO ile; lipid peroksitler ve malondialdehit diizeyi artarken,

doymamuis yag asitlerinin miktar1 azalir (73).

Neticede; membranin akigskanlii ve membrana bagli enzimlerin aktivitesi
bozularak spermatozoanin motilitesinde kayip, oosit ile kaynasmasinda zorluk hatta

6limi meydana gelebilir (72).
-DNA Hasari

Somatik hiicrelerle kiyaslandiginda spermatozoa DNA’si, zarar veren
etmenlere karsi kendisini siki sikiya koruyabilen ¢ok 6zel bir donanima ve ¢ok 6zel
bir ¢evreye sahiptir. Ancak ROS diizeyi koruyucu sistem tarafindan tolere
edilemeyecek diizeyde olursa, DNA hasar gorecektir. Spermatozoayr ROS’a karsi
koruyan savunma sistemi, tistesinden gelemeyecek diizeyde ROS ile karsilastiginda
spermatozoanin hem kendi hem de mitokondrisinin DNA etkilenir. Bu etkiler; baz
ciftlerinin modifikasyonu, bazdan yoksun bélgelerin ortaya ¢ikisi, ¢erceve kaymalari,
DNA proteinlerinde ¢apraz baglanma, tek ve ¢ift iplik kiriklarinin sayica artmasi ve
kromozomal yeniden diizenlenme seklindedir (7). Thomson ve arkadaslari,
yaptiklar1 bir c¢aligmada kriyoprezervasyon ile indiikklenen DNA  hasarinin
apoptozisten ziyade esasen oksidatif stres araciligi ile gergeklestigini ortaya

koydular (89).

-ATP Kaybi

Insan spermatozoasinin ksantin-ksantin oksidaz sistemi ile iiretilen ROS’a
maruziyetiyle indiiklenen motilite kaybi, hiicre igerisindeki ATP azalmasi ile
iligkilidir. H,O,’nin gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz tizerine direkt etkisinin,

ATP’nin azalmasindan sorumlu mekanizma oldugu 6ne siirtilmiistiir (73).
2.4.6. Spermatozoayl ROS’un Zararh Etkilerine Karsi Duyarhlastiran Etmenler
Spermatozoayr ROS’u zararli etkilerine karsi hassaslagtiran etmenler,
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spermatozoanin  kendisinden kaynaklanan ve kendisinden kaynaklanmayan

etmenlerdir.
2.4.6.1. Spermatozoaya Bagh Unsurlar

Spermatozoanin kendisine bagli olan faktorler; spermatozoanin hem plazma
membraninin hem de organellerinin yiiksek diizeyde poliansatiire yag asiti (PUFA)
icermesi, ROS’un zararli etkilerini Onleyen koruyucu sistemin kapasitesini
siirlayacak o6l¢iide kiigiik stoplazmik voliime sahip olmasi ve buna bagh olarak

antioksidan enzimleri diigiik konsantrasyonlarda ihtiva etmesi seklinde siralanabilir

(7).

Plazma membran yiiksek diizeyde PUFA igerdiginden, tavsan spermatozoasi

peroksidatif hasarla indiiklenen serbest radikallere kars1 duyarhidir (22).

Spermanin matiirlesme siirecinde, stoplazmanin 6nemli bir kismi ya seminifer
tiibiiliine atilir ya da Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Boylelikle
spermatozoa, kendisini oksidatif strese karsi koruyan antioksidanlardan az miktarda

icermis olur (90).

2.4.6.2. Spermatozoaya Bagh Olmayan Unsurlar

Spermatozoanin kendisine bagli olmayan faktérler ise; genital organlarin
infeksiyonu, inflamasyonu, skrotumda ROS diizeyini arttiracak sicaklik artisi,
iskemi, hipoksi gibi faktorler, androjen metabolizmasindaki diizensizlikler, beslenme
(yagh diyet), sigara i¢imi, kanda ve semende Fe & Cu gibi radikal olusumuna katki
yapan elementlerin konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi ve genetik yatkinlik

(Glutatyon S-transferaz mull 1 geninin null genotipi) seklinde siralanabilir (7).

2.4.7. Dondurulan Tavsan Semeninde Spermatozoay1 Oksidatif Strese Karsi
Koruma Yéntemleri

Tavsan spermatozoasinit oksidatif strese karsi korumak i¢in antioksidanli veya
antioksidansiz uygulama yapilabilir. Antioksidansiz uygulama kapsaminda;

tavsanlara lipid peroksidasyon diizeyini arttiracak lipid igerigi yiiksek diyet
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vermekten kaginmali, hayvanlar stres altinda kalacaklar1 ¢evresel kosullardan uzak
tutmalmalidir. Antioksidan uygulama kapsaminda; antioksidan igerikli diyet
uygulamasi ya da semenini kriyoprezerve etmeden oOnce  sulandiriciya

antioksidan ilavesi yapilmaktadir.

2.4.7.1. Antioksidanlarin Tavsan Semeni Uzerine Etkileri

Semenin dondurulmasi-¢6zdiiriilmesi esnasinda ortaya ¢ikan toksik diizeydeki

ROS; endojen  antioksidan savunmanin kapasitesini diisiiriir, spermatolojik

- parametreleri ve fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir (3). Semendeki ve

spermatozoadaki antioksidan diizeyi, dondurma-¢6zdiirmenin sebep oldugu strese
kars1 koymada daha dnceden bahsedilen sebeplerden dolayi yetersiz kalir. Bu sebeple
tavsan spermatozoasinin oksidatif strese karsi korunmasi i¢in, antioksidan takviyeye

ihtiyag¢ s6z konusudur.

Birgok arastirict ¢esitli antioksidanlari farkli yontemlerle kullanarak tavsan

semeni lizerine etkilerini aragtirmiglardir.

Yousef ve arkadaslari; aliminyum klorid (AICl;) ile inkiibe edilen tavsan
semenine vitamin-E ve vitamin-C ilavesinin; tavsan semeninde AlICls ile ortaya ¢ikan
oksidasyonu azalttigini, aktivitesi azalan SOD ve CAT’in aktivitelerini normale

yaklastirdigini bildirmiglerdir (91).

Castellini ve arkadaslari; tavsanlara diyet yoluyla verilen a-tokoferil asetatin
semendeki vitamin-E diizeyini arttirdigimi ve LPO diizeyini azalttigini, selenyum

verilmesinin ise semende GPx diizeyini arttirdigini bildirmislerdir (92).

Ata ve arkadaglari; endosiilfan verilmesiyle olumsuz etkilenen motilite, canlilik
ve plazma membran biitiinliigii gibi spermatolojik parametrelerin  askorbik asit

verilmesiyle 6nemli diizeyde diizeltildigini bildirmislerdir (93).

Rosato ve arkadaslar;; dondurmadan Once semen sulandiricisina likopen
katilmig olan tavsanlarin  katilmayanlarla kiyaslandiginda; ¢6ziim  sonu

motilitelerinin, canliligin ve DNA biitiinliigliniin  yiiksek oldugunu ve LPO’nun
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diisiik oldugunu bildirmislerdir (55).

Alvarez ve Storey; tavsan epididimal spermatozoa tizerine yaptiklart ¢alismada
kontrole gore; taurin, hipotaurin, epinefrin and albuminin lipid peroksidasyonu

azalttiklarin1 ve motilite kaybina kars1 koruma sagladiklarini bildirmislerdir (94).

Salem ve arkadaglari; subletal dozda aflatoksin B1 alan ve buna bagli olarak
serum testesteron diizeyi, sperm konsantrasyonu ve sperm motilitesi azalan
tavsanlara askorbik asit verilmesiyle aflatoksin B1’in olumsuz etkilerinin

azaltildigini bildirmislerdir (95).

2.4.7.2. Arjinin, Ellajik Asit, Metionin ve Sisteamin’in Antioksidatif Etkinligi
-Arjinin
Arjinin, spermatogenezise aktif olarak katilir. Spermatozoa motilitesinin
stimiile edilmesinde 6nemli rol iistlenir. Spermatozoada glikoliz hizini arttirarak ATP
Uiretimini arttirir. Savunma ve hiicresel immiinitenin modiile edilmesinde anahtar rol

tistlenir. L-arjinin spermatozoa iizerine etkisi, primer olarak NO iretimi araciligi

iledir (96).

O’Flaherty ve arkadaslari; akrozom reaksiyonunu degerlendirmek igin katilan
10 mM dozundaki arjininin, akrozom reaksiyon indiktoriiyle esit diizeyde bu

reaksiyonu stimiile ettigini bildirmislerdir (97).

Atreja ve arkadaslari; dondurma 6ncesi semen sulandiricisina arjinin katilan
buffalolarda katilmayanlarla kiyaslandiginda; ¢6ziim sonu motilitelerinin ve

canliligin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (98).

Radany ve arkadaslari; semeni arjinin katilmig sulandirict ile diliie edilen
tavsanlarda arjinin katilmayanlarla kiyaslandiginda; motilitenin daha uzun siire
korundugunu bildirmigler ve L-arjinin stimiilasyonunun endojen sperm
metabolizmasinin bir fonksiyonu olabilecegini destekledigi sonucuna varmuslardir

(99).
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Keller ve arkadaslari; semeni arjinin igeren sulandirici ile diliie edilen
insanlarda kontrolle (arjinin katilmamis) kiyaslandiginda, 37°C’de 60 dk.hik
inkiibasyonun ardindan motiliteyi %81.6 oraninda arttirdigini bildirmislerdir (100).

Srivastava; medyuma arjinin katilarak semeni 24 saat inkiibe edilen insanlarda
kontrolle (arjinin katilmamig) kiyaslandiginda, spermatozoa motilitesinin daha uzun

stire korundugunu ve daha az lipid peroksidasyon oldugunu bildirmislerdir (101).
-Sisteamin

Sisteamin, kimyasal olarak trietanolamin (B-markaptoetilamin) yapisinda olup,
viicutta  sisteinin  dekarboksilasyonu ile olusmaktadir. Kimyasal formiili
HSCH,CH,NH,dir. Sisteine doniiserek glutatyonun yapisina girer, boylelikle hiicre
savunma sisteminde rol oynar. Hiicre metabolizmasinda gérev alir. Koenzim A’nin

yapisina girdiginden enerji iiretimi i¢in gerekli bir maddedir.

Dogan ve arkadaglari; fibrosarkomaya neden olan 3-metilkolantren verilen
albino farelerde sisteaminin Kkoruyucu etkisini arastirmiglar ve sisteaminin
3-metilkolantrenin fibrosarkoma yapici etkisini yaklasik %50 oraninda azalttigini

bildirmislerdir (102).

Bucak ve arkadaslar1; dondurma dncesi semen sulandiricisina 5 mM ve 10 mM
sisteamin katilan kog¢larda kontrolle kiyaslandiginda; ¢6ziim sonu spermatozoa

motilitesinin ve canliliginin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (103).

Cirit ve arkadaslari; sogutma 6ncesi SmM sisteamin ilave edilmis sulandirici ile
dilie edilen semen ¢ozdiiriildiigiinde membran biitiinligiiniin  %38.8, kontrol

grubunda ise %36.9 oldugunu bildirmislerdir (104).

Bucak ve arkadaslari; sogutma oncesi semeni SmM sisteamin ilave edilmis
sulandirici ile diliie edilen Angora kegisinde kontrolle kiyaslandiginda; ¢6ziim sonu
motilitenin (kontrol: %50, SmM sisteamin: %61.0) ve membran biitiinliigiiniin

(kontrol: %30.25, SmM sisteamin: %34.25) daha yliksek oldugunu bildirmislerdir
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(105).

Matos ve arkadaglari; matiirasyon medyumuna sisteamin katilmis koyun
oositlerinde kontrolle kiyaslandiginda; blastosist gelisim orammin daha yiiksek
oldugunu ve matiirlesen oositlerde oosit bagina GSH igeriginin daha yiiksek

oldugunu bildirmiglerdir (106).

-Metionin

Metionin, siilflir atomu igeren aminoasitlerden birisidir. Metionin tiirevi olan
S-adenozil metionin, enzimatik reaksiyonlarda metil grubu vericisidir. Metionin;
transsiilfiirasyon reaksiyonlardaki katkisiyla sistein, karnitin ve taurin sentezinde rol
alir. Aynica fosfatidilkolin ve diger fosfolipidlerin sentezinde de kullanilir.
Metioninin viicutta yanlis doniisiimii ateroskleroza yol agabilir. Standart genetik
kodda sadece bir kodona sahip olan iki aminoasitten birisi metionin (AUG), digeri
ise triptofandir (UGG). AUG kodonunun bir 6zelligi, ribozomlarin mRNA’dan

protein sentezine baglayabilmeleri i¢in baslangi¢ sinyali tasimasidir (70).

Metionin; hiicreleri oksidatif hasara kars1 korur ve detoksifikasyonda énemli
rol alir, selatlar1 dokulardan uzaklagtirir (107). Metioninin bir baska etkisi de, serbest
oksijen radikallerinin rediiksiyonunda dnemli rol almasidir (108). Oksidatif hasara

kars1 hiicreleri korumada glutatyon igin prekiirsor aminoasit olarak rol alir (109).

Tuncer ve arkadaslari; dondurma oncesi semen sulandiricisina 2.5, 5, 10mM
metionin katilan Angora tekesinde kontrolle (%45.1) kiyaslandiginda; ¢6ziim sonu
motilitenin 6zellikle 2.5mM metionin (%63.6) ve SmM metionin (%63.4) ile daha

yiiksek oldugunu bildirmislerdir (110).

Coyan ve arkadaslari; SOC’ye sogutma Oncesi semen sulandiricisina 1,2,4mM
metionin katilan koglarda kontrolle (%66) kiyaslandiginda; 72 saatlik ekilibrasyon
sonunda ¢o6ziim sonu motilitenin ImM metionin (%77) ile daha yiiksek elde

edildigini bildirmislerdir (109).
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Bucak ve arkadaglari; dondurma 6ncesi 2.5mM ve 7.5mM metionin katilarak
sulandirilan bogalarda kontrolle kiyaslandiginda (0.96); ¢6zdiirme sonu antioksidan
potansiyelin 2.5mM metionin (5.06) ve 7.5mM metionin (3.07) ile daha yiiksek elde
edildigini bildirmislerdir (111).

-Ellajik Asit

Ellajik asit; dogal fenolik bir bilesiktir. Giiglii bir antioksidandir, antimutajenik
ve antikarsinojenik 6zelliklere de sahiptir. Ozellikle pankreatik kanser hiicrelerinde

proliferasyonu baskilar ve apoptozisi indiikler (112).

Khanduja ve arkadaslari; fareler tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada ellajik asitin

akcigerlerde antikarsinojenik etki gosterdigini bildirmistir (113).

Priyadarsini ve arkadaslari; ratlar tizerinde yaptiklart bir ¢alismada, ellajik
asitin karaciger dokusunda mikrozomal proteinlere baglandigim ve lipid

peroksidasyonu engelledigini bildirmistir (114).

Ozkaya ve arkadaglari; ratlar iizerine yaptiklar1 bir galismada ellajik asitin;
aluminyum kloriirtin ratlarin karacigerinde olusturdugu oksidatif stresi azalttigini,
rediikte glutatyon (GSH) diizeyiyle birlikte GPx ve CAT aktivitelerini arttirdigin
bildirmiglerdir (115).

Tiirk ve arkadaslari; ratlar iizerinde yaptiklart bir ¢alismada ellajik asitin,
epididimal spermatozoa yogunlugunu ve motilitesini arttirdigii ve anormal
spermatozoa ornlarinda artisa sebep olan sisplatinin olumsuz etkisini azalttigini

bildirmislerdir (116).

Ceribas1 ve arkadaglari; ratlar {izerinde yaptiklari bir ¢alismada; adriamisinin
epididimal sperm parametreleri {izerine gosterdigi olumsuz etkilere ve testislerde
olusturdugu lipid peroksidasyon ve apoptozise karsi ellajik asitin koruyucu etki

gosterdigini bildirmislerdir (117).

Tokeshi ve arkadaslari; domuz oositlerin in vitro fertilizasyonu siiresince

ellajik asitin sperm-zona etkilesimi ile indiiklenen akrozom reaksiyonunu inhibe
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ederek polispermiyi 6nledigini bildirmislerdir (118).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Tavsan Semeninin Alinmasinda, Dondurulmasinda, Cézdiiriilmesinde Ve

v

Cozdiiriilmesi  Sonrasinda  Spermatolojik Ve  Oksidatif  Stres

Parametrelerinin Degerlendirilmesinde Kullanilan Gerecler

Kafes: 40x40x40 boyutlarinda olan, icerisinde 6zel suluk bulunduran ve

tavsanin barindirilmasini saglayan geregti.

Tavsan: Ergin Beyaz Yeni Zellanda tiirii 15 adet erkek ve 3 adet disi tavsan
kullanild.

Pelet yem: Tavsanlarin beslenmesi i¢in istedikleri kadar yiyebildikleri diyetti.
Havug¢: Tavsanlarin beslenmesi i¢in giinde bir adet verildi.

Suni vajen: Semen numunesi alinmasi i¢in kullanilmaktadir. Yaklasik 8-10
cm uzunlukta Kkarbirator borusu ve prezervatif sonda kullanilarak
yapilmaktadir, igerisine 50-60 OC diizeyinde su konularak numune alinmaya

hazir hale getirilmektedir.

Puar: Icerisinde su bulunan suni vajenin igerisine hava pompalayarak, suni

vajeni semen numunesi almak adina hazir hale getirmeye yarar.

Dereceli konik cam tiip: Semen numunesinin bir yerde toplanmasini saglar,
semen numunesi alindiktan sonra ka¢ ml. semen alindigini tespit etmemize

yarar ve suni vajenin erkek tavsanin temas etmeyecegi tarafina yerlestirilir.

Spatiil: Semendeki jelin ayrilmasi i¢in kullanildi.
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Sicak su banyosu: Sicaklik derecesi 38°C’ye ayarlandi. Alinan semenin dis
ortam sicakligindan olumsuz etkilenmemesi i¢in alinan semen ilk olarak sicak
su banyosuna konuldu, semenin diliie edilmesi bu sicak su banyosunda
yapildi, spermatolojik ve biyokimyasal parametreler degerlendirilirken
payetler bu sicak su banyosunda ¢6zdiiriildii, floresan mikroskopta analizler
yapilmadan 6nce -20°C’de saklanan floresan boyalar kullanima hazir hale

getirilmeleri i¢in bu su banyosunda ¢6zdiiriildii.

Distile su: Tris bazli ana stok soliisyonu ve Hancock soliisyonunu hazirlamak

icin kullanildi.

Tris  (Tris-[Hidroksimetilaminometan]): Semen sulandiricisina  katilan

kimyasaldir.
Sitrik asit: Semen sulandiricisina katilan kimyasaldir.
D-Glukoz monohidrat: Semen sulandiricisina katilan kimyasaldir.

Tris bazli ana stok soliisyonu: Tartilan 0.25 M Tris, 88 mM sitrik asit ve 47
mM D (+) Glukoz monohidrat 100 ml.lik meziirde biraraya getirildi ve
tizerlerine 100 ml.ye tamamlanmak kaydiyla bidistile su eklenerek hazirlandi.

Osmotik basinct 280-300 mOsm ve pH’s1 6.8-7.0 olarak ayarlandi.

Stikroz: Semen sulandiricisina katilan non-permeabl kriyoprotektanttir.
Dimetilsiilfoksit: Semen sulandiricisina katilan permeabl kriyoprotektanttir.
Tavuk yumurta sarisi: Semen sulandiricisina katildi.

Santrifiij cihazi: Hem yumurta sarisindaki ¢6ziinmeyen proteinlerle lipidleri
ayristirmak i¢in hem de biyokimyasal analizler Oncesi, semen ile

spermatozoalart ayirmak i¢in kullanildi.

Metionin: Semen sulandiricisina katilan antioksidanlardan birisiydi. Oda

sicakliginda saklandi.
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Sisteamin monohidroklorid: Semen sulandiricisina katilan antioksidanlardan

birisiydi. +4 °C’de sakland:.

Ellajik asit: Semen sulandiricisina katilan antioksidanlardan birisiydi. Oda

sicakliginda saklandi.

Arjinin: Semen sulandiricisina katilan antioksidanlardan birisiydi. Oda

sicakliginda saklandi.
Hassas terazi: Kimyasallar1 1/10.000 hassaslikta tartmak i¢in kullanildi.
Flakon tiip: Igerisine hazirlanan sulandiricilar1 koymak icin kullanildi.

Payet: Semenin kriyoprezerve edilmezden once igerisine konuldugu bir ucu

kapali diger ucu agik plastik geregtir ve hacmi 0.25 ml. dir.

Polivinil alkol tozu: Igerisine diliie edilmis semen numunesi ¢ekilmis olan
payetlerin agik olan ucunu kapatmak i¢in kullanilir. Oda sicakliginda

saklanir.

Beherler: Igerisine su konuldu., icerisine diliie edilmis semen numunesi
cekilmis olan payetlerin polivinil alkol tozu ile kapatilan kisimlar beher
icerisindeki su ile yaklagik 5 dk. temas ettirilir. Boylelikle, beherler payetlerin

toz ile kapatilan kisimlarini saglamlastirmak igin kullanildi.
Spor: Payetleri dizmek i¢in kullanilir.

Dolap (5°C’ye ayarl): Sicakligi 5°C’ye ayarlanmis ve kapag1 camdan
yapilmis olup, semen ile kriyoprezervasyon sulandiricisiyla ekilibre edilmesi

icin kullanildi.

Sivi azot: Sicakligr -196°C olup, semenin kriyoprezerve edilmesi i¢in azot

tankinin igerisine konulmaktadir.

Cetvel: Azot seviyesi belirlemek i¢in kullanildi.
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Strafor: Igerisine s1v1 azot koyuldu ve payetler azot tankina atilmadan 6nce

-kademeli sogutma ile dondurmak amaciyla kullanildi.

Azot tanki: Igerisine, semenin kriyoprezervasyonu icin gerekli sivi azot

konuldu.

Sybr-14 boyasi: DMSO ile 1:10 oraninda diliie edildi, sonrasinda 30 pl.lik
parcalara boliindii, daha sonra filtre edildi ve bdylelikle stok soliisyon
hazirlandi. Stok soliisyonu -20°C°de saklandi. Canli spermatozoaya yesil renk

veren floresan boyadir.

Arachis hypogaea (peanut) ile konjuge floressein izotiosiyanat (FITCH-PNA)
boyasi: 120 pgr FITCH-PNA 1 ml. fosfat tamponlu saline (PBS) eklendi,
sonrasinda 100 pl.lik pargalara boliindii, daha sonra filtre edildi ve boylelikle
stok  soliisyonu hazirlandi.  Stok  soliisyonu  -20°C’de  saklandu.
Spermatozoanin akrozom biitiinligiinii degerlendirmek i¢in kullanilan

floresan boyadir.

JC-1 boyasi: DMSO soliisyonunda ¢6zdiiriildii, sonrasinda 100 pllik
pargalara boliindii, daha sonra filtre edildi ve bdylelikle stok soliisyon
hazirland1. Stok soliisyonu -20°C’de saklandi. Spermatozoanin mitokondriyal

aktivitesini degerlendirmek i¢in kullanilan floresan boyadir.

Propidyum iyodid (PI) boyasi: 2 mg/ml distile suda ¢ozdiiriildii, sonrasinda
30 pllik pargalara boliindii, daha sonra filtre edildi ve boylelikle stok
soliisyon hazirlandi. Stok soliisyonu -20°C’de saklandi. Spermatozoanin
canliliginin, akrozom bitiinliiginin ve mitokondriyal aktivitesinin
degerlendirilmesinde diger floresan boyalarla kombine kullanilan floresan

boyadir.

Fosfat tamponlu salin (PBS): Hem spermatolojik parametreleri
degerlendirmeden once ¢oOzdiirilen semeni sulandirmak hem de
biyokimyasal parametreleri degerlendirmeden 6nce spermatozoalar: yikamak

icin kullanilda.
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NacCl (9 gr): Hancock soliisyonunu hazirlamak i¢in kullanildi.

NaCl soliisyonu: 9 gr Nacl soliisyonu tartildi, tizerine bidistile su 500 ml.ye

tamamlanmak kaydiyla eklenerek hazirlandi.
Formalin (%35°lik): Hancock soliisyonunu hazirlamak i¢in kullanildi.

Hancock soliisyonu: 62.5 ml formalinin (%35°lik) tizerine 150 ml NaCl
soliisyonu katilarak ve hepsinin tizerine 500 ml’ye tamamlanmak kaydiyla
bidistile su eklenerek hazirlandi. Floresan mikroskopta spermatolojik

analizlerin yapilmasi i¢in, spermatozoalarin hareketini durdurmaya yarar.

Pipetler: Semenin kriyoprezervasyon medyumu ile diliie edilmesinde ve
¢oziim sonunda degerlendirme yapilirken katilan kimyasallarin ve semenin

uygun 6l¢iilerde katiliminda kullanildi.

Faz-kontrast mikroskobu: Kriyoprezervasyon oOncesinde ve kriyoprezerve
edilen semenin ¢6zimii sonrasinda  spermatozoanin  motilitesini

degerlendirmek i¢in kullanildi.

Floresan mikroskobu: Kriyoprezerve edilen semenin ¢6ziimii sonrasinda
spermatozoanin; canlilifini, akrozom biitinliigiini ve mitokondriyal

biitiinligiint degerlendirmek i¢in kullanildi.

Isitma tablasi: Spermatozoanin dig ortam sicakligi ile karsilasip zarar
gérmesini onlemek adina 37°C’ye ayarlanmis, mikroskobun saryo kismina
yerlestirilen ve iizerine lam-lamelin konularak spermatozoal parametrelerin

degerlendirme yapilmasina olanak saglayan geregtir.

Dolap (-86°C’ye ayarli): Biyokimyasal analizler Oncesinde numunenin

saklanmasi i¢in kullanildi.
Lipid peroksidasyon kiti: Lipid peroksidasyonu tespit etmek i¢in kullanildi.

Glutatyon kiti: Glutatyon diizeyini tespit etmek igin kullamildi.
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v" Total antioksidan kiti: Total antioksidan diizeyini tespit etmek i¢in kullanildi.

v" Spektrofotometre: Biyokimyasal analizler i¢in kullanildi.
3.2. Hayvan Materyali Ve Hayvanlarin Bakimi-beslenmesi:

Calismada 15 erkek ve 3 disi olmak iizere, toplam 18 Beyaz Yeni Zellenda irki
tavsan kullanildi. Tavsanlar, her birinin igerisinde 6zel sulugu ve yem béliimii olan
kafeslerde tek kalacaklari sekilde barindirildi. Beslenmeleri igin giinde; istedikleri

kadar pelet yem, su ve giinde bir adet orta boy havug verildi.

3.3. Tavsanlardan Semen Alinmasi:

Erkek tavsanlar ¢caligmanin basglangicinda, yaklagik 15 giin siireyle disi tavsan
kullanilarak alt kismina semen toplama kadehi yerlestirilen suni vajene sperma (jelli
semen) vermeye alistirildi. Calisma siiresince erkek tavsanlardan haftada 2 giin
semen alindi. Jel bulunduran spermalarda, jel kismi atild1 ve ¢alismaya sadece beyaz

renkte olan semen dahil edildi.

3.4. Semeni Dondurmadan Once Motil Spermatozoa Oranmnin

Degerlendirilmesi

Spermanin jel kismi ayrildiktan sonra ortaya ¢ikan semenden, 1sitma tablali
lam tizerine pipet yardimiyla bir damla damlatilarak en az 4 degisik sahada bakilip ve
dort degerin ortalamasi alinarak faz-kontrast mikrokobunda x400°lik biiyiitmede
progresif motil spermatozoalarin diger spermatozoalara orami (%) olarak
degerlendirildi. Motil spermatozoa oran1 % 80’den fazla olan semenler, ¢alismaya

dahil edildi; % 80°den daha az olanlar ise ¢alismadan ¢ikarildi.
3.5. Semenin Sulandirilmasi Ve Sulandirici Gruplar:

Semenlerin sulandirilmasinda; temel sulandirici olarak tris bazli ana stok
soltisyonu kullanildi. Semen sulandiricisina; kriyoprotektant olarak DMSO, siikroz
ve tavuk yumurta sarisi; antibiyotik olarak kanamisin siilfat; antioksidan olarak

arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteamin eklendi.
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Tris bazli temel sulandiricinin tizerine % 20 oraninda tavuk yumurta sarisi
ilave edildi. Yumurta sarisindaki ¢6ziinmeyen lipid ve proteinleri ¢dktiirmek
amaciyla elde edilen soliisyon, 15 dakika siireligine 1500 devirde santrifiij edildi.
Daha sonra soliisyona 50 mM siikroz ve % 8 oraninda DMSO ve onunda tizerine Tris
bazli yumurta saris1 igermeyen ana soliisyon 100 ml’ye tamamlanacak sekilde ilave
edildi ve en sonunda antimikrobiyal etkinlik i¢in 80 mg/L kanamisin siilfat eklenerek

temel kriyodiliient hazir hale getirildi.

Hazirlanan kriyodiliient 5 ayri flakon tiiplere esit sekilde boliindii ve her bir
flakon tiipe antioksidan olarak sirasiyla arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteamin 5
mM dozlarinda katildi. Ayrica kontrol grubu olarak antioksidan i¢ermeyen

kriyodiliient kullanildi.

Calismada yer alan farkli kriyodiliient gruplari su sekildeydi:
1- ) Arjinin grubu:  Temel kriyodiliient + Arjinin (5 mM)
2-) Ellajik asit grubu: Temel kriyodiliient + Ellajik asit (5 mM)
3- ) Metionin grubu: Temel kriyodiliient + Metionin (5 mM)
4-) Sisteamin grubu: Temel kriyodiliient + Sisteamin (5 mM)

5-) Kontrol grubu: Temel kriyodiliient (antioksidansiz, kontrol)

Bireysel farkliliklar1 elimine etmek i¢in alinan tiim semenler birbirleriyle
karigtirildi. 5 esit hacme boliinerek bes ayri flakon tiiplere aktarildi ve sirasiyla
arjinin (5 mM), ellajik asit (5 mM), metionin (5 mM), sisteamin (5 mM) igeren ve
antioksidan igermeyen (kontrol) kriyodiltentleriyle 1:2 (1 birim semen, 2 birim
kriyodiliient) oranmnda 37°C’de sulandirildi. Sulandirma sonrasi, faz-kontrast
mikroskobunda motil spermatozoa orani degerlendirildi ve sadece motil spermatozoa

orani % 80’den fazla numuneler ¢alismaya dahil edildi.
3.6. Semenin Dondurulmasi:

Sulandirma isleminden sonra bes farkli numune oda 1sisinda (22+2°C), her bir
grubu temsilen farkli renklerdeki 0.25 ml.lik payetlere aspire edildi. Sonra payetler,

+5°C’lik buzdolabina yerlestirildi ve numuneler 1 saat ekilibre edildi. Daha sonra
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numuneler, sivi azotun 5 cm iizerinde olacak sekilde sivi azot buharinda (-120°C ila
-130°C’ye takabiil etmektedir) 15 dkikalik siire igerisinde donduruldu ve ardindan
saklanmak {izere siv1 azota (-196°C) atildi. Numuneler, yaklasik 1 ay sivi azotta sakli

tutuldu.
3.7. Dondurulan Semenin Cozdiiriilmesi

Igerisinde semen bulundurulan azota atilmis payetler, 37°C’lik su banyosuna

atilarak 25-30 saniye siire igerisinde semen ¢ozdiiriildii.
3.8. Dondurulup Coézdiiriilen Semenin Degerlendirilmesi

Dondurulan tavsan semeni, ¢o6zdiiriildiikten sonra spermatolojik ve

biyokimyasal parametreler yoniinden degerlendirildi.
3.8.1. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Spermatolojik parametreler olarak; dondurulup ¢6zdirilen semende motil
spermatozoa orant, canli spermatozoa orani, saglam akrozomlu spermatozoa orani ve

yiiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani degerlendirildi.
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Resim 1: Spermatolojik parametrelerin degerlendirildigi floresan mikroskop odas.

3.8.1.1. Spermatozoalarin Motilitesinin Degerlendirilmesi

Dondurulan semen ¢6zdiiriildiikten sonra; 37°C’lik 1sitma tablali faz-kontrast
mikroskobunda lam {izerine pipet yardimiyla bir damla damlatilarak en az 4 degisik
sahada bakilip ve dort degerin ortalamasi alinarak x400°lik biiylitmede progresif

motil spermatozoalarin diger spermatozoalara orani (%) olarak degerlendirildi.
3.8.1.2. Spermatozoalarin Canhiliginin Degerlendirilmesi

Dondurulup ¢6zdiiriilen spermatozoa canliliginin tespit etmek i¢in SYBR-14 ve
PI boyalar1 kullanilarak floresan boyama metodu uygulandi. -20°C’de bekletilen stok
halindeki floresan boyalar, kullanima hazir hale getirilmeleri i¢in 37°C’lik su
banyosunda ¢6zdiiriildii. Canli spermatozoa orani analizinin tiim asamalari, floresan

boyalarin olumsuz etkilenmemesi i¢in karanlik bir odada yapildi.
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Semen igeren payetler 37°C’lik su banyosuna atilarak 25-30 saniye igerisinde

¢cozdiriildii ve ¢ozdiiriilen semen 37°C’lik su banyosunda bekletilen PBS ile 1:2
oraninda (1 birim semen, 2 birim PBS) sulandirildi. PBS ile sulandirilan numunenin
30 pul’'si 37°C’lik su banyosunda bekletilen ependorfa aktarildi. Sonra
spermatozoalarin boyanmasi i¢in igerisinde semen bulunduran ependorfa; ilk 6nce 6
pl SYBR-14 katildi ve sonra 2.5ul PI katildi ve boyalarin homojen karismasi
saglandi. 15 dakika kadar bu sekilde 37°C’lik su banyosunda bekletildikten sonra,
spermatozoa hareketlerini durdurmak ve boylelikle floresan mikroskopta incelemeye

hazir hale getirmek i¢in 10ul hancock soliisyonu katildi.

Degerlendirme, floresan mikroksopta x400°lik biiyiitme ile yapildi. Canli
spermatozoa orani, en az 200 spermatozoa sayilarak degerlendirildi. Bas kisimlari
yesil renkte boyananlar canli (plazma membrani saglam) spermatozoalar olarak,
kirmiz1 renkte boyananlar ise 6lii (plazma membrani hasarli) spermatozoalar olarak

degerlendirildi.
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Resim 2: Spermalarda 6lii-canli spermatozoa oranimin SYBR/PI boyama teknigi ile
degerlendirilmesi. Bag kism1 yesil floresan verenler, canli spermatozoay:; bas kismi
kirmiz1 floresan veren hiicreler, 6lii spermatozoay: gostermektedir.

3.8.1.3. Spermatozoalarin Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Dondurulup-¢ozdiiriilen akrozom biitiinliigii saglam spermatozoa oranini tespit
etmek i¢in FITCH-PNA ve PI boyalar1 kullanarak floresan boyama metodu
uygulandi. -20°C’de bekletilen stok halindeki boyalar, kullamma hazir hale
getirilmeleri igin 37°C’lik su banyosunda ¢ozdiiriildii. Saglam akrozomlu
spermatozoa orami analizinin  tiim agamalari, floresan boyalarin  olumsuz

etkilenmemesi i¢in karanlik bir odada yapildi.

Igerisinde semen bulunan payetler 37°C’lik su banyosuna atilarak icerisindeki
semen 25-30 saniye igerisinde ¢Ozdiriildii ve ¢ozdiirilen semen 37°C’lik su

banyosunda bekletilen PBS ile 1:2 oraninda (1 birim numune, 2 birim PBS)
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sulandirildi. PBS ile sulandirilan numunenin 60pl’si 37°C’lik su banyosunda
bekletilen ependorfa aktarildi. Sonra spermatozoalarin boyanmasi igin igerisinde
semen bulunduran ependorfa; ilk 6nce 6 pl FITCH-PNA katildi ve sonra 2.5 pl. PI
katild1 ve boyalarin homojen karismasi saglandi. 15 dakika kadar bu sekilde 37°C’lik
su banyosunda bekletildikten sonra, spermatozoa hareketlerini durdurmak ve
boylelikle floresan mikroskopta incelemeye hazir hale getirmek igin 10 pl Hancock

soliisyonu katildi.

Degerlendirme, floresan mikroksopta x400°lik biiylitme ile yapildi. Saglam
akrozomlu spermatozoa orani, en az 200 spermatozoa sayarak degerlendirildi.
Akrozomu yesil renkte olanlar hasarli akrozoma sahip spermatozoalar, akrozomu
yesil renkte olmayan ya da kirmuzi renkte olanlar ise saglam akrozoma sahip

spermatozoalar olarak degerlendirildi.
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Resim 3: Spermalarda akrozom biitiinligiiniin FITCH-PNA/PI boyama teknigi ile
degerlendirilmesi. Akrozom kisimlari yesil floresan veren hiicreler, hasarli akrozoma
sahip spermatozoayi; akrozom kisimlar1 yesil floresan vermeyen ya da kirmizi
floresan hiicreler, saglam akrozomu olan spermatozoay1 gostermektedir.

3.8.1.4. Spermatozoalarin Mitokondriyal Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Dondurulup ¢6zdiiriilen semende yiiksek mitokondriyal aktiviteye sahip
spermatozoa oranini tespit etmek i¢in JC-1 ve PI boyalar1 kullanarak floresan
boyama metodu uygulandi. -20°C’de bekletilen stok halindeki boyalar, kullanima
hazir hale getirilmeleri i¢in 37°C’lik su banyosunda ¢ozdiiriildii. Yiksek
mitokondriyal aktiviteye sahip spermatozoa orani analizinin tiim asamalari, floresan

boyalarin olumsuz etkilenmemesi i¢in karanlik bir odada yapildu.

Icerisinde semen bulunan payetler 37°C’lik su banyosuna atilarak 25-30 saniye

igerisinde semen ¢ozdiiriildii ve ¢ozdiiriilen semen 37°C’lik su banyosunda bekletilen

62




PBS ile 1:2 oraninda (1 birim numune, 2 birim PBS) sulandirildi. PBS ile

sulandirilan numunenin 300ul’si 37°C’lik su banyosunda bekletilen ependorfa
aktarildi. Sonra spermatozoalarin boyanmasi i¢in igerisinde semen bulunduran
ependorfa; ilk 6nce 2.5ul JC-1 katild1 ve sonra 2.5ul PI katildi ve boyalarin homojen
karigsmas1 saglandi. 15 dakika kadar bu sekilde 37°C’lik su banyosunda
bekletildikten sonra, spermatozoa hareketlerini durdurmak ve bdoylelikle floresan

mikroskopta incelemeye hazir hale getirmek igin 10pl Hancock soliisyonu katildi.

Degerlendirme, floresan mikroksopta x400’liikk biiyiitme ile yapildi. Yiiksek
mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani, en az 200 spermatozoa sayarak
degerlendirildi. Govdesi turuncu renkte olanlar yiiksek mitokondriyal aktiviteye
sahip spermatozoalar, yesil renkte olanlar diisik mitokondriyal aktiviteye sahip
spermatozoalar ve renksiz olanlar ise mitokondriyal aktiviteye sahip olmayan

spermatozoalar olarak degerlendirildi.
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Resim 4: Spermatozoalarda mitokondriyal aktivitenin JC-1/PI boyama teknigi ile
degerlendirilmesi. Go6vde kismi turuncu floresan veren hiicreler, yiiksek
mitokondriyal aktivite gbsteren spermatozoayi; govde kismi yesil floresan veren
hiicreler, diisiik mitokondriyal aktivite gosteren spermatozoay1; govde kismi floresan
vermeyen  hiicreler, mitokondriyal aktivite gostermeyen  spermatozoayi
gostermektedir.

3.8.2. Oksidatif Stres Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Igerisinde semen bulunduran payetler 37°C’lik su banyosunda 25-30 saniye
icerisinde ¢ozdiiriilerek semenin ¢ozdiirtilmesi saglandi. Cozdiiriilen semende semen
ile spermatozoalar1 birbirlerinden ayirmak i¢in, oda sicakliginda 10 dakika siire
icerisinde 1500 devirde santrifiij uygulandi ve spermatozoalarin dibe ¢okmesi
saglandi. Dipteki spermatozoalar PBS ile 3 kez yikandi ve PBS ile 0.5 ml.ye
tamamlandi.  Spermatozoalarin  pargalanmasini  saglamak amaciyla sperm
siispansiyonu, igerisinde buz kaliplari bulunduran sonikasyon cihazinda buz kalibinin

tizerine konuldu ve 10 sn. siire igerisinde sonikasyon uygulandi. Her uygulamanin
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sonunda 30 sn. kadar buz kalibiyla temas ettirmek suretiyle islem 6 kez tekrarlandi.
Sonikasyon uygulamasi sonrast numune iki kisma ayrildi. Ayrilan bir kisim lipid
peroksidasyon analizi i¢indi, diger kisim ise diger biyokimyasal analizlerin yapilmasi
icindi. Lipid peroksidasyon analizi igin, 120pl homojenat alinip iizerine 10pul 0.5 mM
butil hidroksi toluen (BHT) ilave edilip karistirildi ve analiz yapilincaya dek -86
°C’de bekletildi. Kalan homojenat +4°C’de 8000 devirde 15 dakika kadar santrifiij
edildi ve siipernatantlar antioksidan kapasite ve total rediikte glutatyon analizleri i¢in

-86°C’de saklandi.

Resim 5: Spermatozoalarin par¢calanmasinda kullanilan sonikasyon cihazi

3.8.2.1. Lipid Peroksidasyon (LPO) Uriinlerinin Analizi

Lipid peroksidasyon tiiriinleri diizeyi, lipid peroksidasyon kiti ile belirlendi.
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Analiz, 45°C’de N-metil-2-fenilindol adli kromojen maddenin malondialdehit

(MDA) ve lipid peroksidasyon iirlinlerinden birisi olan 4-hidroksialkenal ile
reaksiyonuna dayanmaktadir. Bir mol MDA veya 4-hidroksialkenal, 2 molekiil N-
metil-2-fenilindol ile asetonitril iginde reaksiyona girmekte ve 586 nm.de dayanikli
bir kromofer meydana getirmektedir. Sonuclar 10° spermatozoa/ml i¢in pmol olarak

ortaya konuldu.
3.8.2.2. Total Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyinin Analizi

Metod, kromoforik tion olusumu temeline dayanmaktadir. Numune
tamponlanir ve okside glutatyonu (GSSG) rediikte duruma (GSH) getirmek i¢in tris
(2-karboksietil)  fosfin  eklenir. Numuneye 4-kloro-1-metil-7-triflorometil-
quinolinyum metilsiilfat adli kromojen eklenir. Baz ilavesiyle pH’nin 13%i
gecmesine dayanilarak; GSH-tioetere spesifik B-eliminasyon, kromoforik tion
bilesigi ortaya ¢ikartir. Toplam GSH diizeyi, spektrofotometri ile 420 nm.de 6lgiildii

ve bulgular 10° spermatozoa/ml i¢in pmol olarak ortaya konuldu.
3.8.2.3. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Metod, numunede bulunan tiim antioksidanlarin kombine etkisiyle Cu**’nun
Cuya rediiksiyonu temeline dayanmaktadir. Kromojenik reagent olan
Bathocuproine (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin) 490 nm.de maksimum
absorbansa sahip olan Cu’ ile 2:1 oraninda selektif kompleks olusturur. Kalibrasyon
egrisi olusturmak i¢in {irik asit konsantrasyonunun standardi kullanildi. Total
antioksidan potansiyeli, spektrofotometri ile 490nm.de olgiildii ve bulgular 10°

spermatozoa/ml i¢in mmol olarak ortaya konuldu.

3.9. Bulgularn Istatiksel Analizi

Calisma 6 kez tekrarland1 ve bulgular, ortalama olarak alindi. Istatiksel analiz,
[statistik programi olarak SPSS 15.0 for Windows software Social Sciences Version
kullamild:. Istatiksel analizlerde farkli gruplarin karsilastirilmasinda varyans analizi
(ANOVA), aralarinda 6nemli farklilik bulunan ikiden fazla grubu karsilastirmak igin

Duncan ¢oklu aralik testi uygulandi. Farkliligin p<0.05 olmasi, 6nemli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Dondurulup Cozdiiriilen Semende Spermatolojik Parametrelerin Analizi

Spermatolojik parametre olarak; motil spermatozoa orani, canli spermatozoa
orani, akrozom biitlinliigli saglam olan spermatozoa orani ve yiiksek mitokondriyal
aktiviteli spermatozoa orani degerlendirildi. Motil spermatozoa analizi faz-kontrast
mikroskobunda, diger spermatolojik parametreler ise floresan mikroskopta analiz

edildi.
4.1.1. Spermatozoalarin Motilitesinin Analizi

Tablo 1: Dondurulup ¢6zdiiriilen semende ortalama sermatozoa motilitesi

Gruplar Cozdiirme sonu ortalama motilite (%)
(ortalama + standart sapma (SD) )
Kontrol 19+10.24°
Arjinin 30£9.35®
Ellajik asit 261083
Metionin 28+1036°
Sisteamin 35+£6.12°
P *

*: Diizeyi diigiiktiir.
®: Diizeyi istatiksel agidan; ‘*’ya gore 6nemli olmamak kaydiyla yiiksektir, ‘®ye
gore ise 6nemli olmamak kaydiyla diisiiktiir.
®. Diizeyi istatiksel agidan; ya gore énemli olmak kaydiyla yiiksektir, ®’ye gére
ise 6nemli olmamak kaydiyla yiiksektir.
('p <0.05)

cas
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Motil spermatozoa oranini kontrol (%19.00) grubuna kiyasla; arjinin (%
30.00), ellajik asit (%26.00) ve metionin (%28.00) gruplarinda 6nemsiz diizeyde
yiiksek, sisteamin (%35.00) grubunda ise énemli diizeyde yiiksek tespit ettik. Arjinin
grubunda (%30.00); kontrol grubuna (%19.00) gore 6nemsiz diizeyde yiiksek, ellajik
asit (%26.00) ve metionin (%28.00) gruplariyla istatiksel agidan ayni, sisteamin
grubuna (%35.00) gore ise onemsiz diizeyde tespit ettik. Ellajik asit grubunda (%
26.00); kontrol grubuna (%19.00) gore 6nemsiz diizeyde yiiksek, arjinin (% 30.00)
ve metionin (%28.00) grubuyla istatiksel agidan ayni, sisteamin (%35.00) grubuna
gore ise onemsiz diizeyde dusiik tespit ettik. Metionin (% 28.00) grubunda; kontrol
grubuna (%19.00) gore 6nemsiz diizeyde yliksek, ellajik asit (%26.00) ve arjinin (%
30.00) grubuyla istatiksel a¢idan ayni, sisteamin (%35.00) grubuna gore Gnemsiz
dizeyde distik tespit ettik. Sisteamin (%35.00) grubunda; kontrole (%19.00) gore
onemli diizeyde yiiksek, arjinin (%30.00), ellajik asit (%26.00) ve metionin (%
28.00) gruplarina gére 6nemsiz diizeyde yiiksek tespit ettik.

4.1.2. Spermatozoalarin Canliliginin Analizi

Tablo 2: Dondurulup-¢6zdiiriilen semende ortalama canli spermatozoa orani

Gruplar Coziim sonu ortalama spermatozoa canlihigr (%)
(ortalama + standart sapma (SD) )

Kontrol 2498+3.08

Arjinin 2542+ 7.67
Ellajik asit 25.68+9.51

Metionin 26.68 + 8.52

Sisteamin 31.80+7.76

P *
(p<0.05)
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Canl1 spermatozoa oranin1 kontrol grubuna (% 24.98) kiyasla; arjinin grubunda
(% 25.42), ellajik asit grubunda (% 25.68), metionin grubunda (% 26.68) ve
sisteamin grubunda (%31.80) istatiksel agidan ayniydi. Antioksidan gruplan

arasindaki canli spermatozoa orani da istatiksel agidan ayni idi.

4.1.3. Spermatozoalarin Akrozom Biitiinliigiiniin Analizi

Tablo 3: Dondurulup-¢ozdiiriilen semende akrozom  biitiinligii saglam
spermatozoalarin orani

Gruplar Coziim sonu ortalama akrozom biitiinliigii (%)
(ortalama + standart sapma (SD) )

Kontrol 26.06 +10.93

Arjinin 36.82+9.76
Ellajik asit 25.52+2.84

Metionin 2798 +17.29
Sisteamin 33.60 + 8.01

P *
(p <0.05)

Akrozom biitiinltigli korunmug (akrozomu saglam) spermatozoa oranini kontrol
grubu (%26.06) kiyasla; ellajik asit grubunda (%25.52); metionin grubunda
(%27.98), sisteamin grubunda (%33.60) ve arjinin grubunda (%36.82) istatiksel
acidan aymi diizeyde tespit ettik. Antioksidan gruplar1 arasindaki saglam akrozomlu

spermatozoa orani da istatiksel agidan ayni idi.
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4.1.4. Spermatozoalarin Mitokondriyal Aktivitesinin Analizi

Tablo 4: Dondurulup-¢ozdiiriilen semende mitokondriyal aktivitesi yiiksek
spermatozoalarin orani

Gruplar Coziim sonu ortalama yiiksek mitokondriyal aktivite (%)
(ortalama + standart sapma (SD) )

Kontrol 16.52 + 4.45

Arjinin 2246+ 8.08°
Ellajik asit 6.36 + 6.08 °

Metionin 1636+5.67

Sisteamin 26.18+7.50°

P *

*: Diizeyi diigiiktiir.
® Diizeyi istatiksel agidan; ‘ya gére dnemli olmamak kaydiyla yiiksektir, <>ye
gore ise Snemli olmamak kaydiyla diigiiktiir.
®: Diizeyi istatiksel agidan; ‘ya gore 6nemli olmak kaydiyla yiiksektir, ye gore
ise onemli olmamak kaydiyla yiiksektir.
(p <0.05)

Yiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa oranini kontrol grubuna (%16.52)
kiyasla; ellajik asit grubunda (%6.36) onemsiz diizeyde diisiik, metionin grubunda
(%16.36) istatiksel agidan ayni, arjinin grubunda (%22.46) ve sisteamin grubunda
(%26.18) onemsiz diizeyde yliksek tespit ettik. Arjinin grubunda (%22.46); ellajik
asit grubuna (%6.36) gore onemli diizeyde yiiksek, metionin grubuna (%16.36) ve
kontrol grubuna (%16.52) gore Onemsiz diizeyde yiiksek, sisteamin grubuyla
(%26.18) istatiksel a¢idan ayn1 diizeyde yiiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa
orani tespit ettik. Ellajik asit grubunda (%6.36); metionin grubuna (%16.36) ve
kontrol grubuna (%16.52) gore dnemsiz diizeyde diisiik, arjinin grubuna (%22.46).Ve |
sisteamin grubuna (%26.18) gore onemli diizeyde diisiik mitokondriyal aktivitesi
yiiksek spermatozoa orami tespit ettik. Metionin grubunda (%16.36); ellajik asit
grubuna (%6.36) goére Onemsiz diizeyde yiksek, kontrol grubuyla (%16.52)

70




istatiksel agidan ayni, arjinin grubuna (%22.46) ve sisteamin grubuna (%26.18) gore
onemsiz diizeyde diisik mitokondriyal aktivitesi yiiksek spermatozoa orami tespit
ettik. Sisteamin grubunda; ellajik asit grubuna (%6.36) gore 6nemli diizeyde yiiksek,
kontrol grubuna (%16.52) ve metionin grubuna (%16.36) gére Onemsiz diizeyde
yiiksek, arjinin grubuyla (%22.46) istatiksel agidan aym diizeyde yiiksek

mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani tespit ettik.

4.2. Dondurulup Coézdiiriilen Semende Oksidatif Stres Parametrelerinin
Degerlendirilmesi

Oksidatif stres parametreleri olarak; MDA, total rediikte glutatyon ve total
antioksidan kapasite diizeyleri spektrofotometre ile analiz edildi.
4.2.1. Lipid Peroksidasyon (LPO) Uriinlerinin Analizi

Tablo 5: Semenin dondurulup-¢ozdiiriilmesi sonrasi ortalama lipid peroksidasyon

diizeyi
Gruplar Coziim sonu ortalama MDA diizeyi (uMx10’ spermatozoa)
(ortalama * standart sapma)

Kontrol 203.9+68.2

Arjinin 169.4 + 45.89
Ellajik asit 2193+ 46.9

Metionin 202.3+75.7

Sisteamin 222 +86.3

P *
(p <0.05)

MDA diizeyini kontrol grubuna (203.9 pMx10° spermatozoa) kiyasla; arjinin
grubunda (169.4 pMx10° spermatozoa), metionin grubunda (202.3 pMx10°
spermatozoa), ellajik asit grubunda (219.3 pMx10° spermatozoa) ve sisteamin
grubunda (222 pMx10° spermatozoa) istatiksel acidan ayni diizeyde tespit ettik.
Antioksidan gruplar arasinda MDA diizeyi istatiksel agidan ayni idi.
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4.2.2. Total Rediikte Glutatyon (GSH) Diizeyinin Analizi

Tablo 6: Semenin dondurulup-¢6zdiiriilmesi sonrasi ortalama total rediikte
glutatyon diizeyi

Gruplar (Coziim sonu ortalama total rediikte glutatyon (GSH)
diizeyi (melO9 spermatozoa)
(ortalama + standart sapma)
Kontrol 2.6+0.77°
Arjinin 2.4+0.23°
Ellajik asit 1.8+0.4°
Metionin 2.7+0.28°
Sisteamin 2.6+0.74°
P *

% Diizeyi diisiiktiir.
®: Diizeyi istatiksel agidan; ‘*ya gére énemli olmak kaydiyla yiiksektir.
(p <0.05)

Total rediikte glutatyon diizeyini kontrol grubuna (2.6 mMx10° spermatozoa)
kiyasla; ellajik asit grubunda (1.8 mMx10° spermatozoa) énemli diizeyde diisiik;
arjinin grubu (2.4 mMx10° spermatozoa), sisteamin grubu (2.6 mMx10’
spermatozoa) ve metionin grubuyla (2.7 mMx10° spermatozoa) istatiksel agidan ayni
tespit ettik. Arjinin grubunda (2.4 mMx10° spermatozoa); ellajik asit (1.8 mMx10°
spermatozoa) grubuna goére onemli diizeyde yiiksek; kontrol grubu (2.6 mMx10°
spermatozoa), sisteamin grubu (2.6 mMx10° spermatozoa) ve metionin grubuyla (2.7
mMx10° spermatozoa) istatiksel agidan aymi diizeyde total rediikte glutatyon
konsantrasyonu tespit ettik. Ellajik asit grubunda (1.8 mMx10° spermatozoa); arjinin
grubuna (2.4 mMx10° spermatozoa), kontrol grubuna (2.6 mMx10° spermatozoa),
sisteamin grubuna (2.6 mMx10° spermatozoa) ve metionin grubuna (2.7 mMx10°

spermatozoa) gore onemli diizeyde diisiik total rediikte glutatyon konsantrasyonu
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tespit ettik. Metionin grubunda (2.7 mMx10° spermatozoa); ellajik asit grubuna (1.8

mMx10° spermatozoa) gore onemli diizeyde yiiksek; arjinin grubu (2.4 mMx10°

spermatozoa), kontrol grubu (2.6 mMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubuyla (2.6

mMx10° spermatozoa) istatiksel agidan aym diizeyde total rediikte glutatyon

konsantrasyonu tespit ettik. Sisteamin grubunda (2.6 mMx10° spermatozoa); ellajik

asit grubuna (1.8 mMx10° spermatozoa) gére dnemli Slgiide yiiksek; arjinin grubu

(2.4 mMx10’ spermatozoa), kontrol grubu (2.6 mMx10° spermatozoa) ve metionin

grubuyla (2.7 mMx10° spermatozoa) istatiksel acidan aymi diizeyde total rediikte

glutatyon konsantrasyonu tespit ettik.

4.2.3. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Tablo 7: Semenin

dondurulup-¢ozdiirilmesi sonrasi ortalama total antioksidan

kapasite
Gruplar Coziim sonu ortalama total antioksidan diizeyi
(me109 spermatozoa) (ortalama + standart sapma)
Kontrol 111.2+19.5%
Arjinin 102.1 +27.5®
Ellajik asit 89.7 +28.4°
Metionin 1253 +24.7°
Sisteamin 118.2+19.9%
P *
% Diizeyi diisiiktiir.
. Diizeyi istatiksel agidan; ‘*’ya gore 6nemli olmamak kaydiyla yiiksektir, *ye
gore ise onemli olmamak kaydiyla diigiiktiir.
®: Diizeyi istatiksel agidan; ‘ya gre 6nemli olmak kaydiyla yiiksektir, *’ye gore
ise onemli olmamak kaydiyla yiiksektir.
(p<0.05)

Total antioksidan kapasiteyi kontrol grubuna (111.2 mMx10° spermatozoa)

kiyasla; ellajik asit grubuna (89.7 mMx10° spermatozoa) gore 6nemsiz diizeyde
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yiiksek, arjinin grubu (102.1 mMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubuyla (118.2

mMx10° spermatozoa) istatiksel agidan ayni, metionin grubuna (125.3 mMx10°
spermatozoa) gore diisiik diizeyde tespit ettik. Arjinin grubunda (102.1 mMx10’
spermatozoa); ellajik asit grubuna (89.7 mMx10° spermatozoa) gdre Onemsiz
diizeyde yiiksek, kontrol grubu (111.2 mMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubuyla
(118.2 mMx10’ spermatozoa) hemen hemen ayni, metionin grubuna (125.3 mMx10°
spermatozoa) gore dnemsiz diizeyde diisiik total antioksidan kapasite diizeyi tespit
ettik. Ellajik asit grubunda (89.7 mMx10° spermatozoa); kontrol (111.2 mMx10°
spermatozoa), arjinin  (102.1 mMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubuna
(118.2 mMx10° spermatozoa) gore Onemsiz diizeyde diisiik; metionin grubuna
125.3 mMx10° spermatozoa) gore dnemli diizeyde diisiik total antioksidan kapasite
diizeyi tespit ettik. Metionin grubunda (125.3 mMx10’ spermatozoa); ellajik asit
grubuna (89.7 mMx10° spermatozoa) gére dnemli diizeyde yiiksek; kontrol grubuna
(111.2 mMx10° spermatozoa), arjinin grubuna (102.1 mMx10’ spermatozoa) ve
sisteamin grubuna (118.2 mMx10° spermatozoa) gore dnemsiz diizeyde yiiksek total
antioksidan kapasite diizeyi tespit ettik. Sisteamin grubunda (118.2 mMx10’
spermatozoa); ellajik asit grubuna (89.7 mMx10° spermatozoa) gore Onemsiz
diizeyde yiiksek, kontrol grubu (111.2 mMx10° spermatozoa) ve arjinin grubuyla
(102.1 mMx10° spermatozoa) istatiksel agidan ayni, metionin grubuna (125.3
mMx10° spermatozoa) gore dnemsiz diizeyde diisiik total antioksidan diizeyi tespit

ettik.
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5.TARTISMA

Ulkemizde infertilite dzellikle de erkek infertilitesi agisindan ciddi sosyal ve
kiltiirel sikinti olarak yasanmaktadir. Benzer sekilde tibbi veya sosyal sebepler
yuiziinden kisilerin spermlerini dondurup daha sonra istedikleri zaman baba olabilme
isteklerinde ve ihtiyaglarinda son teknik gelismelere paralel olarak ciddi artiglar
olmaktadir. Bu nedenle tiip bebek merkezlerinde son yillarda sperm kalitesini
arttirmak ve sperm kryoprezervasyon igleminde maksimum etkinligi elde edebilmek

amaciyla yapilan ¢aligmalar hiz ve 6nem kazanmaktadir.

Son yillarda bolgemiz olan Hatay/Antakya yoresinde daha da belirgin olmak
lizere sperm kryoprezervasyonu i¢in hasta taleplerinde bir artis izlenmektedir.
Spermatolojik fonksiyonlart saglikli ve ¢ocuk sahibi olmayr disiinen, ancak
gonadotoksik kemoterapi tedavisi alacak veya gonadlar etkileyen timorle kars
karsiya kalmis bireyler; tedavileri sonrasi fertilizasyon yeteneklerini korumak ya da
farkli sosyal sebepler nedeniyle, semenlerinin kriyoprezerve edilmesi amaciyla tiip-
bebek merkezlerine daha sik oranda bagvurmaya baglamislardir. Bu sebeplerden

dolay1, semen kriyoprezervasyonunun etkinliginin arttirillmasinin gerektigi agiktir.

Insan spermatozoasmin plazma membraninda kolesterol/fosfolipid orani
yiiksektir. Tavsan spermatozoasinin plazma membraninda da diger ¢iftlik hayvanlari
tirlerine kiyasla kolesterol/fosfolipid orani yiiksektir. Plazma membraninda
kolesterol/fosfolipid oranminin yiiksek olmasi, kriyoprezervasyon hasarina karsi
spermatozoayr nispeten direngli kilar (2). Insan spermatozoas: ile tavsan
sermatozoasi arasindaki bu benzerlikten yola g¢ikarak, tavsan semeninde yapilacak
kriyoprezervasyonun etkinligi ortaya konuldugulda, insan semen
kriyoprezervasyonun etkinliginin arttirllmasina kapi aralayacagina inanarak bu

calismay1 planladik.
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Semenin dondurulmasi, soguk sokuna ve oksidatif strese yol a¢makta ve
spermatozoanin plazma membrani iizerinde kalici hasarlara neden olmaktadir.
Semenin sulandirilmasi ve dondurulmasi seminal plazmada ve spermatozoada
antioksidan seviyelerinin diismesine neden oldugundan, dondurulan semen oksidatif
strese duyarli hale gelir. spermatozoamin plazma membrani ve akrozomu,
dondurulma esnasinda gelisen soguk sokundan ilk etkilenen yerlerdir (119, 120).
Spermatozoadaki membran yapilar1 (plazma membrani, dis akrozomal membran ve
mitokondri membrani), dondurma ve ¢ézdiirme iglemine karsi son derece duyarlidir.
Membran yapilar1 akict mozaik tarzinda diizenlenmis olup, protein, glikoprotein ve
glikolipitlerle bezenmis iki sirali fosfolipit katmanindan ibarettir. Bu yapilarin
termodinamik ozellikte ve % 65-70 oraninda doymamus fosfolipitlerden ibaret
olmasi; sogutulmalar: siiresince irriversibl olarak sivi fazdan jel fazina gegmelerine
neden olmaktadir (121, 122). Gelisen faz degisimi, membranda yer alan enzimlerin
kinetiginde degisime neden olarak ¢ozdiiriilme sonrasinda canliligi azaltmaktadir. Bu
degisimlerin sonucu stabilizasyon bozulur ve hiicrede soguk soku hasar1 meydana

gelir (31).

Sogutma, dondurma ve ¢6zdiirme esnasinda ortaya ¢gikan osmotik basingtaki
ve sicakhktaki degisiklikler; spermatozoanin plazma membranlarinda lipit
kompozisyonunu, kalsiyum akisini, membran gegirgenligini ve biitiinliigiinii
etkileyerek mekanik strese sebep olmaktadir (119, 120). Plazma membranlarindaki
dejenerasyona bagli olarak spermatozoada katyon kaybi ve antioksidan enzim kaybi
olusmaktadir (123). Boylelikle hiicre membranlarimin  kalsiyum gegirgenligi
bozulmakta, spermatozoanin metabolik aktivitesi ve fonksiyonlari (motilite, canlilik,
membran biitlinliigli vb.) kalici sekilde olumsuz etkilenmektedir (124, 125).
Dolayisiyla diisiik motiliteye sahip spermatozoa disi genital kanalinda kolay
ilerleyememekte ve in-vivo kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon gibi

asamalar olumsuz etkilenmektedir (121, 126).
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Semenin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi esnasinda olusan membran lipit faz

degisimi, osmotik-mekanik stres ve ortamdaki serbest oksijen temelinde gelisen lipit
peroksidasyonu ve serbest oksijen radikalleri (ROS); membranlarda denatiirasyona,
hiicre organellerinde yapisal deformasyonlara, DNA’da kirilmalara ve hiicresel lizise
neden olmaktadir. Lipid peroksidasyon {drtinleri; biiyilk oranda membran
yapilarindaki doymamis yag asitlerinden, az miktarda da membrandaki

glikolipitlerden, fosfolipitlerden ve kolesterolden koken almaktadir.

Semenin dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi  sirasinda olusan ROS, endojen
antioksidan savunma sisteminin etkinligini azaltarak fertiliteyi olumsuz
etkilemektedir. ROS’un diigiik konsantrasyonlari; hiperaktivasyon, kapasitasyon ve
akrozom reaksiyonu gibi spermatozoanin fizyolojik siireglerinde dnemli rol alir.
Ancak, yliksek miktarda iiretilmesi spermatolojik fonksiyonlari olumsuz yonde

etkilemektedir (3).

Serbest oksijen radikallerinin toksik etkilerine karsi koymak igin,
spermatozoa ve seminal plazma birtakim antioksidanlar i¢ermektedir. Bu
antioksidanlarin bir kismi enzim (CAT, SOD, GPx) vasfindadir, bir kism1 ROS
riinlerini temizleyicidir (albumin, taurin, vitamin E gibi), bir kismi ise zincir
reaksiyonlarii kirict (vitamin E, vitamin C, irik asit, tiol bilesikleri gibi)
ozelligindedir (66, 67). Fakat bu antioksidan sisteminin kapasitesi, ROS iiriinlerinin
olast toksik etkilerine ve oksidatif hasara karsi koymada yeterli degildir (6).
Spermatozoanin antioksidan kapasitesinin diigik olmasi, plazma membraninin
doymamis yag asitlerince zengin olmasi, DNA tamir yetisinin yetersiz olmasi gibi
nedenlerden dolay1 spermatozoa; dondurmanin ve ¢ozdiirmenin meydana getirdigi
hasarlart 6nlemede yetersiz kalir (7). Bu nedenle spermatozoadaki dondurma ve
¢ozdiirme esnasinda meydana gelebilecek olan hasarlari minimalize etmek igin;
semen sulandiricilarina koruyucu ve antioksidan 6zellikli maddeler eklenmektedir.
Literatiire baktigimizda tavsan semenini dondurma ve ¢6zdiirmeden kaynaklanan

hasara karsi korumaya iliskin; ¢ok az sayida c¢alisma yapilmigtir ve antioksidan
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etkinlikleri kanitlanmis olan arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteaminin kullanildig:

higbir ¢aligma yapilmamigtir. Bu sebeplerden dolayr bu ¢alismamizda bu konu
lizerine yoneldik ve antioksidan olarak arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteamini

tercih ettik.

Arjinin, spermatogenezise aktif olarak katilir. Spermatozoa motilitesinin
stimiile edilmesinde 6nemli rol istlenir. Spermatozoada glikoliz hizini arttirarak ATP
Uretimini arttirir. Savunma ve hiicresel immiinitenin modiile edilmesinde anahtar rol
tstlenir. L-arjininin spermatozoa lizerine etkisi, primer olarak NO iiretimi aracilig
iledir ile oldugu bildirilmektedir (96). L-arjinin, keg¢i spermatozoasim lipid
peroksidasyona karsi korumaktadir (127). Tiim bu 6zellikler arjininin, kriyoprotektif

bir ajan olabilecegini desteklemektedir.

Ellajik asit; dogal fenolik bir bilesiktir. Kuvvetli bir antioksidandir,
antimutajenik ve antikarsinojenik ozelliklere de sahiptir (112). Tiim bunlar ellajik

asitin, kriyoprotektif ajan olabilecegini diisiindiirdii.

Metionin; hiicreleri oksidatif hasardan korur ve detoksifikasyonda énemli rol
oynar, selatlar1 dokulardan uzaklastirir (107). Ayrica metioninin 6nemli bir etkisi de
serbest oksijen radikallerinin rediiksiyonunda 6nemli rol oynamasidir (108). Tiim bu
ozellikler metioninin, oksidatif stres altindaki hiicre ve dokularin oksidasyondan

korunmasi i¢in antioksidan sistemi olarak gorev yaptigimi gostermektedir.

Sisteamin, kimyasal olarak trietanolamin (B-markaptoetilamin) yapisinda olup,
viicutta sisteinin dekarboksilasyonu ile olugsmaktadir. Sisteine doniiserek glutatyonun
yapisina girer, boylelikle hiicre savunma sisteminde rol oynar (102). Bu ozelligi,
sisteaminin spermatozoadaki antioksidan kapasiteyi arttirabilecegini

desteklemektedir.

Bu ¢alismada; tavsan semeni dondurmadan 6nce sulandiriciya 5 mM dozunda
katilan arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteaminin dondurulup ¢6zdiiriilen tavsan
semeninde spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri iizerine etkilerini

degerlendirdik.
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Calismamizda spermatolojik parametre olarak; faz-kontrast mikroskobunda

motil spermatozoa oranini ve floresan mikroskopta canli spermatozoalarin oranini,
saglam akrozomlu spermatozoalarin oranini ve yiiksek mitokondriyal aktiviteye

sahip spermatozoalarin oranini degerlendirdik.

Spermatozoanin motilite orani, faz-kontrast mikroskobunda kolaylikla
degerlendirilebilen bir parametredir. Semende dort farkli hareket paternine sahip
spermatozoa vardir: Hareketsiz ya immotil spermatozoa, yerinde hareketli
spermatozoa, ileriye dogru yavas hareket eden spermatozoa ve ileriye dogru hizl
hareket eden spermatozoa (128). Calismalarda motilite orani, semen numunesinde
ileriye dogrﬁ diizgiin dogrusal hareket eden spermatozoalarin diger spermatozoalara
orant olarak tamimlanmaktadir. Spermatozoa motilitesi ile fertilizasyon arasinda

pozitif bir iliski vardir (129).

Calisjmamizda semeni dondurup-¢dzdiirme sonunda motil spermatozoa orani
degerlendirildiginde; kontrol grubuna gore (%19.00) tim antioksidan gruplari ile
¢6ziim sonunda daha yiiksek motil spermatozoa orani tespit edildi. Kontrol grubuna
gore artis; ellajik asit (%26.00), metionin (%28.00) ve arjinin (%30.00) gruplarinda
Onemsiz diizeyde iken, sisteamin grubunda (%35.00) 6nemli diizeyde idi. Elde
ettigimiz en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa orani (%35.00); Kozdrowski ve
arkadaglarmin elde ettigi en yiiksek ¢oziim sonu motil spermatozoa oranindan (%
14.20), Vidues de Castro ve Cortell’in elde ettigi elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu
motil spermatozoa oranindan (%16.2), Safaa ve arkadaglarinin elde ettigi en yiiksek
¢ozlim sonu motil spermatozoa oranindan (%18.10), Jimenez ve arkadaslarinin elde
ettigi en yiiksek ¢oziim sonu motil spermatozoa oranindan (%20.2) ve Rosato ve
arkadaslarinin elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa oranindan (%24)
yiiksekti (40, 45, 55, 130, 131). Elde ettigimiz en yiiksek ¢6ziim sonu motil
spermatozoa orant (%35.00), Vidues de Castro ve arkadaslarimin elde ettigi en
yiksek ¢oziim sonu motil spermatozoa orani (%35.00) ile aym idi (57). Elde
ettigimiz en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa orani (%35.00); Iaffaldano ve

arkadaslarinin (2012) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa oranindan

79




(%35.38), Si ve arkadaslarinin elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa

oranindan (%36.3), Kahiwazaki ve arkadaslarinin (2006) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim
sonu motil spermatozoa oranindan (%37.80), Arriola ve Foote’nin (2001) elde ettigi
en yiiksek ¢dziim sonu motil spermatozoa oranindan (%38), Bamba ve arkadaslarinin
(1990) elde ettigi en yiiksek ¢oziim sonu motil spermatozoa oranindan (%38.7),
Moce ve arkadaslarinin (2010) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa
oranit (%40.00), Chen ve arkadaglarinin (1989) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu
motil spermatozoa oranindan (%40), Chen ve arkaglarinin (1989) elde ettigi en
yiiksek ¢6zlim sonu motil spermatozoa oranindan (%40), Graham ve Dalimata’nin
(1997) elde ettigi en yliksek ¢oziim sonu motil spermatozoa oranindan (%46),
Hanada ve Nagase’nin (1980) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa
oranindan (%53.00), Vicente ve Vidues de Castro’nun (1996) elde ettigi en yiiksek
¢Oziim sonu motil spermatozoa oranindan (%53.00), Vicente ve arkadaslarinin
(2003) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil spermatozoa oranindan (%54) ve
Vidues de Castro ve Vicente’nin (1996) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu motil
spermatozoa oranindan (%57) dusiktu (47, 53, 39, 51, 44, 132, 133, 134, 50, 46,
135, 52, 48). Diger aragtirmacilarin bulgulartyla bizim bulgularimiz arasindaki
farklilik; kullanilan antioksidan ve sulandirici, uygulanan ekilibrasyon zamani ve
¢ozdirme sicaklign arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilir. Dondurulup-
¢ozdiriilen tavsan semeninde %57 ile en yiiksek spermatozoa motilite orani elde
eden Vidues de Castro ve Vicente (1996) yaptiklar1 ¢alismada; 250 mM tris (tris-
[hidroksimetilaminometan]), 83 mM sitrik asit, 3.5 M DMSO, 0.1 M siikroz, 1000
U/L penisilin ve 1000 pgr/ml streptomisin igeren sulandirict ile oda sicakliginda
semeni 1:1 oraninda diliie etmisler ve 0.25 mllik payetlere diliie semeni aspire
etmisler. Sonra payetleri 30 dakikaligina 5°C’de ekilibre etmigler. Daha sonra 15
dakikaligina -30°C’de bekletmisler ve sivi nitrojene atmiglar. En sonunda, payetleri

40°C’de 15 sn.nin sonunda ¢6zdiirmiigler (48).

Dondurup-¢ozdiirme esnasinda spermatozoanin primer etkilenen yerlerinden

birisi plazma membranidir (1). Plazma membraninin poliansatiire yag asitlerince
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zengin olmasi spermatozoayi, dondurup-¢ézdiirme esnasinda meydana gelen

oksidasyona duyarlilagtirir. Oksidasyon ise spermatozoanin plazma membran
biitiinltigiinii  bozar (7). Plazma membran biitinligii hasarlanmis olan
spermatozoanin Olii, hasarlanmamis olanin ise canli oldugu kabul edilmektedir.
Plazma membran biitiinligii bircok sekilde degerlendirilebilir. Plazma membran

biitlinliigi; viziel olarak, florometrik olarak ve flow sitometri ile degerlendirilebilir.

Viziiel gozlemde spermatozoanin plazma membrani, 151k ya da floresan
mikroskop ile degerlendirilebilir. Bunun i¢in; hipoosmotik sisme testi (HOST testi)
yapilabilir, kuru semen yaymalarinda eozin-nigrosin ya da eozin anilin boyamasi
yapilabilir, PI boyasi ile karboksifloressein asetat (CFDA) boyasinin kombinasyonu
yapilabilir, PI boyasi ile SYBR-14 boyasinin kombinasyonu yapilabilir.

Florometri metodunda ise, semen numunesinde membrani saglam hiicrelerin
orani indirekt yolla degerlendirilmektedir. Bu teknikte; hasarli membrana sahip
hiicrelerin DNA’sina baglanarak bu membrani hasarli hiicrelerin floresan yaymasina
neden olan ethidyum bromid, diamidino-fenilindol dihidroklorid (DAPI) ya da
Hoechst 33258 gibi membran1 normal sartlarda membrani gecemeyen floresan
proplarlar semene eklenir. Sonrasinda numune, sadece 6lii hiicrelerin floresan
vermesini saglayan florometri ile degerlendirilir. Daha sonra tiim hiicrelere gecebilen
digitonin eklenir ve numune ikinci kez degerlendirilir. En sonunda ilk analizin
floresan yogunlugunun ikinci analizdeki floresan yogunluga orani, numunedeki 6lii

hiicrelerin oranini ortaya ¢ikarir.

Flow sitometri metodunda; CFDA ile PI boyalarinin kombinasyonu ya da
SYBR-14 ile PI boyalarinin kombinasyonu kullanilarak semen numunesindeki

membrani saglam hiicrelerin orani direkt olarak tespit edilebilir (136).

Yaptigimiz c¢aligmada canli spermatozoalarin oranini degerlendirmek igin,
Coyan ve arkadaslarinin yaptifi calismay1 6rnek alarak SYBR-14 ile PI boyasi
ikilisini kullanarak floresan mikroskopta degerlendirdik (137). SYBR-14, membrani

saglam olan ya da olmayan tiim hiicrelerin niikleusundaki DNA’ya baglanan
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membrani gecebilir 6zellige sahip yesil floresan veren bir proptur. PI; plazma

membrani hasarli olan hiicrelerine niikleusuna girebilen, ancak saglam plazma
membranin1 gegemeyen nitelikteki kirmizi floresan veren bir proptur. SYBR-14 ve
PI kombinasyon halinde kullanildiginda; plazma membrani saglamsa sadece SYBR-
14 hiicre igerisine girer ve yesil floresan verirken, plazma membrani hasarli ise hem
SYBR-14 hem de PI hiicre igerisine girer ve hiicre kirmiziya ya da kirmizi-turuncuya

boyanir (136).

Calismamizda dondurulup-¢ozdiirilen semende canli spermatozoa orani
yoniinden degerlendirildiginde, gruplar arasinda fark yoktu. Canli spermatozoa orani;
kontrol grubunda %24.98, arjinin grubunda %25.68, metionin grubunda %26.68 ve
sisteamin grubunda %31.8 idi. Elde ettigimiz en yiiksek ¢6ziim sonu canli
spermatozoa orani (%31.8); Safaa ve arkadaglarinin (2012) elde ettigi en yiiksek
¢dzlim sonu canli spermatozoa oranindan (%18.43), Jimenez ve arkadaslarinin
(2006) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu canli spermatozoa oramindan (%27.6),
Vidues de Castro ve Cortell’in (2008) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu canli
spermatozoa oranindan (%30.9) yiiksekti (130, 131, 45). Elde ettigimiz en yiiksek
¢ozlim sonu canli spermatozoa orani (%31.8); Rosato ve arkadagslarinin (2012) elde
ettigi en yiksek ¢6ziim sonu canli spermatozoa oranindan (%41.00), Chen ve
arkadaslarinin (1989) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu canli spermatozoa oranindan
(%44), Iaffaldano ve arkadaglarimin (2012) elde ettigi en yiiksek ¢6ziim sonu canli
spermatozoa oranindan (%47.09), Polgar ve arkadaslarinin elde ettigi en yiiksek
¢6zlim sonu canli spermatozoa oranindan (%54) ve Graham ve Dalimata’nin (1997)
buldugu en yiiksek ¢dziim sonu canli spermatozoa oranindan (%54) diisiiktii (55,
134, 47, 50, 138). Diger aragtirmacilarin bulgulariyla bizim bulgularimiz arasindaki
farklilik; kullanilan antioksidan ve sulandirici, uygulanan ekilibrasyon zamani ve
¢ozdiirme sicaklign arasindaki farkliliklardan kaynaklanabilir.  Dondurulup-
¢ozdiiriilen tavsan semeninde %54 ile en yiiksek spermatozoa motilite oram elde
eden Graham ve Dalimata (1997) yaptiklari ¢alismada; % 0.5 metilselliiloz ilave
edilmis asetamid ve trehaloz katilmis modifiye yumurta sarili HEPES ile 1:6
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oraninda sulandirmisglar, 2 saat kadar 5°C’ye sogutmuslar, sonrasinda diliie semeni

0.5 ml.lik payetlere aspire etmigsler. Daha sonra sivi nitrojenin 10 cm. {izerindeki
buharda (-40°C ila -50°C’ye tekabiil etmektedir.) dondurmuglar ve sivi nitrojene

atmugslar. 7 giin sonra, 37°C’de 30 saniyede ¢ozdiirmiisler.

Akrozom, spermatozoa baginin ligte ikilik 6n kisminda yer alan niikleusu kep
seklinde g¢evreleyen yapidir. I¢ membrami ve dis membram vardir. Hyaliirinidaz,
akrozin ve diger baska hidrolitik enzimler ihtiva eder. Bu enzimler; akrozom
reaksiyonu siiresince dis akrozomal membran plazma membrani ile kaynastiginda,
zona pellusidanin lizisinde ve oositin korona radiatasina penetrasyonunda elzemdir
(139). Akrozom biitinligii ile fertilite arasinda orta diizeyde pozitif korelasyon
oldugu tespit edilmistir (130). Akrozom biitiinliigiiniin degerlendirmek i¢in; kongo
red ve %3’lik brillant krezil mavisi kullanarak 1sitk mikroskobunda inceleme
yapilabilmekle birlikte akrozomal membranlarin ya da matriksin glikokonjugatlartyla
etkilesime giren peanut agglutinin, konkanavalin-A, pisum sativum agglutinin ve
ricinus agglutinin gibi lektinler kullanarak floresan mikroskopta inceleme yapilabilir.
Arachis hypogaea (peanut) ile konjuge floressein izotiosiyanat (FITCH-PNA) ile PI
boyasinin kombinasyonu kullanarak floresan mikroskopta inceleme yapilarak
akrozom biitiinliigiiniin degerlendirilmesi giinlimiizde yaygindir. Ancak bununla
birlikte normalde var olan yarim ay sekilli apikal kenarin olup-olmadigina bakilarak
da akrozom biitlinliigii degerlendirilebilir. Bunun i¢in numune; %2’lik gluteraldehit
soliisyonunda fikse edilip diferansiyel interferans kontrast mikroskobunda ya da
%0.4 formaldehit iceren %2.9’luk trisodyum sitrat dihidrat igeren formal
sitrat soliisyonu ile 1:2 oraninda diliie edilerek faz kontrast mikroskobunda

degerlendirilebilir (53, 136, 130, 44).

Yaptigimiz ¢alismada saglam akrozomlu spermatozoalarin  oranini
degerlendirmek i¢in Coyan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmay1 6rnek alarak FITCH-
PNA ile PI boyast ikilisini kullanarak floresan mikroskopta degerlendirdik.
Akrozomu saglam olan spermatozoalarin akrozomlart kirmizi, akrozomu hasarlanmis

olan spermatozoalarin akrozomu yesil floresans vermektedir (137).
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Calismamizda dondurup-¢6zdiirme sonunda saglam akrozomlu spermatozoa
oran1 agisindan degerlendirildiginde; gruplar arasinda istatiksel agidan fark yoktu.
Dondurup ¢ozdiiriilen semende saglam akrozomlu spermatozoa orani; kontrol
grubunda %26.06, ellajik asit grubunda %25.52, metionin grubunda %27.98,
sisteamin grubunda %33.60 ve arjinin grubunda %36.82 idi. Elde ettigimiz en
yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa orani (% 36.82); Iaffaldano ve ark.nin (2012)
elde ettigi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%33.32) yiiksekti
(47). Elde ettigimiz en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa orani (%36.82);
Safaa ve ark.nin (2012) elde ettigi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa
oranindan (%38.47), Si ve ark.nin (2006) elde ettigi en yiiksek saglam akrozomlu
spermatozoa oranindan (%38.5), Kozdrowski ve ark.nin (2009) elde ettigi en yiiksek
saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%40.64), Rosato ve ark.nin (2012) elde
ettifi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%54.0), Chen ve ark.nin
(1989) elde ettigi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%54),
Vicente ve ark.nin (2003) elde ettigi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa
oranindan (%64), Vidues de Castro ve Vicente’nin (1996) elde ettigi en yiiksek
saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%64), Vicente ve Castro’nun (1996) elde
ettifi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%70) ve Bamba ve
ark.nmn (1990) elde ettigi en yiiksek saglam akrozomlu spermatozoa oranindan (%
72.0) dusikti (130, 53, 40, 55, 134, 52, 48, 135, 44). Diger arastirmacilarin
bulgulariyla bizim bulgularimiz arasindaki farklilik; kullamlan antioksidan ve
sulandirici, uygulanan ekilibrasyon zamani, ¢dzdirme sicakhifi ve akrozom
biitiinliiglinii  degerlendirmek i¢in uygulanan metodlar arasindaki farkliliklardan
kaynaklanabilir. Dondurulup-¢6zdiiriilen tavsan semeninde %72 ile en yiiksek
saglam akrozomlu spermatozoa orani elde eden Bamba ve ark. yaptiklar1 ¢alismada;
BF5 diliientine (1.2 gr N-Tris (hidroksimetil) metil-2-aminometan siilfonik asit, 3.2
gr glukoz, 10 mg. Debakain siilfat icermektedir), 0.5 ml. OEP ve 100 ml. basina 20
mg. yumurta sarist ve %6 oraninda DMSO ekleyerek sulandirici-A’y1 hazirlamislar
ve semeni 1:1 oraninda sulandirici-A ile diliie etmisler. Diliie semen numunesini 2

saat kadar 5°C’de bekletmisler ve sonrasinda sulandirici-B (sulandirici-A + %3
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gliserol) ile diliie etmisler ve kuru buz tizerinde pelet formunda dondurmuslar.

Cozimi 37°C’de yapmislar ve normal akrozom oranini degerlendirmeden &nce
¢ozdiirdiikten sonra 1:2 oraninda BTS medyumu (100 ml. basina 3.7 gr. glukoz, 0.6
gr. trisodyum sitrat dihirat, 0.125 g NaHCO, 0.125 gr. disodyum EDTA ve 0.075
KCl icermektedir) ile diliie etmisler (44).

Mitokondriyal yapilar, spermatozoalarin orta kisminda yerlesik halde
bulunmakta ve spermatozoalara progresif motilitelerini ve zona pellusiday1
gecmelerini saglayan kuyruk flamanlari i¢in gereken ATP enerjisini tiretmektedir
(140). Bu nedenle, spermatozoa motilitesi ve fertilitesi ile mitokondriyal aktivite
arasinda pozitif bir iligkinin oldugu belirtilmektedir. Basarili bir fertilizasyon
isleminde de mitokondriyal aktivitenin yiiksek olmasi gerekmektedir (129). Bu
aktivitenin belirlenmesinde rhodamin 123 ve JC-1 gibi floresan boyalar
kullanilmakta, fakat yiiksek ya da diisiik mitokondriyal aktivite arasindaki farklilig
en iyi yansitanin JC-1 boyasi ile yapilan boyama teknigi oldugu bildirilmektedir
(141). Dondurma islemi oncesine gore, dondurma-¢ozdiirme islemi sonrasi yiiksek
mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani diigmekte ve bu siiregte ortamda gelisen
oksidatif stres ve ROS iiriinleri de etkin olmaktadir (142, 143). Mitokondride gelisen
dondurma ve oksidatif stre nedenli hasarlar, kaspaz 3 ve sitokrom-c gibi apoptotik

faktorlerin salinimina baglanmaktadir (144).

Calismamizda dondurulup-¢ozdirilen semende degerlendirilen yiiksek
mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani; kontrol grubuna (%16.52) gore ellajik
asit grubunda (%6.36) Onemsiz diizeyde diisiik, metionin grubunda (%16.36)
istatiksel agidan ayni, arjinin grubunda (%22.46) ve sisteamin grubunda (%26.18)
O6nemsiz diizeyde yiiksek idi. Arjinin grubunda (%22.46) ve sisteamin grubunda
(%26.18) tespit edilen yiiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani, ellajik asit
grubunda (%6.36) elde edilene kiyasla 6nemli diizeyde yiiksekti. Elde ettigimiz en
yiiksek mitokondriyal aktivitesi yiiksek spermatozoa orani, Jimenez ve arkadaslarinin
(2006) elde ettigi en yiiksek yiiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani (%
22.10) yuksekti (131). Jimenez ve arkadaslart yaptiklari c¢alismada bizim
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¢alismamizdan farkli olarak; semeni oda sicakliginda ve 1:1 oraninda diliie etmisler,
nihai DMSO konsantrasyonunu %12.4 olarak ayarlamislar, antioksidan olarak bir
gruba 0.5 mM GSH bagka bir gruba 0.5 mM GSSG eklemisler, ¢ozdiirme islemini
42°C’de 12 saniyede yapmuslar. Yiiksek mitokondriyal aktiviteye sahip spermatozoa
orani agisindan bizim ¢aligmamiz ile Jimenez ve arkadaslarinin ¢aligmasi arasindaki
farklilik; dilisyonun yapilma orani, dilisyonun yapildigi sicaklik, DMSO
konsantrasyonu, kullanilan antioksidanlar ve ¢o6zdiirmenin yapildigi sicaklik ve

stiredeki farkliliklardan kaynaklanabilir.

Yaptigimiz ~ calismayr  biyokimyasal = parametrelerle  destekleyerek,
antioksidanlarin ne denli etkinlikleri oldugunu daha net ortaya koymay1 amagladik.
Biyokimyasal parametreler olarak; lipid peroksidasyon diizeyini, total rediikte
glutatyon diizeyini ve total antioksidan kapasiteyi spektrofotometri ile

degerlendirdik.

Spermatozoanin poliansatiire yag asitlerinden zengin olmasi, spermatozoayi
lipid peroksidasyona duyarhlastirir. Dondurulup ¢ozdiiriilme esnasinda ROS’lar
membrandaki poliansatiire yag asitlerine saldirir ve lipid peroksidasyon adi verilen
kimyasal reaksiyonlar kaskadina neden olur. Lipid peroksidasyonun son
irtinlerinden birisi malondialdehittir (MDA). Spektrofotometre ile MDA 6l¢iimii,
spermatozoadaki peroksidatif hasarin derecesinin degerlendirilmesinde giiniimiizde
yaygin kullanilmaktadir. Yakin geg¢miste spermatozoadaki peroksidatif hasarin

degerlendirilmesinde BOPIPY (581/591) adi verilen prop da kullanilmistir (77).

Yaptigimiz ¢alismada lipid peroksidasyon diizeyini degerlendirmek i¢in Bucak
ve arkadaslarimin  (2010) yaptifi c¢alismay1r Ornek alarak MDA diizeyini

spektrofotometre ile 586 nm.de pmolx10° spermatozoa olarak letiik (111).

Calismamizda  dondurup-¢ozdiirme sonunda MDA  diizeyi yo6niinden
degerlendirildiginde gruplar arasinda istatiksel agidan fark yoktu. MDA diizeyi;
kontrol grubunda 203.9umolx10° spermatozoa, arjinin asit grubunda 169.4pmolx10°

spermatozoa, metionin grubunda 202.3 umolx 10’ spermatozoa, ellajik asit grubunda
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219.4pmolx10° spermatozoa ve sisteamin grubunda 222pumolx10° spermatozoa tespit
edildi. Yinghe ve Cao’nun yaptiklar1 ¢alimada elde ettikleri en diisik MDA diizeyi
1.74nmol/ml idi. Yinghe ve Cao, MDA diizeyini hangi yontemle tespit ettiklerini
belirtmedikleri i¢in; yaptigimiz c¢alisma ile kiyaslamak miimkiin olmadi.
Calismamizda  antioksidanlarla  lipid  peroksidasyonun  6nemli  oOlglide
Onlenemediginin ortaya konulmasi hatta ¢ogunda kontrol grubuna kiyasla daha
yiiksek MDA diizeyinin elde edilmesi, sasirtici oldu. Antioksidanlarin dondurulup-
¢ozdiiriilen tavsan spermatozoasini lipid peroksidasyona karsi koruyamadigi bulgusu,
Srivastava ve arkadaglarinin (2000) arjininin kegi epididimis spermatozoasinda lipid
peroksidasyona karst koruyucu oldugu tespitiyle, Patra ve arkadaslarinin (2005)
arsenin ile indiiklenen oksidatif hasara karst metioninin koruyucu oldugu tespitiyle,
Tirk ve arkadaglarinin (2011) sisplatinle testiste ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonu
ellajik asitin onledigi tespitiyle ve Dogan ve arkadaslarinin (2013) 3-metilkolantren
ile indiiklenen fibrosarkomaya karsi sisteaminin antioksidatif ve antimutajenik
etkiyle koruma sagladiginin tespitiyle ¢elismektedir (127, 145, 146, 102). Ancak elde
ettigimiz  bulgular; Bucak ve arkadaslarinin (2007) dondurulup-¢ozdiiriilen kog
semeninde sulandirictya katilan S5mM  sisteaminin  lipid peroksidasyonu
koruyamadigini tespitiyle, Coyan ve arkadaglarinin (2010) 5°C’de tutulduktan bir
siire sonra degerlendirilen ko¢ semeninde sulandiriciya katilan metioninin lipid
peroksidasyonu koruyamadigini tespitiyle uyumlu idi (103, 109). Kullandigimiz
antioksidanlarin tavsan spermatozoasini lipid peroksidasyona karsi korumalar i¢in;
bu antioksidanlarin semen sulandiricisina SmM konsantrasyonun disinda baska
konsantrasyonlarda katilmasi1 gerektigini ve uyguladigimiz dondurup-¢dzdiirme
metodunun  modifiye edilmesi gerektigini  dustindiirtmektedir. Maalesef ki,
antioksidanlarin ~ dondurulup-¢ozdiiriilmiis ~ tavsan  spermatozoasini  lipid
peroksidasyona karsi korumadaki etkinligini arastiran arastirma yok denecek azdir.
Bu sebeple, antioksidan kullanimiyla dondurup-¢6zdiiriilen tavsan semeninde lipid

peroksidasyona kars1 bagka galigmalarin yapilmasina gereksinim vardir.

Semen; ROS temizleyiciligi gorevi yapan SOD, CAT ve GPx gibi birtakim
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enzimatik ve glutatyon gibi non-enzimatik antioksidanlar i¢ermektedir. Ortamda

ROS iiretimi ile eliminasyonu arasinda bir denge olusmakta, ROS’un hiicreler
tizerindeki olumsuz etkileri azaltilmaya ¢alisilmaktadir. Fakat spermanin
dondurulmasi-¢ozdiiriilmesi; ROS iiretimini arttirirken, ortamdaki antioksidan

kapasiteyi azaltmaktadir (109).

CAT; hidrojen peroksit ile stiperoksit radikalinin detoksifiye edilmesinde ve
NADPH oksidazin salmiminin engellenmesinde gorev almaktadir. Bu gorevleri
nedeniyle spermatozoa fonksiyonlarina olumlu katkilar yapmaktadir (147). Ortamda
bulunan ya da ortama ilave edilen CAT, lipid peroksidasyon sonucu olusan
stiperoksit ve hidrojen  peroksitin neden oldugu kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonuna olumsuz etki yapan membranlardaki trozin fosforilasyonunun
indiiksiyonunu engelleyerek sperm-oosit flizyonuna olumlu katki yapmaktadir (79).
Katalazin katildig1 bu tiim tepkimelerde demir, bakir ve selenyum gibi elementler

kofaktor olarak gorev yapmaktadir (78).

SOD; ki siiperoksit radikalini hidrojen peroksite doniistiiren reaksiyonu
katalizler. Reaksiyon su sekildedir: (20, + 2H" —H,0, + O,). O, radikallerini
tutarak veya onlar1 daha zayif yeni bir molekiile gevirerek etkisini gosterir, bir baska

ifadeyle toplayici tarzda etkinlik gosterir (74).

Stiperoksit dismutaz; sitozolik bakir/¢inko-SOD, intramitokondriyal mangan-
SOD ve ekstraselliiler bakir/¢inko-SOD olmak {izere ili¢ izoforma sahiptir. Bu
izoform yapilar epididimal kékenli olup; spermatozoa sitozoliinden ve mitokondriyal
yapilarindan stiperoksit anyon ve hidroksil radikallerini uzaklastirip, hiicresel redoks
homeostazisini  koruyarak oksidatif stresi engellemeye c¢alisirlar  (4,80).
Spermatozoay1 lipoperoksidatif saldirtya karsi koruma noktasinda; reprodiiktif
sistemin diger savunma sistemlerine ait SOD’nin katkisi, spermatozoal SOD’nin
kakisina nazaran daha biuytktiir. Bununla birlikte savunma sistemine katki
bakimindan spermatozoal SOD i¢in; sitozolik formunun pay1 mitokondriyal formuna

kiyasla daha ¢oktur.
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GPx; HyOy’yi de kapsayan c¢esitli peroksitlerden peroksil radikallerini
uzaklastirildigr ve elektron donérii olarak glutatyonun kullanildigi reaksiyonu
katalizleyen selenyum ihtiva eden enzimdir (75). Reaksiyon su sekildedir: (2 GSH +
H,0,—GSSG + 2 HyO). Oksijen radikallerini tutarak veya onlari1 daha zayif yeni bir
molekiile g¢evirerek etkisini gosterir, bir bagka ifadeyle toplayici tarzda etkinlik
gosterir (74). GPx ailesi; primer sekanslarina, lokalizasyonlarina ve substrat
Ozginliiklerine gore 5 sinifa (GPx 1,2,3,4,5) ayrilirlar. GPx1, hiicrenin sitozoliinde
yer alip; testis, epididimis, prostat ve seminal vezikiillerde bulunur. GPx3,
ekstraselliiler ortamda bulunmakta olup; epididimis ve vaz deferenste bulunmaktadir.
GPx4, epididimdeki spermatozoanin bag ve orta pargasinda bulunur. GPx5, epididim

sivisinda ve spermatozoada lokalizedir (72).

Glutatyon, oksidatif strese karsi savunma amaciyla hiicreler tarafindan hizlica
kullaniabilen rediikte edici giiciin dogal rezervuaridir. Oksidatif strese karsi koruyucu
etkinligi, —SH grubunun varlifindan ileri gelmektedir (81). Glutatyon, glutatyon
peroksidaz enziminin H,O;’yi detoksifiye ettigi reaksiyonda rol alir (74). Yaptigimiz
calismada total rediikte glutatyon diizeyini degerlendirmek i¢in, Bucak ve
arkadaglarinin yaptigr calismayr Ornek alarak  spektrofotometre ile 420nm.de

mMx10° spermatozoa olarak Slctiik (111).

Calismamizda dondurup-¢ozdiirme sonunda total rediikte glutatyon diizeyi
yoniinden  degerlendirildiginde ellajik asit grubuna grubuna (1.8mMx10°
spermatozoa) kiyasla; arjinin grubundaki (2.4mMx10° spermatozoa), kontrol
grubundaki  (2.6mMx10° spermatozoa), sisteamin grubundaki (2.6mMx10°
spermatozoa) ve metionin grubundaki (2.7mMx10° spermatozoa) total rediikte
glutatyon diizeyi 6nemli Olctide yiiksekti. Ellajik asit grubu haricindeki gruplarin
arasinda total redikkte glutatyon diizeyi agisindan o6nemli farklilik yoktu.
Calismamizda ozellikle glutatyona doniiserek de antioksidan etkinlik gosteren
metionin ve sisteamin basta olmak {izere antioksidanlar ile semenin dondurulup-
¢Ozdiirilmesinin sonrasinda total rediikte glutatyonun artacagini beklemistik. Bu

yizden elde ettigimiz bulgular bekledigimiz bulgular degildi. Ancak elde ettigimiz
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bulgular; Bucak ve arkadaslarinin (2009) dondurulup-¢ézdiiriilen ko¢ semeninde

sulandiriciya katilan SmM sisteaminin total rediikte glutatyon diizeyini arttirmadigi
tespitiyle uyumlu idi (103). Elde ettigimiz bugular; kullandigimiz antioksidanlarla
dondurup-¢dzdiirme sonrasinda total rediikte glutatyon diizeyini arttirmak i¢in, bu
antioksidanlarin semen sulandiricisina  SmM konsantrasyonun disinda baska
konsantrasyonlarda katilmasi gerektigini ve uyguladigimiz dondurup-¢6zdiirme
metodunun modifiye edilmesi gerektigini diisiindiirtmektedir. Maalesef literatiir
taramalarina gore, antioksidanlarin dondurulup-¢6zdiiriilmiis tavsan semeninde total
rediikte glutatyon olgimuni degerlendiren ¢alisma yapilmamistir. Bu sebeple,
antioksidan kullanimiyla dondurulup-¢ozdiiriilen tavsan semeninde total rediikte

glutatyon diizeyinin 6l¢iildiigii calismalarin yapilmasina gereksinim vardir.

Spermatozoanin antioksidan kapasitesinin diisiikk olmasi, plazma membraninin
doymamis yag asitlerince zengin olmasi, DNA tamir yetisinin yetersiz olmasi1 gibi
nedenlerden dolayi; spermatozoa dondurmanin ve ¢dzdiirmenin meydana getirdigi
hasarlar1 onlemede yetersiz kalir (7). Bu nedenle spermatozoadaki dondurma ve
¢ozdiirme esnasinda meydana gelebilecek olan hasarlari minimalize etmek igin;
semen sulandiricilarina koruyucu ve antioksidan 6zellikli maddeler eklenmektedir.
Semen sulandiricisina antioksidan eklendikten sonra semenin total antioksidan
kapasitesi arttirilmig olur. Yaptigimiz ¢alismada total antioksidan kapasiteyi
degerlendirmek igin, Bucak ve arkadaslarimin yaptigi c¢alismayr ornek alarak

spektrofotometre ile 490 nm.de mMx10° spermatozoa olarak dlgtiik (111).

Calismamizda semenin dondurulup-¢6zdiiriilmesi sonrasi total antioksidan
potansiyeli; ellajik asit grubuna grubuna (89.7mMx10° spermatozoa) kiyasla;
metionin grubunda (125.3mMx10° spermatozoa) 6nemli diizeyde artig tespit
etmisken, arjinin grubunda (102.1mMx10° spermatozoa), kontrol grubunda (111.2
mMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubunda (118.2mMx10° spermatozoa) dnemsiz
diizeyde artis tespit edildi. Metionin grubunda (125.3mMx10° spermatozoa) tespit
edilen total antioksidan kapasite diizeyi; arjinin grubunda (102.1mMx10°

spermatozoa) sisteamin grubunda (118.2mMx10° spermatozoa) ve kontrol grubunda
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(111.2mMx10° spermatozoa) elde edilen diizeye kiyasla 6nemsiz diizeyde yiiksekti.
Arjinin grubu (102.1mMx10° spermatozoa), sisteamin grubu (118.2mMx10°
spermatozoa) ve kontrol grubunda grubunda (111.2mMx10° spermatozoa) tespit
edilen total antioksidan diizeyleri arasinda istatiksel agidan farklilik yoktu.
Calismamizda antioksidanlarin  semenin dondurulup-¢ozdiiriilmesi sonras1 kontrole
kiyasla antioksidan kapasiteyi arttiracagini beklemistik. Bu yiizden elde ettigimiz
bulgular bekledigimiz bulgular degildi. Elde ettigimiz  bulgular; Bucak ve
arkadaslarinim (2010) dondurulup ¢ézdiiriilen boga semeninde sulandiriciya katilan
2.5mM ve 7.5mM metioninin total antioksidan kapasiteyi kontrole kiyasla
arttirdifinin tespitiyle ¢elismektedir. Bucak ve arkadaslari, yaptiklar1 bu ¢alismada
2.5mM metioninin 7.5mM metionine kiyasla, 6nemsiz olsa da daha yiiksek diizeyde
total antioksidan kapasiteyi arttirdigini bildirmiglerdir; ki bu bilgi sulandiriciya
katilan antioksidan konsantrasyonlar arasinda ¢ok énemli farklilik olmadiginda bile
total  antioksidan kapasite ac¢isindan  Onemli  farkliliklar  olabilecegini
desteklemektedir. Bucak ve arkadaslar1 bahsedilen ¢alismada; 2.5mM metioninin 2.5
mM karnitine gore total antioksidan kapasiteyi onemli olgiide arttirdigim
bildirmislerdir, ki bu bilgi sulandiriciya katilan farkli antioksidanlarin total
antioksidan kapasite tizerine katkilarinin farkli olabilecegini desteklemektedir (111).
Bizim ¢alismamizda kontrole grubuna kiyasla ellajik asit grubunda total antioksidan

kapasitenin 6nemsiz de olsa diisiik diizeyde olmasi sasirticidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilmig bu g¢alisma kapsaminda; dondurma oncesi Beyaz Yeni Zellanda
tavsaninin semen sulandiricisina ilave edilen antioksidanlarin, semen dondurulup
cozdiiriildiikten sonra spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri tizerine etkileri
arastirildi. Literatiir taramalarina gore tavsan spermasimin dondurulmasinda
kullanmis oldugumuz antioksidanlardan arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteaminin
ilk defa kullanilmig olmasi ve dondurulup-¢ozdiriilen tavsan spermasinda
inceledigimiz biyokimyasal parametrelerin bu denli ¢ok yonlii olmus olmasi

calismay1 onemli kilan etmenlerdi.

Spermatozoanin kalite tayininde ikili floresan boyama tekniklerinin yaklasik on
yildir kullanilmakta ya da adaptasyonlarinin saglanmasi tizerinde ¢alisiliyor olmasi,
calismamizin da bu ydne kanalize olmasini saglamistir. Antioksidanlarin
spermatozoa {izerindeki etkilerinin arastirilmasinda simdiye kadar kullanilan
konvansiyonel metodlar yerini; daha objektif sonuglar veren biyokimyasal metodlara
(LPO ve antioksidan kapasite 6l¢limleri), floresan boyama metodlarina ve bilgisayar

destekli motilite analizlerine birakmugtir.

Fakat yapilan ¢alismalar sayica ¢ok azdir ve bahsedilen metod ve analizlerin
hepsini igermemektedir. Bunun altinda yatan temel neden, floresan boyama
tekniklerinin ve biyokimyasal 6l¢tim tekniklerinin spermatozoalara tam olarak adapte
edilememesiydi. Antioksidan ve LPO olgiimlerinde karsilasilan temel sorun;
spermatozoa  hiicre membranlarinin, somatik hiicrelerden farkli  olarak
parcalanamamasi ve buna baglh olarak da enzim analizlerinde sorunlarin
olugmasiydi. Bu ¢alismada spermatozoalarin par¢alanmasi tekniklerinin adaptasyonu

yapilmig ve numuneler analiz 6ncesi hazir hale getirilmistir.
Spermatozoanin antioksidan kapasitesinin diisiik olmasi, plazma membraninin
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doymamis yag asitlerince zengin olmasi ve DNA tamir yetisinin yetersiz olmasi gibi

nedenlerden dolay1 spermatozoa; dondurmanin ve ¢dzdiirmenin meydana getirdigi
hasarlara karst duyarlidir (7). Bu nedenle dondurma-¢dzdiirmenin spermatozoada
meydana getirecegi olasi zararli etkileri onleyebilmek i¢in semen sulandiricisina
antioksidan etkinlikleri kanitlanmis olan arjinin, ellajik asit, metionin ve sisteamini 5

mM dozda ekledik.

Spermatozoa motilitesin agisindan kontrol grubuna (%19.00) nazaran
antioksidan gruplarinda daha yiiksekti. Kontrol grubuna gére motilitedeki yiikseklik;
SmM ellajik asit (%26.00), SmM metionin (%28.00) ve SmM arjinin (%30.00)
gruplarinda 6nemsiz diizeyde iken, 5SmM sisteamin grubunda (%35.00) Onemli
diizeyde idi. Motilite orani agisindan antioksidan gruplar arasinda 6nemli farklilik
yoktu. Canli spermatozoa oranini kontrol grubuna (%24.98) kiyasla; arjinin grubunda
(%25.42), ellajik asit grubunda (%25.68), metionin grubunda (%26.68) ve sisteamin
grubunda (%31.80) istatiksel agidan ayniydi. Antioksidan gruplar1 arasindaki canli
spermatozoa orani da istatiksel ag¢idan ayni idi. Akrozom biitlinliigli korunmus
(akrozomu saglam) spermatozoa oranini kontrol grubu (%26.06) kiyasla; ellajik asit
grubunda (%25.52); metionin grubunda (%27.98), sisteamin grubunda (%33.60) ve
arjinin grubunda (%36.82) istatiksel agidan ayni diizeyde tespit ettik. Antioksidan
gruplart arasindaki saglam akrozomlu spermatozoa orani da istatiksel agidan ayni idi.
Yiiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa oranint kontrol grubuna (%16.52)
kiyasla; ellajik asit grubunda (%6.36) 6nemsiz diizeyde diisiik, metionin grubunda
(%16.36) istatiksel agidan ayni, arjinin grubunda (%22.46) ve sisteamin grubunda
(%26.18) onemsiz diizeyde yiiksek tespit ettik. Arjinin ve sisteamin gruplarinda;
ellajik asit grubuna gore 6nemli diizeyde yiiksek, kontrol ve metionin gruplarina goére
onemsiz diizeyde yiiksek mitokondriyal aktivitesi yiiksek spermatozoa orami tespit
edildi. Yiksek mitokondriyal aktiviteli spermatozoa orani ag¢isindan, arjinin ile
sisteamin gruplar1 arasinda istatiksel agidan fark yoktu. MDA diizeyini kontrol
grubuna  (203.9uMx10° spermatozoa) kiyasla; arjinin grubunda (169.4pMx10°

spermatozoa), metionin grubunda (202.3 nMx10° spermatozoa), ellajik asit grubunda (219.3
uMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubunda (222uMx10° spermatozoa) istatiksel agidan
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ayni diizeyde tespit ettik. Antioksidan gruplar arasinda MDA diizeyi istatiksel agidan ayni

idi. Total antioksidan kapasiteyi kontrol grubuna (111.2mMx10° spermatozoa)
kiyasla; ellajik asit grubuna (89.7mMx10° spermatozoa) gdre Gnemsiz diizeyde
yiiksek, arjinin grubu (102.1mMx10° spermatozoa) ve sisteamin grubuyla (118.2
mMx10° spermatozoa) istatiksel agidan aym, metionin grubuna (125.3mMx10’
spermatozoa) gore diisiik diizeyde tespit ettik. Metionin grubundaki total antioksidan
kapasite; ellajik asit grubuna gore 6nemli olgtide yiiksek, diger gruplara kiyasla
onemsiz diizeyde yiiksek tespit edildi. Kontrol, arjinin ve sisteamin gruplari arasinda
total antioksidan kapasite istatiksel agidan ayni idi. Kontrol, arjinin ve sisteamin
gruplarindaki total antioksidan kapasite, ellajik asit grubuna kiyasla énemsiz diizeyde
yiiksekti. Total rediikte glutatyon diizeyini ellajik asit grubuna (1.8mMx10°
spermatozoa) kiyasla diger gruplarda 6nemli Glgiide yiiksek tespit ettik. Kontrol
grubu (2.6mMx10° spermatozoa) arjinin grubu (2.4mMx10° spermatozoa), sisteamin
grubu (2.6mMx10° spermatozoa) ve metionin gruplari arasinda (2.7mMx10°

spermatozoa) total antioksidan kapasite istatiksel agidan aym tespit edildi.

Literatiir taramalarinda antioksidan etkinligin bu denli kapsamli parametrelerle
arastirildigina dair verilere rastlanmadigindan, konuyla ilgili baska ¢alismalarin
yapilmasina gereksinim duyulmaktadir. Ayrica yapilacak in-vitro muayene
parametrelerinin, in-vitro/in-vivo fertilite parametreleriyle de desteklenmesi

gerekmektedir.
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