T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

KOC SPERMASININ DONDURULMASINDA SULANDIRICIYA EKLENEN
SAFRANALIN BAZI SPERMATOLOJIK PARAMETRELER UZERINE
ETKISININ ARASTIRILMASI
Veteriner Hekim Ali Burak BALKAN

YUKSEK LiSANS TEZI

VETERINER DOLERME ve SUNi TOHUMLAMA ANABILIM DALI

Danisman

Doc. Dr. Siikrii GUONGOR

BURDUR-2024






T.C.
BURDUR MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

KOC SPERMASININ DONDURULMASINDA SULANDIRICIYA EKLENEN
SAFRANALIN BAZI SPERMATOLOJIK PARAMETRELER UZERINE
ETKIiSININ ARASTIRILMASI

Veteriner Hekim Ali Burak BALKAN

YUKSEK LiSANS TEZI

VETERINER DOLERME ve SUNi TOHUMLAMA ANABILIM DALI

Damisman

Dog. Dr. Siikrii GUNGOR

Bu arastirma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinatorliigii tarafindan 0884-YL-23/ 2017K12-41003 proje numarasi ile
desteklenmistir.

BURDUR-2024



TESEKKUR

Yiiksek lisans 0grenimim ve tez ¢alismam boyunca yardimlarini her zaman
hissettigim danigsman hocam Dog. Dr. Siikrii GUNGOR e, spermatolojik analizlerin
yapilmasinda énemli katkilar sunan Prof. Dr. Ayhan ATA’ya, Dog¢. Dr. Muhammed
Enes INANC’a ve Dr. Ogr. Uyesi Firat KORKMAZ’a yardimlarini higbir zaman
esirgemeyen Ogr. Gor. Hasan Ali CAY, Ogr. Gér. Durmus KAHRAMAN, Vet. Hek.
Mine HERDOGAN, Vet. Hek. Feyza Nur MARTa, esim Dog. Dr. Burcu Menekse
BALKAN’a kizim Beren BALKAN ve oglum Bertug BALKAN’a hayatimin her
asamasinda oldugu gibi bu donemde de bana her zaman destek olan aileme tesekkiir
ederim.



ICINDEKILER

IC KAPAK SAYFASI i
KABUL VE ONAY SAYFASI I
TESEKKUR iii
ETIK BEYAN iv
ICINDEKILER v
SEKILLER vi
TABLOLAR vii
SIMGELER ve KISALTMALAR viii
OZET X
ABSTRACT Xi
1.GIRIS 1
2. GENEL BILGILER 3
2.1. Kog¢larda Spermatogenesis 4
2.2. Kog¢larda Sperma Alma Yontmleri 4
2.2.1. Suni Vajina Yontemi ile Sperma Alinmasi 4
2.2.2. Elektro-Ejakiilator Yontemi ile Spermanin Alinmasi 5
2.2.3. Normal Asim Sonrasi Vajinada Birikmis Spermanin Geri Alinmas1 6
2.2.4. Ampulla Masaji ile Sperma Eldesi 6

2.3. Spermanin Kriyoprezervasyonu 7
2.3.1. Spermanin Sulandirilmasi 8
2.3.2. Spermanin Sogutulmasi 10
2.3.3. Spermanin Dondurulmasi 10
2.3.4. Spermanin Cozdiiriilmesi 11

2.4. Serbest Radikaller 12
2.4.1. Serbest Radikal Kaynaklari 13

2.5. Serbest Radikallerin Spermatozoon Uzerindeki Etkileri 14
2.6. Antioksidanlar 16
2.6.1. Enzimatik Antioksidanlar 17
2.6.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar 19

2.7. Safran ve Safranalin Yapisi 20
2.8. Safranal’in Antioksidan Etkileri 23
3. GEREC ve YONTEM 25
3.1.Koc¢larin Secimi 25
3.2. Spermanin Alinmasi ve Degerlendirilmesi 25
3.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi 26
3.3.1. Spermanin Sulandirilmasi 26
3.3.2. Spermanin Dondurulmasi 27

3.4. Coziim Sonu Parametrelerin Analizi 27
3.4.1 Coziim Sonu Spermatozoa Motilitesi 27
3.4.2. Flow Sitometri Analizleri 28

3.5. Istatistiksel Analiz 29
4. BULGULAR 30
5. TARTISMA 32
6. SONUC ve ONERILER 41
KAYNAKLAR 42
OZGECMIS 56



Sekil 2.1.

SEKILLER

Safranin baslica biyolojik olarak aktif bilesenleri

Vi

22



TABLOLAR

Tablo 4.1. Koglara ait spermatolojik 6zellikler 30
Tablo 4.2. Farkli dozlarda kullanilan safranalin ¢6ziim sonu spermatolojik 30
parametreler iizerine etkisi

vii



%
°C
ng

ATP
BALF
C44H4024
CAT
Cd
CH>
cm

Cu
DHA
DMSO
DNA
EC
FSC-A
FSC-H
FTS
G6PD
GPx
GR
H20-
HMMP
kg
MDA
mg

ml

mM
Mn
mOsm
NADPH
nm
NO

0>
OH-
PBS

Pl
PMAI
PNA
PUFA
RNT
ROS

SIMGELER ve KISALTMALAR

Yiizde

Santigrat derece

Mikrogram

Mikrolitre

Adenozin Trifosfat
Bronkoalveolar lavaj sivisi
Krosin

Katalaz

Kadmiyum

Metilen

Santimetre

Bakir

Dokosaheksaenoik asit
Dimetil Stilfoksit
Deoksiriboniikleik asit
Ekstraseliiler

[leri Sacilma Alan

Ileri Sacilma Yiiksekligi
Fizyolojik tuzlu su

Glikoz 6-fosfat dehidrojenaz
Glutatyon peroksidaz
Glutatyon rediiktaz

Hidrojen peroksit

Yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli
Kilogram

Malondialdehit

Miligram

Mililitre

Milimolar

Manganez

Miliozmol
Nikatinamidadenindiniikleotid fosfat
Nanometre

Nitrik oksit

Stiperoksit

Hidroksil

Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi
Potansiyel Hidrojen
Propidyum Iyodiir

Plazma membran ve akrozom biitlinligl
Peptit Niikleik Asit

Coklu doymamis yag asiti
Reaktif Nitrojen tiirleri
Reaktif Oksijen Tiirleri

viii



RST
SH
SOD
SSC-A
uv
XO

Zn

Reaktif siilfiir tiirleri
Stilfidril

Stiperoksit dismutaz
Yan Sagilma Alani
Ultraviyole

Ksantin oksidaz
Cinko



OZET

Kog spermasinin Dondurulmasinda Sulandiriciya Eklenen Safranalin Bazi
Spermatolojik Parametreler Uzerine Etkisinin Arastirilmasi

Sunulan bu ¢alismada kog¢ sperma sulandiricisina farkli dozlarda eklenen safranalin
¢Oziim sonu bazi spermatolojik Ozellikler {izerine etkisinin ortaya konulmasi
amaglandi. Bu amagla, sezon igeriSinde 5 bas kogtan elektroejakiilator yontemiyle
alian spermalar kullanilarak 5 esit hacime boliindii. Caligma gruplari sirastyla kontrol
(antioksidansiz, K); safranal 0,25 mM (S0,25); safranal 0,5 mM (S0,5); safranal 1 mM
(S1) ve safranal 2 mM (S2) olacak sekilde olusturulduktan sonra ml’sinde 8x108
spermatozoa olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilmis sperma 0,25ml hacminde
payetlere c¢ekildikten sonra +5° C’de 2,5 saat siiresince ekilibrasyona birakildi.
Sonrasinda 12 dakika siiresince azot buharinda dondurulan payetler analizleri
yapilincaya kadar -196° C’de s1v1 azot igerisinde saklandi. Calisma gruplar1 dondurma-
¢ozdiirme sonu; motilite, plazma membran ve akrozom biitiinligii (Plasma membrane
acrosome integrity, PMAI), viabilite ve yiliksek mitokondriyal membran aktivitesi
(High mitochondrial membrane potential, HMMP) bakimindan degerlendirildi. Buna
gore, ¢oziim sonu en yiiksek motilite degerleri S0,25 ve S0,5 gruplarinda elde edildi.
Safranal 2 mM dozu ilave edilen grupta ¢6ziim sonu motilite degeri en diisiik olarak
belirlendi (p<0,05). PMAI analizinde en yiiksek koruma S0,5 grubunda goriiliirken,
istatistiksel olarak kontrol grubuna gére 6nemli bulunmadi (p>0,05). S2 grubunda ise
en diisiik PMAI elde edildi (p<0,05). Kog spermasinin Safranalin farkli dozlarini igeren
sulandiricilar ile dondurulmasi sonrasi ¢dziim sonu viabilite oranin degerlendirildigi
SYBR-14/PI analizi sonucuna gore en yiiksek viabilite S0,25 ve S0,5 grubundan elde
edildi ve bu sonug kontrol grubuna kars1 dnemli bulunmazken, S2 grubuna gore 6nemli
bulundu (p<0,05). HMMP analiz sonuglarmna gére S0,25 ve S0,5 gruplar1 diger
gruplardan daha yiiksek HMMP diizeyi gosterdigi belirlendi (p<0,05). Sonug olarak
kog¢ spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya katilan safranalin diisiik dozlarinin
ko¢ spermasinin dondurulmasinda kullanilabilecegi ancak yiiksek doz olarak
belirlenen 2mM dozunun olmsuz etki gostermesinden dolay1 kullanilmamasi gerektigi
kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprezervasyon, Kog, Safranal, Sperma, Spermatolojik
Parametreler



ABSTRACT

Investigation of the Effect of Safranal Added to Extender on Some Spermatological
Parameters in Freezing Ram Sperm

The aim of this study was to investigate the effect of adding different doses of safranal
to ram semen extender on certain spermatological parameters without compromising
the overall meaning. For this purpose, ejaculates obtained through electroejaculation
from 5 mature rams during the breeding season were divided into five equal volumes.
After creating the study groups as follows: control (without antioxidant, K); safranal
0.25 mM (S0.25); safranal 0.5 mM (S0.5); safranal 1 mM (S1); and safranal 2 mM
(S2), the semen samples were diluted to a concentration of 8x108 spermatozoa per ml.
After dilution, the samples were drawn into straws at a volume of 0.25 ml and left to
equilibrate for 2.5 hours at +5°C. Subsequently, the straws were frozen in liquid
nitrogen at -196°C for 12 minutes and stored until further analyses were conducted.
Post-thaw evaluations of the study groups included assessments of motility, plasma
membrane and acrosome integrity (PMAI), viability, and high mitochondrial
membrane potential (HMMP). According to the results, the highest post-thaw motility
values were obtained in the S0.25 and S0.5 groups. The group with safranal 2 mM
addition exhibited the lowest post-thaw motility (p<0.05). The highest PMAI was
observed in the S0.5 group, although it was not statistically significant compared to
the control group (p>0.05). The lowest PMAI was obtained in the S2 group (p<0.05).
Post-thaw viability, as evaluated by SYBR-14/PI analysis, showed the highest values
in the S0.25 and S0.5 groups, which were significantly different from the S2 group
(p<0.05). HMMP analysis revealed that the S0.25 and S0.5 groups had higher levels
compared to the other groups (p<0.05). In conclusion, it was determined that low doses
of safranal in the semen extender can be used for ram semen cryopreservation, but the
high dose of 2 mM should be avoided due to its negative impact on sperm quality.

Key Words: Cryopreservation, Ram, Safranal, Semen, Spermatologic Parameters
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1.GIRIS

Insanoglunun tarih boyunca karsilastig1 en biiyiik sorunlardan biri, yetersiz ve
dengesiz beslenme olmustur. Yeterli ve dengeli beslenme agisindan, hayvansal
gidalara erisim oldukca 6nemlidir. Tiirkiye ekonomisi i¢in, koyun-kegi yetistiriciligi
onemli bir kaynaktir, ¢iinkii bu faaliyet et, siit, yiin, tiftik, kil ve deri tiretimine katkida
bulunur. Tiirkiye’de, diger iilkelerde oldugu gibi, gelismis iilkelerle karsilastirildiginda
son zamanlarda gida tiretiminin belirgin bir sekilde azalmasi nedeniyle, tarimsal ve
hayvansal tiretimin artirilmasi stratejik bir gerceklik halini almistir. Koyunculuk,
genellikle Dogu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri'nde yasayan insanlar i¢in oncelikli
bir ge¢im kaynagidir. Ayrica, siit, et, yiin, tiftik, kil ve deri gibi ¢ok sayida {irliniin
iretimi sayesinde koyunculuk, is olanaklar1 da saglamaktadir. Bu durum hem
ekonomik hem de sosyal agidan Tiirkiye i¢in 6nemli bir katki saglamaktadir (Semerci
ve Celik, 2016). Koyunlar, Bovidae familyasina ait olan Ruminantia alt takimindaki
hayvanlardir. Insanlar tarafindan binlerce y1l 6nce evcillestirilmislerdir. Et, siit ve yiin
gibi kaynaklarindan g¢esitli yararlar elde edilmektedir. Tiirkiye'deki hayvancilik
sektorii i¢in, koyunlarin sagladigi verim ve besleme avantajlar1 oldukga kritik bir

oneme sahiptir (Uluyol, 2018).

Hayvansal verimliligi artirmak icin planli 1slah ¢aligmalar1 biiyiikk 6nem tasir.
Bu amagla, 0Ozellikle dondurulmus spermanin kullanildigi suni tohumlama
uygulamalarindan yararlanmak biyoteknolojik yontemler arasinda one ¢ikmaktadir.
Ozellikle biiyiikbas hayvanlarda gergeklestirilen suni tohumlama uygulamalari,
dondurulmus sperma kullanimi sayesinde kanitlanmis iistiin genetik 6zelliklere sahip
damizlik hayvanlari ortaya ¢ikarmis ve bu 6zellikleri sonraki nesillere aktarabilen bir
yontem olarak genis bir cografyada basariyla kullanilmaktadir. Ancak, koyunlarda
suni tohumlama uygulamalarinin saha kosullarinda sinirli kalmasinin nedenleri vardir.
Bu nedenlerden biri, koyunlarda serviksin vaginal yolla intrauterin tohumlama igin bir
engel olusturmasidir. Diger bir faktor ise, heniiz kog spermasinin dondurulmasinda
istenen basariya ulagilamamis olmasidir. Bu durum, tohumlama sonrasi gebelik

oranlarinin diisik olmasina ve uygulamanin genel etkinliginin kisith kalmasma yol



acmaktadir. Bu sorunlarin asilmasi i¢in daha ileri biyoteknolojik ¢alismalar ve teknik

gelismeler gerekmektedir (Ak ve ark., 2010; Marco-Jimenez ve ark., 2005).

Kog¢ spermatozoonlarmmin membran yapisi, oransal olarak doymamis yag
asitlerinden zengin olup, kolesterol agisindan oldukga disiiktiir. Bu 6zellik, kog
spermasinin donma ve ¢oziinme islemlerine karsi daha hassas olmasina sebep
olmaktadir (Ak ve ark., 2010; Bacmoglu ve ark., 2007). Bunun yaninda, membran
coklu doymamis yag asitlerinin reaktif oksijen tiirleri (ROS, Reaktif Oksijen Tiirleri)
saldirilarina karsi birincil hedef olmasi, 6zellikle donma ve ¢oziinme siireclerinde lipit
peroksidasyonunu artirmaktadir. Bu durum, spermada motilite kaybina, akrozom ve
membran hasarlarina yol acgarak fertilizasyon oranlarimi diisiirmektedir (Dowling ve

Simmons, 2009; Omiir, 2011).

Sperma dondurma islemlerinde kullanilan yontemler ve sulandirici igeriklersi,
¢Ozdiirme sonrasi basar1 iizerinde belirleyici olan en 6nemli faktorlerdir (Salamon ve
Maxwell, 2000). Giiniimiize kadar, ¢esitli sulandirma, sogutma, dondurma ve
¢Ozdiirme yontemleri gelistirilmis ve farkli sulandiric tiirleri kullanilmistir. Ayrica,
genellikle sulandiriciya eklenen katki maddelerinin etkinlikleri {izerine arastirmalar

yapilmistir (Al-Mutary ve ark., 2020).

Sunulan bu ¢alismada c¢esitli sistemler tizerine antioksidan etkinligi ortaya
konulmus olan safranalin ko¢ sperma sulandiricisina eklenerek ¢6ziim sonu bazi
spermatolojik parametreler iizerine etkisinin olup olmadiginin ortaya konmasi

amaclanmustir.



2. GENEL BILGILER

Canlilarin ¢evresel sartlara, genetik yapilarina, fizyolojik 6zelliklerine, hormon
diizenlerine, davranigsal durumlarina ve psikolojik etkenlere bagli olarak iireme
faaliyetleri diizenlenir. Hayvanlar, iireme dongiilerine gore polidstrik hayvanlar,
mevsimsel poliostrik hayvanlar ve monodstrik hayvanlar olarak ii¢ gruba ayrilabilirler.
Ornegin, inek, manda ve domuzlar, gebe olmadiklar1 dénem boyunca cinsel
aktivitelerini devam ettiren poliostrik hayvanlardir. Diger yandan, gebe olmadiklar
stire i¢inde iireme mevsiminde cinsel aktivite gosteren hayvanlar mevsimsel poliostrik
hayvanlar olarak adlandirilir. Tiirkiye kuzey yarim kiirede bulundugundan, kisraklar,
disi hamsterlar ve kediler, glinlerin uzamasiyla (baharin baslangici) cinsel aktivitelere
baglar; ancak koyun ve kecilerde giin 1s181inin kisalmaya baglamasiyla (sonbahar
aylar1) iireme faaliyetleri aktiflesir. Iki dstrus dénemi arasinda belirgin bir andstrus
donemi bulunan hayvanlar ise monodstrik hayvanlar olarak smiflandirilir. Bu
kategoriye kopekler ve yabani karnivorlar ornek olarak verilebilir (Hafez, 2000;
McDonald ve Pineda 1989).

Koyunlar gibi fotoperiyodik hayvan tiirlerinde, lireme aktivitesini diizenleyen
temel ¢evresel faktor giin uzunlugudur. Giinlerin kisalmasi, yani giin 15181 siiresinin 14
saatin altina diismesi, hormonal aktiviteyi tetikler. Bu durum, Tirkiye gibi kuzey
yarimkiirede bulunan {ilkelerde, Ostrus siklusunun giinlerin kisalmaya basladigi
(sonbahar aylar1) donemde baslamasina ve kisin son aylarina dogru sona ermesine
neden olur. Kis mevsiminin sonlarina dogru baslayan ve yaz mevsiminin ortalarina

kadar devam eden bir andstrus donemi mevcuttur (Kacar ve ark., 2016).

Koyunlarin ortalama ostriis siklusu siiresi 16-17 giindiir ve bir sezonda gebe
kalmazlarsa, genellikle 6 ila 9 kez oOstriis siklusu gosterebilirler. Yani, tireme
mevsiminde diizenli olarak Ostriis dongiilerini yasayabilirler. Ancak, her dongiide
gebelik gergeklesmeyebilir (Kalkan ve Horoz, 1999;Ward 1986). Laktasyon donemi,
irk 6zellikleri, cevresel sicaklik degisimleri, yas, ortamda kog varligi, beslenme diizeni
ve stres gibi etkenler, lireme aktivitesini dnemli 6l¢iide etkilemektedir (Canoglu ve

Saribay, 2015; Dogan ve Nur, 2006; Jainudeen ve ark., 2008).



2.1. Koclarda Spermatogenesis

Seminifer tiiblillerdeki  boliinmeler ve  farklilasmalarin  testislerde
gerceklesmesi sonucunda tamamlanan bir siire¢ olarak adlandirilan spermatogenezis,
spermatozoon tretimini igerir (Castrillejo ve ark., 1995). Koglarda, spermatogenezis
stireci 1rklar arasinda degisiklik gosterir. Bu siire¢, dogumdan sonra 60-70. giinler
arasinda baglar ve 180-216. (pubertas) giinlerde tam bir spermatogenezise ulasir.
Koglarda bu siire¢ ise 46-49 giindiir. Spermatozoa tiibiillerden ayrilir ve seminifer
tiibtiliin bosluguna hareket eder, sonunda rete testis yoluyla epididimise ulasir. Bu
stireg, "epididimal go¢" olarak adlandirilir ve genellikle 12-14 giin i¢inde tamamlanir.
Spermatozoa, epididimal gog sirasinda motilite kabiliyeti kazanir ve olgunlasir (Coyan
ve ark., 2002). Koglarda, spermatogenezis olarak bilinen spermatazoon gelisim
slirecinin yas, genetik ge¢mis, sicaklik, nem, bakim-beslenme uygulamalar1 ve giin
15181 siiresi gibi ¢esitli gevresel faktorlerden etkilendigi bildirilmektedir. Bu unsurlarin

spermatolojik parametrelerde degisikliklere yol agtig1 belirtilmektedir (Saleh, 1997).

2.2. Kog¢larda Sperma Alma Yontmleri

Koglardan sperm alma islemi igin ¢esitli yontemler bulunmakla birlikte, ancak
genellikle dort farkl teknik yapilmaktadir (Ak, 2005).

2.2.1. Suni Vajina Yontemi ile Sperma Alinmasi

Suni vajina, sert bir kauguk dis tiip, i¢ kilif, baglanti hunisi ve sperma toplamak
icin dereceli bir hazne gibi bilesenlerden olusur. Suni vajinanin boyutlarin yaklagik
19-20 cm uzunlugunda ve yaklasik 5 cm i¢ ¢apindadir. Sperma alimi 6ncesinde suni
vajinanin sicaklig, koclarin duyarli oldugu bir faktdrdiir ve bu nedenle i¢ sicaklik 41-
44°C arasinda olmalidir. Hava verilerek gerekli basing ayarlanmali ve suni vajina ile
penis arasinda yumusak bir temas saglamak icin kayganlastirict (vazelin gibi)
striilmelidir. Tiim hazirliklar tamamlandiktan sonra, kogun libidosunu artirmak ve
belirlenen ortamda sperma toplanmasini kolaylastirmak i¢in Ostrus donemindeki bir
koyunun yardimi gereklidir. Bunu takiben koyun giivenli bir sekilde tutulmali, kogun

ise serbest¢e hareket etmesine ve tipik ¢iftlesme davranislarini gergeklestirmesine izin



verilmelidir. Kog koyuna atladiginda, sperma toplayan kisi spermanin toplanmast i¢in
penisi prepusyumdan suni vajinaya dikkatlice yonlendirmelidir. Daha sonra kogun
koyundan inmesine izin verilmelidir. Bu asamada, suni vajinanin penise miimkiin
oldugunca paralel tutulmasi ve kogun iireme organina zarar gelmesinin 6nlenmesi ¢ok
onemlidir. Suni vajina kullanma teknigi, koglardan sperma toplamak i¢in en uygun ve
fizyolojiye en yakin teknik olarak kabul edilmektedir. Yapilan arastirmalarda, bu
yontemin kullanilmasiyla elde edilen spermanin suni tohumlama icin basari
oranlarinin, diger yontemlere gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bununla birlikte,
bu yontemin koglarin siire¢ i¢in egitilmesi gerekliligi ve sperma toplama sirasinda
kizgin bir disinin bulundurulmasi gibi bazi1 zorluklar1 oldugunu belirtmek gerekir.

(Gordon, 1999; Ileri ve ark., 1996; Sénmez, 2013).

2.2.2. Elektro-Ejakiilator Yontemi ile Spermanin Alinmasi

Elektro-ejakiilator yardimiyla sperma alma islemi, 6zel bir mekanik donanima
ihtiya¢ duyan bir prosediirdiir. Bu mekanik donanim, birka¢ béliimden olusur. Ilk
olarak, rektal bir prob olan i¢i dolu, ucu yuvarlatilmis ve uygun boyutta sert plastikten
yapilmis bir cihaz bulunmaktadir. Bu prob, elektrik akimini iletmek i¢in tasarlanmig
bipolar metal plakalarla donatilmistir. Ayrica, prob elektro-ejakiilatoriin diger bolimii
olan kontrol iinitesine baglanmaktadir. Kontrol iinitesi, elektrigi kontrol ederek
uyarilar1 saglayan ve bu amagcla pil veya sehir elektrigi kullanabilen bir {initedir.
Elektro-ejakiilatorler, istenilen siirelerde degisen akim degerlerinde (0-12 V) elektrik
uyarimi iiretebilir. Bu uyarim ile, belirli oranlarda ve siirelerde hayvanin bel ve sagri
bolgelerinden koken alan sinirleri uyarilir. Sonug olarak, ampulla ve ductus deferens
uyarilarak, ereksiyon saglanir ve ejakiilat alinir (Ileri ve ark., 1996; Marco-Jimenez ve
ark., 2008). Mukozaya yiiksek seviyelerde elektrik akimi1 uygulanmasinin, hayvanda
giiclii reaksiyonlara neden olabileceginin bilinmesi énemlidir. Bu nedenle, spermasi
alinmasi planlanan hayvanin zapturapti son derece 6nemlidir. Zapturapta alma islemi
tamamlandiktan sonra rektal prob, vazelin veya tuzlu su gibi kayganlastirict bir madde
ile kaplanir ve ardindan rektuma yerlestirilir. Elektrik akimi uygulamasi, asamali
olarak diisiik bir degerden baslayarak (2-12 V arasi), 1-2 saniyelik siirelerle artirilir.
Uygulanan elektrik akimmin frekansi ve hayvanlar arasindaki bireysel farkliliklar

dikkate alindiginda, ejakiilat genellikle yaklagik 5-7 uyarimdan sonra elde edilebilir.



(ileri ve ark., 1996; Sonmez, 2013; Varish ve ark., 2009). Suni vajina yontemiyle
karsilastirildiginda, elektro ejakiilasyon tekniginin fantom gerektirmemesi ve bir
egitim doneminin olmamasi gibi avantajlari, bu yontemi digerlerinden ayiran one
¢ikan yonlerini olusturmaktadir. Ancak, bu yontemin dezavantajlar1 arasinda, suni
vajina yontemine kiyasla daha diisiik kalitede spermanin elde edilmesi ve hayvana
rahatsizlik verebileceginden dolay1, zaptizapti i¢in insan giiciine ihtiya¢ duyulmasi

bulunmaktadir (ileri ve ark., 1996; McDonald ve Pineda, 1989; Sénmez, 2013).
2.2.3. Normal Asim Sonrasi Vajinada Birikmis Spermanin Geri Alinmasi

Gegmiste kullanilan bu yontem, vajinadan kaynaklanan potansiyel
kontaminasyon riskleri nedeniyle giivenilir bir yontem olarak kabul edilmemektedir.
Ayrica, kocun verdigi spermanin énemli bir kismi vajinada kaldigindan, tiim spermay1
almak mimkiin degildir. Bu yolla sperma elde etmek i¢in, koyunun kizgin olmamasi
tercih edilmelidir. Ciinkii kuru bir vajinada vajinal salgilarin spermayla karisma riski
daha diisiiktiir. Ancak, kizgin doneminde olmayan koyuna ulagmak ve spermay1
iletmek koglar icin zor olabilir. Bu nedenle, koglarin once kizgin donemindeki
koyunlar1 birka¢ kez agsmalarina izin vermek ve ardindan spermanin alinacagi koyuna
yonlendirmek daha uygun olacaktir. Kizginlik doneminde olup olmadigina
bakilmaksizin, vajinanin temizlenmesi 6énemlidir. Ozel pipetler araciligiyla vajinadan

spermanin alindig1 bu yontem, iireme koglarindan yeterli verimi elde etmek i¢in uygun

bir segenek degildir (Ak, 2005).
2.2.4. Ampulla Masaji ile Sperma Eldesi

Hayvanlardan sperma alma siiresi seksiiel reflekslerin uyarimindan
ejakiilasyona kadar, norolojik, vaskiiler ve hormonal olaylar zinciri araciligiyla
gerceklesir. Ampulla masaj yonteminde, rektal mukoza iizerinden gercgeklesen
uyarimlar ile ejakiilason baglatilabilir. Transrektal dijital masaj (TRDM) olarak da
adlandirilan bu yontem ile aksesuar bezlerin manipiilasyonundan sonra, S2-S4 omurga
segmentlerinden gelen parasempatik c¢ikti, refleksojenik ereksiyonu baslatir ve
ejakiilasyon sirasinda spermanin pulsatil olarak disar1 atilmasini saglar; ayn1 zamanda

spermanin innervasyonunu pudendal sinir ve penisin dorsal siniri araciligiyla



baslatilmaktadir. TRDM y06ntemi, libido diisiikliigii, topallik gibi durumlarin yani sira,
ereksiyon hemodinamiginde sorun yasayan tekelerde tercih edilmektedir. Uygulama
oncesi, prepusyal alanin temizligi gergeklestikten sonra ilk olarak gaita bosaltilir.
Rektal mukoza yoluyla vezikiiler bezler ve ampullalar {izerinde giiglii bir ileri-geri
hareket uygulanarak ejakiilasyon izlenir. Ejakiilasyonun basladigi gézlenmesinin
ardindan, ampulladan pelvik iiretraya uyarimin devam etmesi amaciyla masaja devam
edilmektedir. Masajin rektal mukozanin travmatizasyonunu onlemek i¢in maksimum

5 dakika ile sinirlandirildigi unutulmamalidir (Tekin ve ark., 2020).

2.3. Spermanmin Kriyoprezervasyonu

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin, dokularin veya diger canli organizmalarin
(bakteri, fungus, bitki vb.) biyolojik aktivitelerini sifirin altindaki sicakliklarda
durdurarak, gelecekteki kullanim i¢in geri doniistiiriilebilir bir sekilde koruma
islemidir. Spermanin Kkriyoprezervasyonu, sogutma, ekilibrasyon ve dondurma
asamalarin1 kapsayan bir yontemdir (Medeiros ve ark., 2002). Spermatozoa, organik
bir materyal olmasindan dolay1 diisiik sicakliklara adapte olmada zorluk yasasa da
uygun sekilde uygulanan kriyoprezervasyon yontemleri sayesinde canliliklarini ve
diger fonksiyonlarini basariyla yeniden kazanabilmektedir (Medeiros ve ark., 2002).
Kriyoprezervasyonun, spermatozoanin uzun siireli saklanmasina olanak tanidigi i¢in
avantajli bulunsa da, bu siire¢ ayni zamanda spermanin ¢esitli boliimlerine zarar
verebilecek asamalar igermektedir. Spermanin dondurulma ve ¢oziilme siirecleri,
sicaklik degisimlerinin yan sira, sulandirici, kriyoprotektan ve membranlar arast sivi
tasinim1 iizerinde Onemli etkiler yaratmaktadir. Ornekler, dondurmanin birinci
asamasinda hizla diisiik sicakliklara maruz kaldiklar1 igin, hiicrelerdeki su
molekiillerinde yogunlagmalara yol agarak ardisik reaksiyonlar baslar. Hiicreler, hizli
sogutma islemi sonucunda donma sicakligina ulasir. Bu sicakligin altinda, rastgele
olusan farkli boyutlardaki buz kristalleri meydana gelir. Buz kristali olusumu
ekzotermik bir reaksiyondur ve kristallesmenin baglamasindan hemen 6nce ortamda
bir sicaklik artigina yol acar. Bu nedenle, hiicrelerin i¢indeki ve arasindaki sicakliklar,
dondurma islemi tamamlanmadan sadece birka¢ dakika once dengeye ulasir. Bu
fizyodinamik sicaklik degisiklikleri, sperma dondurma islemi sirasinda azot buhari

tizerindeyken gerceklesir. Bu nedenle, bu islem sirasinda hiicre i¢i ve hiicreler arasi



sicaklik degisikliklerinin tolere edilebilir sinirlar iginde olmasi ¢ok onemlidir. Aksi
takdirde, hiicre iizerinde fazla zararli etkiler olabilir. Buz kristallerinin olusumuyla
birlikte, hiicreler arasi ortamdaki su miktarin azalmasi sonucunda ortam hipertonik
hale gelir. Hiicreler, donmamis konsantre igeriklerle ozmotik etkilesime girer ve bu
sliregte hiicre membranindan su ¢ikisi gergeklesir. Sonug olarak, hiicrede dehidrasyon

meydana gelir ve hiicre biiziisur.

Sperma dondurma islemi iki etkilesimli yan etkiye neden olur:

o Yavas bir sogutma hizinda, ROS’da bir artis olur ve hipertonik igerikli
hiicrelerin uzun siire bir arada bulunmasi nedeniyle yag ve protein ekstraksiyonu gibi
zararh etkilere yol acar.

. Sogutma hizi asir1 (hizliysa), hiicreden su c¢ikisi yeterli miktarda

ger¢eklesmediginden 6liimciil hiicre i¢i buz kristali olusumuna neden olur.

Kriyoprezervasyon islemi sirasinda sperma hem buz kristalleri hem de
konsantre, donmamis igerik ile etkilesime girer. Sonug olarak, kriyoprezervasyonda
kullanilan ¢6zeltinin igerigi ve donma hizi, spermanin istenen sekilde dondurulmasini

saglamak i¢in ¢ok 6nemli faktorlerdir (Holt ve Linda, 2014).

2.3.1. Spermanin Sulandirilmasi

Sulandirma orani, spermanin dondurma islemine etki eden unsurlardan biridir.
Genellikle ko¢ spermasi, tohumlama dozu gbz Oniine alinarak hacim/hacim (v/v)
oraninda veya daha diisiik bir oranda sulandirilmaktadir (Colas, 1975; Fiser ve ark.,
1987). Azaltilmis sulandirma islemi yeterli fertilite oranlarina ulasmada etkili olsa da,
dondurma iglemi sirasinda spermatozoaya zarar verdigi ve dondurma ¢ozdiirme
isleminden sonra sperma kalitesini diisiirdiigii gozlemlenmistir (Gil ve ark., 2000; Gil
ve ark., 2002). Buna ek olarak, yiiksek sulandirma oraninin akrozom hasari oranini
artirdigi  bildirilmistir (Prathalingan ve ark., 2006). Baska bir c¢alismada, kog
spermasinin sulandirilmasinda 100-200/mL milyon spermatozoa konsantrasyonuna

ulasacak sekilde hesaplanmasi gerektigi, konsantrasyonu artirmanin c¢ozdiirme



sonrasinda kalitenin azalmasina neden olabilecegi belirtilmektedir (Alvarez ve ark.,
2012).

Arastirmalarda, dondurulan kog¢ spermasiyla ilgili karsilagilan sorunlarin bir
kisminin ¢oziimii konusunda bazi olumlu sonuglara ulasilmistir (EI-Alamy ve Foote
2002; Morrier ve ark., 2003). Ancak bu arastirmalarda tercih edilen sulandirma
miktarlar1 intraservikal tohumlama i¢in ¢ok yiiksektir (D’Allessandro ve ark., 2001;
Gil ve ark., 2003). Intraservikal tohumlamada payette ideal oran 200x10°
spermatozoon olarak belirlenmistir. Bu miktara ulasmak icin yaklasik 1+3'liik bir nihai
sulandirma orani kullanilmalidir. Bununla birlikte, bu diisiik sulandirma oraninin
spermatozoayr dondurma isleminin olumsuz etkilerinden yeterince korumadigi

bildirilmistir (D’ Allessandro ve ark., 2001; Salamon ve Maxwell, 2000).

Kog spermasmin donma ve ¢oziilmeye kars1 hassasiyeti, arastirmacilar gesitli
sulandiric1 maddeleri kesfetmeye, c¢esitli kriyoprotektanlar1 ve antioksidanlar
degerlendirmeye sevk etmistir (Chen ve ark., 1993; Gokgen ve ark., 1985). Kog ve
teke spermasini sulandirmak i¢in genellikle hafif hipertonik Ozellikteki ¢ozeltiler
siklikla kullanilmaktadir (Barbas ve Mascarenhas, 2009).

Sulandiricilarin - gelistirilmesine yonelik baslatilan ¢alismalarda organik
malzemeler sulandirici  gelistirmede O6nem kazandik¢a, arastirmacilar Tris
(hidroksimetil aminometan) sulandiricisini olusturmuslardir (Visser ve Salamon,
1973). Arastirmalar, Tris sulandiricisinin tamponlama kapasitesinin fosfat ve sitrat
sulandiricilarina kiyasla daha verimli oldugunu ve ayrica daha diisiik toksisite
seviyelerine neden oldugunu gostermistir (Mesaros ve Gamcik, 1992; Salamon ve
Visser, 1972). Tris, spermatozoaya niifuz etme kapasitesi ve pH degisikliklerine karsi
hiicre i¢i tampon olarak etkinligi nedeniyle boga, ko¢ ve hatta insanlardan alinan
spermanin korunmasinda kullanilmistir (Kerpigei, 2015). Calismalar, 10-50 mM
arasinda degisen ¢esitli Tris konsantrasyonlarmin spermatozoon metabolizmasi ve
hareketliligi lizerinde zararli etkiler gostermedigini ve hatta 250-400 mM'ye kadar olan
konsantrasyonlari tolere edebildigini bildirmistir (Salamon ve Maxwell, 2000; Visser
ve Salamon, 1973). Son yillarda boga spermasinit dondurma amactyla kullanilan ticari

sulandiricilarin bazilarinin ayn1 zamanda kog spermasinin dondurulma islemlerinde de



etkili olabilecegi bildirilmistir (Kulaksiz ve Dagkin, 2007). Ancak, bazi arastirmacilar
yumurta sarist gibi bireysel, irksal ve tiirsel farkliliklar iceren maddelerle hazirlanan
sperma sulandiricilarinin  mikrobiyal kontaminasyon riski tasiyabilecegine dair
endiselerini dile getirerek, ticari sentetik sperma sulandiricilarinin kullanilmasi1 daha
saglikli bir alternatif olarak diisiintilebilecegini belirtmislerdir (Aires ve ark., 2003;
Bousseau ve ark., 1998; Gavin- Plagne ve ark., 2018; Lopez-Saez ve ark., 2000; Smith
ve ark., 1993).

2.3.2. Spermanin Sogutulmasi

Spermanin sogutulma isleminin temel amaci, spermatozoon metabolizma
hizin1 yavaglatmak ve hiicreleri donma siirecine hazirlamaktir. Bdylece,
spermatozoonlar enerji kaynaklarini daha uzun siire koruyabilir ve daha az metabolit
olusumu saglanabilir (Salamon ve Maxwell, 2000). Sulandirmanin ardindan, sperma
1,5-4 saat arasinda bir siirede 5°C'ye sogutulmali ve ardindan siv1 nitrojen buharinda
dondurulmadan 6nce payetlere ¢ekilmelidir (Cseh ve ark., 2012). Sperma, 30°C'den
4°C'ye hizla sogutuldugunda soguk sokuna maruz kalabilir ve bu durum spermatozoa
tizerinde yapisal hasarlara neden olabilir (Gilmore ve ark., 1998; Watson, 2000).
Yapilan bir ¢alismada, dakikada 0,3 °C'yi asan sogutma hizlarinin kog¢ spermasinda
spermatolojik ozellikler {izerinde zararli bir etkisi oldugu kaydedilmistir. Dahasi,
sogutma hizinin dakikada 0,6 ve 0,9 °C'ye yiikseltilmesi, ¢6ziilme sonrasinda total ve
progresif motilite tizerinde giderek daha olumsuz etkilere yol agmistir (Demir ve ark.
2015).

2.3.3. Spermanin Dondurulmasi

Bu amagla ¢esitli yontemler kullanilmakta olup, en yaygin olanlarindan biri
payet yontemidir. Bu yontemde 0,25-0,50 ml hacminde, bir ucunda sivi ile temas
ettiginde s1zdirmazlik saglayan bir kapatma yapisi bulunan payetler kullanilir. Sperma
payetin icine g¢ekildikten sonra, agik ug¢ ya ezilir ya da polivinil alkol ile kapatilir.
5°C'de ekilibrasyona alinir ve ardindan sivi azotla dolu bir dondurma kabininde sivi
azot buharinda dondurma islemi gergeklestirilir. Dondurulduktan sonra payetler

gobletlere yerlestirilir ve -196°C'de s1v1 azot i¢inde saklanir ({leri ve ark., 2000).
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Spermatozoanin metabolik aktivitesinin +5 °C'de azaltilmasi, hiicrelerin
canliligint uzun siire korumasini saglar. Bununla birlikte, spermatozoa hiicrelerinin
siirlida olsa aktivitesi nedeniyle, dogal olarak katabolik yolla yaslanmaya ugrayacak
ve sonunda Oleceklerdir. Bunu 6nlemek i¢in spermatozoa -110 ila -130 °C sicaklik
araliginda dondurulmalidir (Medeiros ve ark., 2002). Dondurma ve ¢6zme asamalari
sirasinda, hiicre i¢inde biiyiik hacimlerde buz kristallerinin veya sivi yogunlagmasinin
bulunmasi nedeniyle hasar meydana gelebilecegi kaydedilmistir. Dondurma islemi
sirasinda hiicrelerdeki dehidrasyon zararli olarak kabul edilmektedir. Cok hizh
dondurma isleminin termal sok ve hiicre i¢i buz olusumuna neden oldugu, yavas
uygulamanin ise biiylik buz kristallerinin olusumunu engellemekle birlikte bu
dondurma hizinda kullanilan ¢6zeltiler nedeniyle hasara yol acabilecegi bildirilmistir.
Bu etki, yavas dondurma tekniginin dncelikle suyu dondurmasi ve bodylece hiicre
icindeki tuz konsantrasyonunu artirmasi ile iligkilidir. Sonug olarak, uzun dondurma
siiresi boyunca ozmotik basingtaki yiikselme, hiicre ve akrozomdaki protein ve
lipoproteinlerin zarar gormesine neden olabilir (Hafez, 1993). Dondurma sirasindaki
en Onemli olay kristallesmedir. Bu siire¢ donma hizi, kristal boyutu, viskozite,
membran gecirgenligi, hiicre i¢cindeki veya disindaki slispansiyonlar ve olusan ilk
kristallerin 6zellikleri gibi faktorlerden etkilenir. Ideal olarak, ¢ok sayida kiiciik
hacimli kristal olusmalidir (Ak ve ark., 2010).

Spermatozoadaki membran hasarinin 6ncelikle -15°C ile -60°C sicaklik
araliginda donma ve ¢dzme islemleri sirasinda meydana geldigi rapor edilmistir.
Depolama sicakliginin (-196°C) ise 6nemli bir zarara neden olmadigi bildirilmistir
(Mazur, 1965; Mazur, 1984).

2.3.4. Spermanin Cozdirilmesi

Cozdiirme teknikleri, spermatozoanin canlilifini ve morfolojik biitiinliiglini
korumada kritik bir rol oynar. Spermatozoa, -196 °C depolama sicakligindan 37°C'ye
ulagsmak i¢in -60 °C ve -15 °C olmak iizere iki kritik sicaklik bolgesinden gecer. Bu
asamalar sirasinda, belirgin sicaklik degisiklikleri, motilitede, morfolojik biitlinliikte
ve biyokimyasal ve islevsel olaylarda degisikliklere ve hasara yol acar. Coziilme

sirasinda, hiicre dis1 ¢ozeltinin yogunlugu azaldik¢a ve hiicre icindeki su hacmi
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dengeye ulastik¢a, spermatozoon membrani genis ¢apli biiziilme veya sismeye maruz

kalabilmektedir (Salamon ve Maxwell, 1995).

Spermanin ¢ozdiiriilmesi silirecinde, hiicre i¢inde tekrar kristal olusumlar
meydana gelir. Donma agamasina benzer sekilde, bu tekrar olusan kristal yapilar
hiicrelere zarar verebilir. Rekristalizasyon kaynakli potansiyel hasarlar1 6nlemek igin
spermanin hizli bir sekilde ¢ozdiiriilmesi gerekmektedir (Holt ve North, 1994,
Salamon ve Maxwell, 2000). Ek olarak, hizli ¢6zdiirme yontemi uygulandiginda hiicre
ici ve disindaki ortam arasindaki denge daha hizli saglanir, bu da spermatozoonlarin
hiicre disindaki hiperozmotik ortama maruz kalma siirelerinin kisalmasina neden

olmaktadir (Salamon ve Maxwell, 2000).

Intraservikal tohumlama sonrasinda 50°C'de ¢ozdiiriilen kog spermas: ile
35°C'de ¢ozdiiriilen sperma arasinda gebelik oranlari agisindan onemli bir fark

gozlenmemistir (Paulenz ve ark., 2004).

2.4. Serbest Radikaller

Bir atom, zit spinlere sahip iki elektronla ¢evrelenmis proton ve ndtronlardan
olusan bir ¢ekirdekten olusur. Yoriinge boslugu i¢inde hareket eden bu elektronlara
"eslestirilmis elektronlar" veya "ortaklanmis elektronlar" adi verilir (Dikici, 1999).
Yapilarinda eslestirilmis elektronlar igeren atomlar veya molekiiller kararli yapilar
sergilerler (Firat, 1997; Halliwell, 1987). Elektron eslesmesi bozulursa molekiil veya
atom kararsiz hale gelir, reaktif hale gelerek serbest radikal haline doniisiir. Bagka bir
deyisle; dis yoriinge boslugunda tek sayida elektron bulunan veya esit olmayan sayida
proton ve elektrona sahip olan atom veya molekiillere "serbest radikaller" ad1 verilir
(Akkus, 1995; Halliwell ve Chirico, 1993). Serbest radikaller, reaksiyona girdikleri
molekiilleri bagka serbest radikallere doniistiirerek hiicredeki hasarin yayilmasina
sebep olabilirler (Crawford, 2015). Serbest radikaller genelde, ROS, reaktif nitrojen
tirleri (RNT) ve reaktif siilfiir tiirleri (RST) olarak simiflandirilir (Fehrenbach ve
Northoff, 2001; Lii ve ark., 2010). Oksijen kaynakli reaktif oksijen tiirleri, canli
organizmalarda hem fizyolojik hem de patolojik etkilere neden olan temel serbest
radikallerdir. Siiperoksit (O2), hidroksil (OH), hidrojen peroksit (H202) bu reaktif
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oksijen tiirleri arasinda one ¢ikar. Ayrica, peroksil radikali, alkoksil radikali gibi
oksijen kaynakli olmayan diger radikaller de serbest radikallerin reaksiyonlari
sonucunda meydana gelen diger radikalleri i¢erir (Cheseseman ve Slater, 1993; Erenel
ve ark., 1993; Fehrenbach ve Northoff, 2001).

Serbest radikaller temelde ti¢ farkli sekilde meydana gelir: Kovalent baglarin
homolitik kirilmasi, bag yapisindaki iki elektronun, kovalent bagin kirilmasi sirasinda
atomlar iizerinde ayr1 sekilde kalabilmesi anlamina gelir. Bir molekiilde tek bir
elektronun transferi durumunda, radikal olmayan molekiil elektron kaybettiginde,
orbitalin diginda eslesmemis bir elektron kalmasi radikal olusumuna neden olur.
Ayrica, radikal olmayan normal bir molekiil, bir elektron transferiyle orbitalinde

eslesmemis elektron olusumu gerceklestirdiginde, radikal olusumu meydana gelebilir
(Halliwell, 1997).

2.4.1. Serbest Radikal Kaynaklari

Canli organizmalarda serbest radikaller, endojen ve eksojen kaynaklardan
kaynaklanabilir. Hiicre i¢cinde ve ¢evresinde siirekli olarak iiretilme egilimindedirler

(Sarma ve ark., 2010; Sen ve ark., 2010).

2.4.1.1. Endojen Kaynaklar

Mitokondride aerobik solunum sirasinda oksijenler, serbest radikallerin yan
irlinii olarak katalize edilirler. Herhangi bir inflamasyon olustugunda, sitokinler
serbest kalir ve bu durumda nétrofiller ve makrofajlar serbest radikaller tiretir. Lipit
peroksidasyonu, mitokondriyal oksidaz ve ksantin oksidaz gibi, cesitli kaynaklardan
da serbest radikaller olusabilir. Ayn1 zamanda, arasidonik asit metabolizmasi ve diiz
kaslar da serbest radikal iiretebilirler. Endoplazmik retikulumda sitokrom p450
sisteminde meydana gelen elektron kagaklari, ksantin oksidaz (XO) enzim reaksiyonu
sirasinda ve nikatinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) gibi, oto-oksidasyon
reaksiyonu gerceklesirken serbest radikaller ortaya c¢ikabilir. Viicutta yasanan
yorgunluk ve stres durumlarinda da toksik bir yan {iriin olarak serbest radikaller

tiretilir. Ayrica, viicutta stresi tetikleyen kortizol ve katesolamin gibi hormonlar da
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kendileri serbest radikallere doniisebilirler. Patojenlere karst immun sistem hiicreleri,

ROS ve oksijen radikalleri lireterek yanit verirler (Sarma ve ark., 2010).

2.4.1.2. Eksojen Kaynaklar

Ultraviyole (UV) 1sinlari, gama isinlari, X 1sinlari, mikrodalga isinlari,
yanginlar, karbon monoksit, volkanik aktivite, asbest, benzen, formaldehit, ozon,
toluen ve benzeri hava kirleticiler, temizlik {irlinleri, yapistirici, boya, tiner, parfiimler,
bocek ilaglar1 ve diger kimyasallar gibi etkenler, kloroform, trihalometanlar gibi su
Kirletici olarak kabul edilen maddeler, alkol, sigara, sigara dumani ve egzoz dumani

serbest radikallerin olusumuna katkida bulunabilirler (Sen ve ark., 2010).

2.5. Serbest Radikallerin Spermatozoon Uzerindeki Etkileri

Spermatozoonlarinin normal faaliyetleri i¢in diisiik diizeylerde ROS’a ihtiyag
duyulsa da bu diizeyler antioksidan sistemlerin basa ¢ikamayacagi seviyelere
ulastiginda, patolojik etkilere neden olabilir. Maruz kalinan ROS'un etkisi, siiresi ve
siddeti, patolojik etkinin degismesine neden olabilmektedir (Kothari ve ark., 2010).
Spermatozoonlarda ROS kaynakli hasarlarin oncelikle meydana geldigi bolge, hiicre
membranini olusturan lipit yapi birimleridir. Spermatozoonlarin membran yapisi,
somatik hiicrelere kiyasla 6nemli Ol¢lide farklidir. Plazma membrani, i¢inde yogun
miktarda fosfolipit, sterol, doymus ve doymamis yag asidi bulunduran ¢ift tabakali bir
yaptya sahiptir (Tirk, 2015). Spermatozoon membraninin yaklasik yarisi, her bir
molekiiliinde 6 adet doymamus ¢ift karbon bagi iceren dokosaheksaenoik asit (DHA)
tarafindan olusturulur. Hiicre membranindaki bu yiiksek orandaki doymamis yag asidi,
spermatozoon-oosit fiizyonunu saglamak icin kritik bir rol oynayan membranin
akigkanligin1 destekler. Ayrica, spermatogenezis, epididimal olgunlagsma, disi genital
kanal i¢indeki kapasitasyon siireci ve akrozom reaksiyonu gibi olaylar sirasinda,
membran lipitlerinin kompozisyonunda bir dizi degisiklik meydana gelir (Sanocka ve
Kurpisz, 2004; Surai ve ark., 2001; Wathes ve ark., 2007). Coklu doymamus asitler,
diger membran lipitlerine kiyasla membran fonksiyonlar1 agisindan daha etkili

olabilmektedirler (Ogbuewu ve ark., 2010).
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Oksijen canli organizmalar i¢in gereklidir. Bununla birlikte, metabolik
faaliyetler sirasinda fizyolojik olarak iiretilen bazi ROS canli organizmalar igin
potansiyel bir tehdit olusturabilir. Bu nedenle oksidatif stres, lipit peroksidasyonundan
kaynaklanan serbest radikal oksijen tiirlerindeki artisin neden oldugu hiicresel
hasardaki artis olarak tanimlanabilir (Bucak ve ark., 2015). Lipit peroksidasyon,
icerdikleri doymamis molekiillerinin oksijenle reaksiyona girerek ketonlar, keto
asitler, hidroksi asitler, alkoller, aldehitler ve benzeri bilesikler gibi daha kii¢iik
molekiillere doniistiigii oksidasyon nedeniyle yaglarin bozulmasi olarak tanimlanabilir
(Tiirk, 2015). Reaktif oksijen tiirleri, coklu doymamis yag asitlerinin (PUFA) metilen
(CH2) grubundan (CH, — CHY) bir hidrojen atomu soyutlayarak lipit
peroksidasyonunu baglatir. Bu islem, yag asidi yan zincirindeki ¢ift bag sayisinin
artmasina neden olur. Sonug olarak, alkoller, ketonlar, aldehitler ve eterler daha kolay
ayrigarak malondialdehit (MDA) gibi son {iriinlerin olusmasina yol acar (Tiirk, 2015).
Ortamdaki MDA seviyesindeki artis, yiiksek lipit peroksidasyon seviyelerinin ve tiim
bu reaksiyonlardan kaynaklanan yetersiz antioksidan mekanizmanin bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir (Ustiiner ve ark., 2016). Aciklanan mekanizmada agik¢a
goriildiigi tizere, ROS oOncelikle PUFA'lar1 hedef almaktadir. Bu hassasiyet,
PUFA’larin  peroksidasyona olduk¢a yatkin olmasindan kaynaklanmaktadir.
Spermatozoanin membran yapisinin yiiksek diizeyde PUFA icerdigi goz Oniine
alindiginda, spermatozoa oksidatif strese ve ardindan gelen (olusan fazla miktardaki)
ROS'a kars1 oldukga hassas hale gelmektedir (Bucak ve ark., 2015). Bir veya daha
fazla eslesmemis elektron igeren kisa Omiirlii, kararsiz ve diisiik molekiil agirlikli
kimyasal maddeler olan serbest radikaller, diger atom ve molekiillerle elektron
aligverisi yapma ve bdylece kimyasal yapilarini degistirme egilimindedir. Bu siirecin
bir sonucu olarak, serbest radikaller kararsiz molekiiler yapilar olusturabilirler (Tiirk,
2015). Fizyolojik kosullar altinda, hiicrelerin antioksidan sistemi ile ROS arasinda
gozlenen bir denge vardir. Bu denge korundugunda, ROS'un kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu, spermatozoa motilitesi ve fertilizasyon iizerinde olumlu bir etkisi oldugu
bilinmektedir (Agarwal ve ark., 2005). Bununla birlikte, bu denge bozulursa, ROS
spermatozoanin canlilig1 ve islevi lizerinde zararli etkilere sahip olabilir (Lenzi ve ark.,
1996). Kriyoprezervasyon islemi sirasinda soguk sok ve ozmotik basing degisiklikleri

spermatozoonun membran yapisini bozar ve mekanik stres olusturmaktadir (Noiles ve
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ark., 1995). Bu mekanik stres, antioksidan mekanizma-ROS dengesini ROS lehine
degistirir. Spermatozoon yapisindaki birincil hedef, PUFA icerigi g6z Oniine
alindiginda hiicre membranidir. Bu durum spermatozoon membran gegirgenliginde ve
fonksiyonel biitlinliigiinde hasara yol agmaktadir (Toker ve ark., 2016). ROS’un
spermatozoa tiizerindeki bir diger etkisi de mitokondriye yoneliktir. Mitokondriye
ulasan bu kararsiz ajanlar, oksijen indirgeme siirecini bozarak ATP sentezine engel
olmaktadir (Tremellen, 2008). Oksidatif stres ve artan lipit peroksidasyonu kontrolsiiz
kalirsa, sitokrom C proteininin salinmasi yoluyla spermatozoonun apoptozuna yol
agmaktadir (Wang ve ark., 2003). Spermatozoon DNA'sinin yogun yapisi nedeniyle
ROS kars1 plazma-akrozom membran1 ve mitokondri kadar hassas olmadig:
bilinmektedir. Bununla birlikte, asir1 ROS seviyelerinin spermatozoon DNA's1

tizerinde de olumsuz etkilere neden oldugu gozlemlenmektedir (Henkel ve ark., 2005).

2.6. Antioksidanlar

Antioksidanlar, ROS {iretiminin ve miktarinin artmasini engelleyen, ROS’ un
neden oldugu zararlar1 Onleyen ve uzak tutan savunma sistemleri olarak
tamimlanmaktadir (Sener ve Yegen, 2009). Bu koruyucu etki, belirli mekanizmalar

araciligiyla gerceklesmektedir (Bucak ve ark., 2015).

Bunlar;

o Antioksidanlarin  hiicre zarlarindaki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonunu Onleyerek ve zar yapisinit koruyarak serbest oksijen radikalleri ile
enzimatik reaksiyonlar1 dnlemesi,

° ROS'ar etkisiz hale getirerek, bunlarin toksik etkilerini azaltmasi,

o Metal iyonlarmi kontrol ederek hiicredeki potansiyel oksidatif
etkilesimleri sinirlamasi,

o Oksidatif hasara ugramus hiicreleri onarilmasi olarak siralanabilir.

Antioksidanlarin ayrica zincir kiric1 6zellikleri de vardir. Yani, serbest radikallerin

neden oldugu zincir olusumlarina kars1 koyarak yag asidi zincirlerinin siirekli olarak
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hidrojen iyonu salinimini 6nleyebilirler. Zincir kirici antioksidanlar arasinda en yaygin

olarak a-tokoferol, fenoller ve aromatik aminler yer almaktadir (Kulaksiz, 2009).

Antioksidanlar, yapilarina ve gosterdikleri etkilere gore enzimatik ve enzimatik

olmayan antioksidanlar olarak iki ana kategoriye ayrilirlar.

2.6.1. Enzimatik Antioksidanlar

Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz (CAT), Glutatyon peroksidaz (GPx),
Glutatyon rediiktaz (GR) ve gibi enzimler antioksidanlar arasinda yer almaktadir

(Lanzafame ve ark., 2009).

2.6.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD, antioksidan savunma mekanizmasi i¢inde ROS ve siiperoksit
anyonlarma karsi kilit bir sistemdir. SOD, O2.’nin H20; ve O'ye indirgenmesini
katalizler (Young ve Woodside, 2001).

02 -*+ 02 -*+2H+—SOD — O2 + H2

Stiperoksit dismutaz (SOD) ii¢ farkli formda bulunur. Bu formlar sitozolde
bulunan bakir (Cu) ve ¢inko (Zn) igeren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD);
mitokondride bulunan manganez (Mn) igeren siiperoksit dismutaz (MnSOD) ve hiicre
dis1 stvilarda bulunan hiicre dis1 siiperoksit dismutazdir (EC SOD) (Sen ve ark., 2010;
Young ve Woodside, 2001).

2.6.1.2. Katalaz (CAT)

Katalazin temel gorevi hidrojen peroksiti suya katalize etmektir. Bu islevi
sayesinde, oksidatif stresin neden oldugu hasarin ilerlemesini durdurarak hiicreyi
oksidatif strese karst korur. CAT, reaktif oksijen tiirlerine karsi birincil koruma
saglayan bilesenlerden biridir. Bu gorevini, Glutatyon peroksidaz (GPx) ile paylasir.

Her iki enzim de siiper oksitten tiiretilmis hidrojen peroksitin yapisini katalizleyerek
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reaktif oksijen tiirlerinin detoksifikasyonunu gerceklestirir. Diisiik yogunluklu
hidrojen peroksit varliginda, organik peroksitler oncelikle GPX tarafindan katalize
edilir. Yiksek konsantrasyonlarda ise CAT tarafindan metabolize edilir.
Hepatositlerde, mikrozomlarda ve sitosolde yiiksek CAT etkinligi goriilse de, en
yiiksek CAT aktivitesini peroksizomlar sergilemektedir (Ighodaro ve ark., 2018).

CAT'in, H202'nin miiktarim1 kontrol altinda tutma mekanizmasi 6nemlidir.
Ciinki H2O2'nin diisiik miktarlari, hiicre sinyal iletimi, hiicre 6liimii, mitokondri
aktivitesi, karbonhidrat metabolizmasi gibi siireclere katkida bulunurken, yiiksek
diizeylerinin olduk¢a zararli oldugu bilinmektedir (Droge, 2002; Ighodaro, 2018).
CAT, iizerinde en cok durulan ve calisilan enzim tiirlerinden biridir ve ¢ogu

antioksidan ¢aligmasinda temel bir rol oynamaktadir (Chelikani ve ark., 2004).

2.6.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Hem mitokondride hem de sitoplazmada bulunan GPx, hidrojen peroksitin
suya ayrismasinda gorev alir (Fattman ve ark., 2003). GPx'nin aktivitesi genellikle
selenyum ile iligkilidir. En 6nemli gorevi hiicreyi oksidatif strese karsi korumaktir
(Cnubben ve ark., 2001). GPx'in mitokondriyal izoformu spermanin olgunlasma

stirecinde bagimsiz bir yapisal rol tistlenmektedir (Sanyal ve ark., 2009).

Yapilan arastirmalarda diisik GPx seviyelerinde antioksidan savunma
sisteminin bozuldugu tespit edilmistir. Bu durum, membrandaki yag asitleri ve
proteinlerde oksidatif hasarin olusmasiyla birlikte kalict hasarlarin meydana geldigi
sonucunu dogurmustur (Chabory ve ark., 2009). Bagka bir ¢alismada ise testis dokusu
elektriksel bir alanla uyarilmis ve buna bagli olarak GPx seviyelerinde azalma
gozlenmistir. Bu durumda sperm DNA hasari meydana gelmis, ayrica sperm

yogunlugu ve motilitesinde de azalma g6zlenmistir (Gandhi, 2012).
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2.6.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzimatik olmayan antioksidanlara 6rnek olarak, glutatyon, sistein, vitamin-E,
urik asit, karotenler, taurin, albumin, selenyum, hipotaurin, vitamin-C, piriivat
sayilabilir. Spermatozoon i¢inde yer alan antioksidanlardir. Spermatozoonu oksidatif

stresin etkilerinden koruma gorevine sahiptirler (Lanzafame, 2009).

2.6.2.1. Vitamin C (Askorbik Asit)

Suda ¢6zilinen bir antioksidandir ve ROS'u temizleme 6zelliklerine sahiptir. En
onemli Ozelligi, okside olan vitamin E'nin antioksidan 6zelliklerini tekrar
kazandirabilmesidir. Lipit peroksidasyonuna karsi savunmada, diger suda ¢6ziinen

antioksidanlara gore daha etkilidir (Deichsel ve ark., 2008).

2.6.2.2. Indirgenmis Glutatyon (GSH)

Hiicre i¢inde bulunan endojen ve eksojen bilesenlerin temizlenmesinde gorev
alir. Hiicrelerin oksidatif stresle miicadele etmek i¢in kullandig1 dogal bir kaynaktir.
Bu koruyucu etkisi, yapisindaki silfidril (-SH) grubundan gelmektedir (Luberda,
2005).

2.6.2.3. Sistein

Siilfidril (-SH) igeren bir antioksidandir. Sistein, GSH sentezinde hiz belirleyici
bir rol oynar. Bu 6zelligini, taurin ve GSH sentezlerinde hiz belirleyen enzim olan

gama glutamat sistein ligaz enzimini onarmasindan almaktadir (Luberda, 2005).

2.6.2.4. Vitamin E (a-tokoferol)

Dogada en yaygin bulunan antioksidandir. ROS'a karsi lipit membrandaki
doymamis yag asitlerini korumak en temel gorevidir. Yagda ¢oziiniir ve Kilit bir zincir

kiric1 antioksidandir. Peroksil radikaline bir hidrojen vererek reaksiyona girerler. Bu
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reaksiyon sonucunda kendileri oksitlenir ve viicutta dnemli olan lipit, enzim, protein

molekiillerinin oksitlenmesinin 6niine gegerler (Deichsel ve ark., 2008).

2.6.2.5. Karotenler

Karotenler, hiicre korumasinda gorev alan ve dogada yaygin olarak bulunan
bilesenlerdir. En yaygin olan1 beta-karoten'dir. Beta-karoten, vitamin A'nin metabolik
olarak Onciiliidiir (Deichsel ve ark., 2008).

Karotenoidler, uzun siiredir antioksidan olarak kabul edilmektedir. Ciinkii
serbest radikalleri temizleme kapasitelerine sahiptirler. Karotenoidler, serbest
radikalleri, diger reaktif oksijen tiirlerini, 6zellikle de singlet oksijeni baskilayarak
lipitlerin peroksidasyona karsi korunmasina yardimci olurlar. Beta karoten, 6zellikle
ksantin oksidaz sistemi tarafindan tesvik edilen lipit peroksidasyonu engellenmesi

yoluyla gii¢lii bir antioksidan etkinlik sergiler (Sharoni ve ark., 2004).

Beta karotenler ve vitamin C, hem antioksidan hem de belirli kosullar altinda
pro-oksidan 6zellik gosterir. Diisiik kismi oksijen basinci altinda, beta karoten ¢ok
yiiksek seviyede radikal yakalama etkinligi sergilerken, yliksek kismi oksijen basinci
altinda serbest radikal yakalama kapasitesi, antioksidan etkinligin kaybiyla birlikte

pro-oksidan etkinlige donebilir (S6nmez ve ark., 2007).

2.7. Safran ve Safranalin Yapisi

Safran (Crocus sativus), siisengiller (Iridaceae) familyasindan (Predieri ve ark.,
2021). sonbaharda ¢icek acan ve 20-30 cm yiikseklige ulasan soganli bir kiiltiir
bitkisidir. Ozellikle iran, Tiirkiye, Fas, Yunanistan, Hindistan ve Ispanya'da
yetistirilmektedir. Tepecik kismi, 2,5-3,5 cm uzunlugunda, ipliksi goriinimli ve
flament olarak da adlandirilan ii¢ parcaya ayrilir. Tepecik (stigma), koyu kirmizi
renkte bir yapiya sahiptir. Bitkinin kullanilan organi, bu ii¢ pargali tepecik kismudir.
Safran, lezzeti ve rengi nedeniyle yemeklerde yaygin olarak kullanilan ¢ok eski bir
kiiltiir bitkisidir (Winterhalter ve Straubinger, 2000).
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Safranin kimyasal yapisi karmagiktir. Genel olarak, dogada yaygin olarak
bulunan temel metabolitlere sahiptir. Bunlar arasinda karbonhidratlar, mineraller,
yaglar, vitaminler, amino asitler ve proteinler bulunmaktadir. Farkli siniflara ait bir¢ok
bilesik, sekonder metabolitlerin bir parcasidir. Bu metabolitler, organizmanin gelisimi
veya iliremesi i¢in yaygin olmayan ancak Oonemli olan iriinleridir. Bunlar arasinda
karotenoidler, monoterpentler ve 0&zellikle antosiyaninleri igeren flavonoidler

bulunmaktadir (Hou ve ark., 2013).

Karotenoidler, baharatin rengini aldig1 en 6nemli bilesenlerdir. Bunlar arasinda
yagda c¢oziinenler a- ve B-karoten, likopen ve zeaksantin ile suda ¢oziinenler,
apokarotenoid krositin (C20H2404) ve krosininler bulunmaktadir. Krosinler, mono- ve
di-glikozit krositin polien esterleridir. Krosinler, genellikle tiim diger karotenoidlerden
farkli olarak, dikarboksilik asit krositinin mono- ve di-glikozile esterleri
olduklarindan, suda ¢ok iyi ¢6ziiniinen bir karotenoid ailesidir (Satomi, 2017). Bitkinin
stigma agirliginin %3.5'ini olustururlar. Safranin glikozid karotenoidleri, tipki diger
glikozitler gibi, genellikle ¢6zeltilerde 6zellikle termal olarak labil ve foto-kimyasal
olarak duyarhdir (Simkin, 2021).

Karotenoidlerin oksidasyon iriinleri arasinda iki bilesen pikrokrosin
(monoterpene glikozit) ve safranaldir (siklik monoterpene aldehit). (Maggi ve ark.,
2020). Bu  bilesikler zeaksantin adi verilen bir Kkarotenoidin  oksidatif
fraksiyonlanmasinin tiirevidir. Zeaksantin, enzim CsZCD (Crocus sativus zeaksantin
bolme dioksijenaz) tarafindan her iki ucundan kirilarak krosetindialdehit'i tretir
(Mostofian ve ark., 2020). Bu krosetindialdehit, farkli glukoziltransferazlar tarafindan
oksitlenip esterlestirilebilir (Simkin ve ark., 2004). Krosinler ile pikrokrosin'i
tiretebilir. Pikrokrosin (CieH2607), stigma agirliginin %3.7'sini olusturan ve yalnizca
Crocus cinsinde tanimlanan bir bilesiktir. Bu cinsin tek yenilebilir baharati Crocus
sativus L. oldugu i¢in, safranin molekiiler belirteci olarak kabul edilir. Kuruma
stirecinde, B-glukozidaz enzimi pikrokrosin iizerinde etki eder ve 4-hidroksi-2,6,6-
trimetil-1-sikloheksen-1-karboksaldehit (C10H1602) serbest birakilir (Simkin, 2021).
Dehidrasyon sirasinda bu, safranal'e (C10H140) doniisiir. Bu, stigma iginde 9%0.02'lik
bir oranla bulunur ve safranin ugucu fraksiyonunun ana bilesenidir (Maggi ve ark.,

2020).
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Kisaca, safranin baslica biyolojik olarak aktif bilesenleri (Sekil 2.1), safranin
rengini veren krosetin ve glikosidik formu olan krosin, safranin tipik aromasindan
sorumlu olan safranal (baharatli aroma) ve keskin tadini veren pikrokrosindir
(Milajerdi ve ark., 2016). Aslinda safranin gesitli organoleptik 6zellikleri ve nihai

degeri, bu ii¢ ana bilesenin goreceli yiizdesine atfedilmektedir.

Krosetin Safranal

AN 4 "+ Pikrokrosin
Krosin ”H ‘
[l o 0 H
o I °
ST Ll
5 ﬁ t n (‘) 0

Sekil 2.1. Safranin baslica biyolojik olarak aktif bilesenleri (Mashmoul ve ark., (2013).

Krosin (CssH4024), disakkarit gentiyobiyoz ve dikarboksilik asit krosetinden
olusan bir di-esterdir. Dogal olarak olusan birkag karotenoidden biri olan krosin, suda
kolaylikla ¢oziinebilen bir bilesiktir. Krosinin tibbi alandaki ¢esitli farmakolojik
aktiviteleri arasinda antioksidan, anti-kanser, 6§renme ve hafiza arttirict 6zellikler
bulunmaktadir (Bathaie ve Mousavi, 2010). Cesitli ¢alismalar, safranin giiglii bir
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve bu o6zelligin ¢ogunlukla benzersiz bir
karotenoid olan krosinin varligindan kaynaklandigini gostermistir (Akhondzadeh ve
ark., 2008). Krosin, 6zellikle siiperoksit anyonlar gibi serbest radikalleri temizleyerek
hiicreleri oksidatif strese karsi koruma yetenegine sahiptir. Yapilan arastirmalar,
krosinin spermanin dondurularak saklanmasi konusunda faydali oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu nedenle, sahip oldugu biiylik antioksidan aktivite sayesinde
norodejeneratif bozukluklarin tedavisinde potansiyel bir yarar saglayabilir (Xi ve ark.,

2007).
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In vitro kosullarda, krosin, optimal ROS seviyesi araciligiyla geyik
spermasinin ¢6ziim sonu motilitesi tizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu
bildirilmeltedir (Dominguez-Rebolledo ve ark., 2010). Krosin geyiklerde, serbest
radikallerin neden oldugu lipit peroksidasyonuna ve DNA hasarina kars1 koruyucu bir
etki gostermektedir (Dominguez-Rebolledo ve ark., 2010). Ayrica, kog spermasini da
(Mata-Campuzano ve ark., 2015) etkileyerek koruyucu bir rol oynar. Sapanidou ve
ark. (2015), sigir spermasinin krosin varliginda inkiibasyonunun motiliteyi, canliligi,

membran biitiinl{igiinii ve blastosist oranini iyilestirdigini bildirmistir.

Antioksidan 0Ozelliklere sahip dogal bir madde olan krosin tarafindan
desteklenen deneysel bir sulandirici kullanarak dondurularak saklanan teke
spermasinin kalitesini iyilestirmeye yonelik stratejilerin gelistirilmesine odaklanilarak
yapilan ¢alismada, krosinin sperm motilitesi ve DNA biitiinliigii izerinde olumlu bir
etkiye sahip oldugunu gostermistir. Ayrica, farkli irklarda dondurulup ¢6ziilmiis teke

spermasinin oksidatif stresini azalttig1 tespit edilmistir (Sultana ve ark., 2013).

Safranal  (C10H140) (2,6,6-trimetil-1,3-sikloheksadien-1-karboksaldehit),
safranin karakteristik aromasindan sorumlu, molekiil agirlig1 150.22 g/mol olan bir
bilesiktir ve depolama siirecinde, baharata karakteristik aci tadi kazandiran

pikrokrosin'in dehidrasyonuyla olusur (Predieri ve ark., 2021).
2.8. Safranal’in Antioksidan Etkileri

Safranal, bilinen bir antioksidan olarak antikonviilsan, antidepresan, antitissiif,
sitotoksik, antihipertansif, gastroprotektif ve antikarsinojenik etkilere sahip oldugu
farkli arastirmalarla ortaya konmustur. Bu umut verici 6zellikleri nedeniyle, klinik
caligmalarda tedavi edici ve koruyucu ajan olarak kullanilmaktadir (Bamdad Riahi-

Zanjani ve ark., 2015).

Siganlar lizerinde yapilan bir c¢alismada, safranalin karacigerde lipit
peroksidasyonunda yasa bagli artisa ve antioksidan enzim aktivitelerindeki azalmaya
kars1 koruyucu bir etki sergiledigi gézlemlenmistir (Farahmand ve ark., 2013). Ayrica,
yasl sicanlarin beyinlerindeki oksidatif hasara kars1 da etkili oldugu gosterilmistir

(Samarghandian ve ark., 2015). Safranalin, serebral iskemi ile indiiklenen sigan
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hipokampiisiindeki yiiksek MDA seviyelerini etkili bir sekilde diistirdiigiinii gésteren
arastirmalar bulunmaktadir (Hosseinzadeh ve Sadeghnia, 2005). Yapilan bir in vitro
calismada safranalin deride olusan serbest radikalleri inhibe ettigi ve dermal
enzimlerin inhibisyonunu sagladigi bildirilmistir (Madan ve Nanda, 2018). Astiml
fareler lizerinde gerceklestirilen bir arastirmada, safranal'in antioksidan 6zelliklerinin
gozlemlendigi bildirilmistir (Bukhari ve ark., 2015). Diyabetik siganlar iizerinde
yapilan bir calismada safranal, bronkoalveolar lavaj sivis1 (BALF) ve akciger
dokusunda malondialdehit (MDA) ve nitrik oksit (NO) seviyelerindeki artis
engelledigi gozlemlenmistir (Samarghandian ve ark., 2014). Ayrica, safranalin
diyabetik sicanlarin testis dokusunda antioksidatif etkiler gosterdigi bildirilmistir

(Ataei ve Rahbarian, 2020).

Safranalin ¢esitli sistemler ilizerine antioksidan etkinligi ortaya konulmustur.
Ancak kog¢ sperma sulandiricisina eklenerek etkinliginin arastirildigi bir ¢alismaya
rastlanilmamistir. Bu amagla ¢alismamizda kog sperma sulandiricisina farkli oranlarda
eklenen safranalin ¢6ziim sonu bazi spermatolojik parametreler {izerine etkisinin olup

olmadiginin ortaya konmasi amaglanmustir.

24



3. GEREC ve YONTEM

3.1.Ko¢larin Se¢cimi

Arastirmada saglikli ve fertil 6zelligi bilinen ergin (2-5 yasl) 5 bas Konya
Merinosu Melezi irki koglara ait ejakiilatlar kullanildi. Koglarin bakim ve beslemesi
Burdur Ili’nde bulunan &zel bir isletmede yapildi. Calisma Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 14.09.2022 tarih ve 946 sayili
karar1 ile calisilmistir. Ayrica, calisma Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 0884-YL-23/ 2017K12-41003 nolu yiiksek

lisans projesi ile desteklenmistir.

3.2. Spermanin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Ejakiilatlar, yetistirme mevsiminde olacak sekilde haftada bir kez olmak tizere
elektroejakiilator (MiniTube, Ref:11900/0000, Almanya) yardimiyla toplamda her
kogtan 6 ejakiilat olacak sekilde alindi. Sperma alma islemi Oncesi kog,
elektroejakiilasyon yontemi igin zapturapt altina alindi. Prepusyal bolgedeki uzun
killar, sperma almak amaciyla makas yardimiyla kesildi. Daha sonra, kogun prepusyal
bolgesi, fizyolojik tuzlu su (FTS) ile nemlendirilmis pamukla temizlendi ve ardindan
pamukla kurulandi. Elektroejakiilatoriin probuna kayganlastiric1 jel uygulandiktan
sonra, prob rektuma yerlestirildi. Penis, el maniiplasyonu ile prepusyumdan disari
cikarildi ve sperma toplama kadehine penisin prosessus uretra boliimiine yonlendirildi.
Elektroejakiilatoriin probu ile kogun ampulla bolgesine 4-12 V’luk arasinda uyarim
yapilarak, ejakiilasyon uyarildi. Ejakiilasyon tamamlanmasinin ardindan, ejakiilat
dereceli sperma toplama kadehine (32-35°C sicaklikta) aktarildi. Elektroejkiilator ile
sperma iglemleri sirasinda koglarin yaninda ya da bulundugu boliimde dstrusta koyun
olmamasina dikkat edildi. Elde edilen ejakiilatlar Burdur Mehmet AKkif Ersoy
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali
Laboratuvarinda degerlendirilerek, ejakiilatlardan; >1ml hacim, >%80 motilite,
>1x10° spermatozoa/ml’nin yogunluga sahip olan kog¢ spermalar1 deney tiiplerine

aktarilip birlestirildikten (pooling) sonra 5 esit hacme ayrilmustir.
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3.3. Spermanin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

3.3.1. Spermanin Sulandirilmasi

Spermalarin sulandirilmasinda temel sulandirict olarak Tris sulandiricis

kullanild1 ve asagida belirtilen formiile gore hazirland.

Hazirlanan temel Tris sulandiricist igerisine Safranal (W338907-100G-K,
150.22 g/mol, Sigma-Aldrich, Amerika) antioksidanin 4 farkli dozu ilave edildi ve 1
antioksidan icermeyen grup (kontrol) olmak {iizere toplamda 5 sulandirict grubu

olusturuldu. Calismada kullanilan temel sulandirict:

Tris sulandiricist (temel sulandirict)

Tris (Hidroksimetilaminometan) 297,58 mM
Sitrik asit 96,32 mM
Fruktoz 82,66 mM

Temel sulandiricinin osmotik basinci 317 mOsm ve pH’s1 7,01 olarak 6l¢iildi.
Bunun iizerine (sperma alinacagi giin) %15 taze yumurta saris1 eklenerek 15 dakika
6000 devirde santrifiij islemi uygulanarak debris kismi uzaklastirildiktan sonra %6
oraninda gliserol eklenerek hazir hale getirildi. Yumurta sarili sulandiricilara
safranalin molekiiler agirig1 esas alinarak calismada kullanilacak molaraiteler 20 ml
hacminde olacak sekilde hesaplanarak eklendi. Calismanin baglangicinda tez
Onerisinde verilen 0,5, 1, 2 ve 4mM safranal dozlar1 kullanildi. Ancak bu asamada elde
edilen sonuglar incelendiginde 4 mM doz igin toksik etkili oldugu ekilibrasyon
sonunda dahi spermatozoa motilitesinin %50 ve altinda kaldig1 ve dondurulamayacagi
ortaya konuldu bu sebeple 4mM dozun ¢aligmadan ¢ikarilmasina karar verildi ve onun
yerine en diisik doz olan 0,25 mM safranal dozunun c¢alismaya dahil edilmesi

kararlastirildi.
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Grup 1 Kontrol (Antioksidan icermeyen)

Grup 2 0,25 mM Safranal (S0,25)

Grup 3 0,5 mM Safranal (S0,5)

Grup 4 1 mM Safranal (S1)

Grup 5 2 mM Safranal, (S2)

olacak sekilde sulandiric1 gruplari olusturuldu.

3.3.2. Spermanin Dondurulmasi

Sulandirma islemi m1’de yaklasik 800x 108 spermatozoa olacak sekilde yapilds.
Sulandirilan sperma 6rnekleri 20 dakika oda 1sisinda tutulduktan sonra 0,25 ml’lik
payetlere ¢ekilerek yaklasik 2,5 saat +5°C’ta ekilibrasyona birakilarak ve ekilibrasyon
sonrasinda s1vi azot buharinda (~-110°C) 12 dakika tutularak donduruldu ve (~-196°C)

s1v1 azotta saklandi.

3.4. Coziim Sonu Parametrelerin Analizi

Safranalin spermatozoa iizerindeki etkinliginin belirlenmesinde ¢ozdiirme
sonrast subjektif motilite faz kontrast mikroskopta; Plazma membran akrozom
bitiinligiic (PMAI, FITC-PNA/PI), mitokondrial aktivasyon (5,5',6,6'-Tetrachloro-
1,1',3,3'-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine, iodide, JC-1) ve viabilite oram
(SYBR/PI) flow sitometri cihazi (Beckmen Coulter CytoFLEX) ile analizleri
gerceklestirildi.

3.4.1 Coziim Sonu Spermatozoa Motilitesi

Payetler, 37+2°C'lik su banyosunda 25-30 saniye siire igerisinde ¢ozdiiriildii.
Spermatozoa motilitesi 37°C’ta 1sitma tablali faz kontrast mikroskobun 40x objektifte

lam-lamel arasina alinan bir damla sperma numunesinde en az 5 mikroskop sahasinda
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motilite analizleri konusunda uzman kisi tarafindan gergeklestirildi elde edilen
degerlerinin aritmetik ortalamasi % subjektif motilite orani olarak kaydedildi (Giingor
ve ark., 2019a).

3.4.2. Flow Sitometri Analizleri

Flow sitometri analizleri, Cytoflex Flow sitometri (Beckman Coulter,
Fullerton, CA, USA) kullanilarak gergeklestirildi. Sperma 6rnekleri, 488 nm (50 mW
lazer cikist) tek lazer ve ti¢ renkli 525 + 40, 585 + 42, 610 = 20 nm filtrelerle
degerlendirildi. Cihazin okuma hizi saniyede 30 puL olarak ayarlanarak, her bir 6rnek
icin 10.000 hiicre analiz edildi. Popiilasyon secimi (Gate) i¢in hiicre biiyiikliigiine
dayali Forward Scatter Area (FSC-A) ve hiicre graniilerligine dayali Side Scatter Area
(SSC-A) kullanilarak tiim hiicreler okundu ve sperm popiilasyonu belirlendi. Daha
sonra FSC-A ve Forward Scatter Height (FSC-H) kapilari ile hedef popiilasyon se¢imi
yapildi. Calisma soliisyonlari, 100 ug/mL fluorescein isothiocyanate-conjugated
peanut agglutinin (FITC-PNA) [L7381, Sigma, Emisyon: 521 nm], 2.99 mM
propidium iodide (Emisyon: 629 nm), 1:10 SYBR [L7011, Emisyon: 520 nm], 0.153
mM JC-1 [T 3168, Emisyon: 595 nm] molekiiler probes, Invitrogen DMSO ile
hazirlanarak 30 pL'lik porsiyonlara ayrildi ve -20°C'de saklandi.

3.4.2.1. Plazma membran ve Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi (PMALI,

FITC-PNA/PI)

Cift boyama yonteminin kullanildigt FITC-PNA/PI boyamada spermada
akrozom ve plazma membrane biitiinliigii degerlendirildi. 5 uL FITC-PNA ve 3 uL PI
492 uL PBS eklenerek, daha sonra 10 uLL sperma PBS soliisyonuna eklenerek finalde
5x10° sperm/mL konsantrasyonunda olacak sekilde sulandirildi. Sperma 6rnekleri 37
C®de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi. Debris (sperma olmayan alanlar) kap1
alinarak uzaklastirilarak CytExpert 2.3 software (Beckman Coulter) analiz
gergeklestirildi (Giingor ve ark., 2019a). FITC negatif, PI negatif alan akrzomu saglam

ve membran biitiinliigii saglam seklinde kaydedildi.
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3.4.2.2. Spermatazoa Viabilite Oraninin Belirlenmesi (SYBR-14/PI)

Sybr 14 ve PI boyalari, sperm Viabilite oraninin degerlendirilmesinde
kullanildi. 5 pLL Sybr 14 ve 3 uL PI (2.99 mM), 492 pL tampon ¢ozeltisine eklenerek,
daha sonra 10 pL sperma siispansiyonu fosfat tampon soliisyonuna eklenerek
spermatozoon konsantrasyonu 5x10° sperm/mL olacak sekilde sulandirilda.
Numuneler 37°C'de 15 dakika boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Debris
(sperma olmayan alanlar) kapi alinarak uzaklastirildi ve CytExpert 2.3 yazilimi
(Beckman Coulter) kullanilarak analiz gergeklestirildi. Analiz, SYBR 14 boyasin1 alan
ve Pl boyasini almayan popiilasyonun (%) canli olan popiilasyon degerlendirildi.

(Inang ve ark., 2021).

3.4.2.3. Yiiksek Mitokondrial Aktivasyonunun Belirlenmesi (HMMP)

Mitokondrial aktivasyonun degerlendirilmesinde JC-1 boyasi kullanildi. 5 pLb
JC-1 (0.153 mM), 495 uL tampon sollisyonuna eklenerek, daha sonra 10 pL. sperma
siispansiyonu fosfat tampon soliisyonuna eklenerek spermatozoon konsantrasyonu
5x10° sperm/mL olacak sekilde sulandirildi. Sperma 6rnekleri 37°C'de 15 dakika
boyunca karanlik ortamda inkiibe edildi. Debris (sperma olmayan alanlar) kapi
almarak uzaklastirildi ve CytExpert 2.3 yazilimi (Beckman Coulter) kullanilarak
analiz gergeklestirildi. Analiz, yiiksek mitokondrial aktivasyon (HMMP) olarak
degerlendirildi (Inang ve ark., 2021).

3.5. istatistiksel Analiz

Tiim analizlerden elde edilecek ham degerler grup ortalamasi + standart hata
seklinde sunuldu. Elde edilen veriler SPSS paket programi kullanilarak oncelikle
normallik analizi yapildi. Normal dagilim gosteren verilerin kontrol ve deney
gruplarinin arasindaki farkliligin istatistiksel agidan kontrolii tek yonlii varyans analiz
(One-Way ANOVA) yontemi kullanilarak yapildi. Gruplar arasi farkliligin anlaml
ciktigr degiskenler igin ileri asama (post-hoc) testi olarak Duncan testi'nden
yararlanildi. Tiim istatistiksel analizler minimum %35 hata pay1 ile incelendi ve SPSS

22 paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

Tablo 4.1. Koglara ait spermatolojik 6zellikler (X+SEM, n:6)

Ko¢ NO Motilite (%) Ejakiilat miktar1 (ml) Yogunluk (x10°%/ml)
1 82,50+1,11 2,16+0,47 1,85+0,15
2 85,83+1,53 1,81+0,12 2,73+£0,58
3 84,16+1,53 3,00+0,36 2,74+0,25
4 85,00+1,29 2,05+0,20 1,78+0,20
5 85,00+1,82 1,70+0,07 1,93+0,14
Ort(n:30) 84,50+0,64 2,14+0,14 2,20+0,15

Calisma siiresince kullanilan bes bas kogtan 6’sar defa sperma toplama islemi
gergeklestirilmistir. Buna gore koglarin nativ spermatozoa motilite orani en yiiksek
%85,83+1,53, en diisiik %82,50+1,11 olarak tespit edildi. Ejakiilat miktar1 en diisiik
1,70+0,07 ml, en yiiksek 3,00+0,36 ml olarak bulundu. Spermatozoa konsantrasyon
sonuglar1 incelendiginde en diisiik yogunluk 1,78+0,20x10%ml olarak tespit edilirken
en yiiksek spermatozoa konsantrasyonu 2,74+0,25x10%/ml olarak tespit edildi (Tablo
4.1).

Tablo 4.2. Farkli dozlarda kullanilan safranalin ¢6ziim sonu spermatolojik

parametreler iizerine etkisi (X£SEM)

Grup Motilite % PMAI % Viabilite % HMMP %
K 46,20+2,13° 23,42+2,62%  47,78+1,56% 10,66+0,99°

S0,25 54,34+1,272 23,58+2,46%  54,0442,322 16,27+0,552

S0,5 54,80+2,17° 24,51£0,94%  51,16x1,942 14,56+1,322
S1 43,04+2,45° 18,24+2,04*°  49.31+1,80%  7,82+0,62°
S2 26,83+3,25° 16,58+1,00°  43,57+2,80° 7,98+1,41°
P * * * *

K: Kontrol, S0,25: 0,25 mM Safranal, S0,5: 0,5 mM Safranal, S1: 1 mM Safranal, S2: 2 mM Safranal,

PMALI: Plazma membran akrozom biitiinligii, HMMP: Yiiksek mitokondriyal aktivasyon

b Ayni siitunda bulunan gruplar istatistiksel olarak birbirinden farklidir (p<0,05)
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Elde edilen sonuglara gore en yiiksek ¢oziim sonu motilite degerleri S0,25 ve
S0,5 gruplarinda elde edilmistir, ayrica safranal 2 mM dozu ilave edilen grupta ¢oziim
sonu motilite degeri en diisiik olarak belirlendi (p<0,05). PMAI analizinde en yiiksek
koruma S0,5 grubunda goriiliirken istatistiksel olarak kontrol grubuna gore nemli
bulunmadi (p>0,05). S2 grubunda ise en diisiik akrozom biitiinliigii oran1 elde edildi
(p<0,05). Kog¢ spermasinin safranalin farkli dozlarini igeren sulandiricilar ile
dondurulmasi sonrast ¢éziim sonu viabilite oranin degerlendirildigi SYBR-14/PI
analizi sonucuna gore en yiiksek canlilik S0,25 ve S0,5 grubundan elde edilirken bu
sonu¢ kontrol grubuna kars1 6nemli bulunmazken S2 grubuna gére 6nemli bulundu
(p<0,05). Yiiksek mitokondriyal aktivite analizinin gerceklestirildigi HMMP analiz
sonuglarma gore S0,25 ve S0,5 gruplar1 diger gruplardan yiiksek elde edildi (p<0,05,
Tablo 4.2).
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5. TARTISMA

Sunulan tez ¢alismasinda kog¢ spermasinin sulandirilmasinda farkli dozlarda
kullanilan safranal iceren sperma sulandiricilart ile ilgili yapilmis arastirmalarin
bulunmamasi nedeniyle elde edilen veriler farkl: tiir memelilerde yapilmis olan sperma
sulandiricilariyla elde edilen sonuclarla karsilastirilmistir. Bunun yani sira,
caligmamizda kullanilan safranalin genellikle herhangi bir tiirde olusturulan hasara
kars1 oral olarak verilip etkinliklerinin arastirildigi, ROS ve antioksidan kapasite
parametrelerine etkisini incelemek seklinde oldugu goriilmiistir. Bu nedenle
arastirmada kullandigimiz yontem ve elde edilen veriler, ayn1 antioksidan maddelerin
farkli kullanim yollar1 ve farkli tiirler iizerinde yapilan c¢alismalardan elde edilen

sonuglarla karsilagtirilmistir.

Bes bas Merinos 1rki kogtan elektro-ejakiilator kullanilarak alinan spermalarin
ejakiilat miktar1 en diisiik 1,70+0,07 ml, en yiiksek 3,00+0,36 ml olarak bulundu.
Calisma ortalamasi ise 2,14+0,14 ml olarak belirlendi. Bu degerin Aral ve Aral’in
(2004), 1,2 ml+0,04; Gokcen ve ark.’n (1991), 0,7-1 ml; Arrebola ve ark.’in (2022),
1,32+0,06 ml; Rathore’un (1970), 1,06 ml, Inang (2016), 1,74+0,23’¢ gore yiiksek
Akalin ve ark.’in (2015), 1,99+0.05ml, Yeni ve ark. (2010), 1,9 ml sperma hacmine
gore benzer oldugu belirlenmistir. Bu durumun, hayvanin yasi, irk1, mevsim, beslenme

ve sperma alma yonteminin farkli olmasi gibi etkenlere bagli oldugu diistiniilmektedir.

Calismada 5 bas Merinos kogtan elde edilen nativ motilite degerleri en yiiksek
%85,83+1,53, en disik %382,50+1,11, ortalama %84,50+0,64 olarak belirlendi.
Oztiirk ve ark. (2021), %77,50+2,89, Arrebola ve ark.’in (2022), %76,2+1,7, Uysal ve
ark.’nin (2003), %80, Alcay ve ark.’in (2016), %77,0+2,0, Akalin ve ark.’in (2015),
%81,54+0,41, Yeni ve Avdatek (2019) Ramli¢ koclarda yaptiklar1 ¢alismada ise
%80,00+1,29 olarak tespit edildigini belirtmektedirler. incelenen bu sonuglar ile
sunulan tez c¢aligma motilite ortalamalart kiyaslandiginda anilan motilite
ortalamalarindan yiiksek, Aral ve Aral’imm (2004) %82,69+0,91, Avdatek ve ark.
(2018), %83,3+£2,10, Gilingoér ve ark.’in (2019b), %85, Yeni ve ark.’mn (2019),
%82,0+2,00; Akalin ve ark.’in (2016), %84,1+0,8; Inan¢ (2016), %86,21+2.7 ile

benzer oldugu tespit edilmistir. Sonuclar incelendiginde goriilen farkliliklarin sperma
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alma yontemi, kullanilan koglarin 1rk farkliliklari, mevsimsel degisimler ve ¢evresel

kosullardan olusabilecegi kanisina varilmistir.

Sunulan tez ¢alismasinda nativ spermatozoa konsatrasyonu en disiik
1,78+0,20x10%ml olarak tespit edilirken en yiiksek spermatozoa konsantrasyonu
2,74+0,25x10%ml, ortalama konsantrasyon ise 2,20+0,15 x10%/ml olarak tespit edildi.
Saptanan bu deger Aral ve Aral’m (2004), 2,78+0,06x10%ml, Gokcen ve ark.’mn
(1991), 2,48x10°%ml, Giinay ve ark.’nm (2003), 2,52 x10%/ml ve 3,29x10%ml, Inang’in
(2016), 2,95+0,2/ml’den disik bulunurken, Akalin ve ark.’in (2015),
2,10+0,53x10%ml, ince ve Karaca’nmin (2009), 1,86 x10%ml, Yilmaz’m (2004),
1,78x10%ml, olarak saptadigi yogunluk miktarlarma benzer oldugu saptanmustir.
Spermanin yogunlugu da diger spermatolojik 6zellikler gibi spermanin alinma
yontemine, seksiiel uyarimin derecesine, sperma alma sikligina, yasa, mevsime ve
beslenmeye baghdir (Hafez, 2000; Sonmez, 2013). Koglarda sperma yogunlugu ml’de
1-6x10° spermatozoa/ml olacak sekilde genis bir araliga sahip oldugu bildirilmektedir
(Ata, 2023).

Sunulan tez ¢caligmasinda Konya Merinos melezi koglarinin mix ejakiilatlarinin
¢oziim sonumotilite orani kontrol grubu motilite degeri %46,20+2,13 olarak tespit
edildi. Inang (2016), Akkaraman koglarinda %33+0,09, Inang ve ark. (2019), Merinos
koglarda %25,0+4,2, Inang ve ark. (2023), Sénmez koglarda %56,04+2.42, Yeni ve
ark. (2022), %51,92+3,68, Giingor ve ark. (2019c), Merinos koglarda %29,2+1,31,
Berk (2023), Sonmez 1rki koglarda %65,41+1,64, Soylu (2023), Sonmez 1rk1 koglarda
%58,23+3,28, Koca (2022), Akkaraman koglarinda ¢6ziim sonu motilite degerlerini
%30 ve %35 olarak tespit ettiklerini bildirmistir. Elde edilen sonuglar yapilan benzer
caligmalar ile kiyaslandiginda benzer, yliksek ya da diisiik olarak degerlendirilebilir.
Bu durum kogclarin 11k, yas, cevresel faktorler, sperma dondurma siiregleri, sulandirici

farkliliklari, zaman gibi farkliliklardan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir.

Calismamizda kontrol grubuna ait ¢6ziim sonu akrozom ve plazma membran
biitiinliigii, viabilite ve yiliksek mitokondriyal membran potansiyeli oranlari sirasiyla,
%23,42+2,62; %47,78+1,56 ve %10,66+0,99 olarak tespit edildi. Inang ve ark. (2019),

Merinos koglarinda yapmis oldugu ¢aligmasinda kontrol grubu akrozom ve plazma
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membran biitiinliigii ve yliksek mitokondriyal membran potansiyeli oranlarini sirastyla
%10,3 ve %10,4, Koca (2022), Akkaraman koglarinda akrazom biitiinliigli oranini
%30,20+2,54 ve %22,91+3,13; viabilite oranlarim1 %25 ve %23, yliksek membran
aktivasyon oranlar1 %22 olarak tespit etmistir. inang (2016), ise Akkaraman ki
koglarda ¢6ziim sonu Olii spermatoza oranint %68,23+9,29, akrazom biitliinligi
oranint  %57,49+10,8 ve toplam mitokondriyal membran aktivasyonu oranini
%61,9+21,08, Oztiirk ve ark. (2020), Merinos koglarda ¢dziim sonu viabilite oranini
%45,08+2,98, Inang ve ark. (2016), Sénmez k1 koglarda ¢dziim sonu akrozom ve
plazma membran biitiinligli oranin1 %21,70+1,46, yiiksek mitokondriyal membran
aktivasyon oranini %15,63+3,10, Giingdér ve ark. (2019c), Merinos koglarda
%11,5+1,46, yiiksek mitokondriyal membran aktivasyon orammm1 %11,4 yiiksek
mitokondriyal membran aktivasyon oranini 3,64, Yeni ve ark. (2022), Akrazom
biitlinliigli oranin1 %26,204+2,36, viabilite ve mitokondriyal membran aktivasyon
oranini sirastyla, %62,5043,07 ve %30,11+2,88, Berk (2023), Sonmez irki koglarda
Olii-canli spermatozoon oranini ve membran biitiinliiglinii kombine olarak HE test ile
belirlemis ve sonucunu H+/E- oraninm bildirdikleri ¢alismasinda %39,83+2,26, Soylu
(2023), S6nmez ki1 koglarda ayni yontemle analiz ettikleri ¢oziim sonu viabilite ve
membran biitiinliigii degerlendirmesinde (H+/E-) %35,00+3,15, inang ve ark. (2022),
Sonmez 1rki koglarda ¢oziim sonu PMAI oranint %47,77+1,02 olarak tespit
etmislerdir. Bu sonuglar degerlendirildiginde calismamiz sonuglar1 ile benzerlik ve
farkliliklarin oldugu goriildii. Olusan farkliliklarin hayvan materyali, sperma eldeetme
yontemleri, calisma donemi, mevsimsel ve bolgesel farkliliklar, analiz yontemleri,

dondruma teknikleri gibi sebeplerden kaynaklanabilecegi kanatine varildi.

Oksidatif stres kaynakli hasarlar1 azaltmak ve ROS iiretimini dengelemek
amaciyla sulandirict igerisine antioksidan katilarak yapilan ¢aligmalar son yillarda hiz
kazanmustir (Peris-Frau ve ark., 2020). Sunulan ¢alisma ile antioksidan 6zelligi olan
safranalin farkli dozlarda sulandirici igerisine katilmasiyla ko¢ spermasinin

dondurulmasindaki etkinliginin arastirilmasi amaglanmaistir.

Ko¢ spermasinin dondurulmasinda farkli oranlarda safranal iceren
sulandiricilarin ¢6ziim sonu spermatolojik parametreler ilizerine etkisinin arastirildigt

calismamizda, kog spermasinin ¢éziim sonu degerlendirilmelerinden motilite (%),
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flow sitometrik analizlerden; plazma membran ve akrozom biitinligi (PMAI %),
spermatozoa canlilig1 analizi (SYBR-14/P1, %) ve yiiksek mitokondriyal aktivite orani
tayini (HMMP, %) analizleri gerceklestirildi. Buna goére ¢6ziim sonu en yiiksek
motilite oranlar1 S0,25 ve S0,5 gruplarindan elde edildi (p<0,05). Ayrica yapilan
motilite analizinde S2 grubunda en diisiik motilite tespit edildi (p<0,05). Yapilan
calismada motilite sonuglart degerlendirildiginde safranalin diisiik dozlariin ¢6ziim
sonu motilite degerlerinde olumlu etkinligi bulunacag: tespit edilirken ¢alismadaki
yiiksek dozlarmin ¢oziim sonu motilite degerlerine karst olumsuz etkinligi oldugu

kanisina varildu.

Insan spermasinin donudurulmasi iizerine yapilan ¢alismada sulandiriciya
eklenen 50mg/ml oraninda safran ekstrati eklenen grupta ¢6ziim sonu motilite orani
kontrol grubuna kars1 istatistiksel olarak yiiksek bulundugu belirtilmistir (Khazaei ve
Moghbelinejad, 2017). Safranalin oral olarak (100mg/kg) dozda 9 hafta boyunca
tavsanlara uygulanmasi sonucu yapilan arastirmada safranalin sayisal olarak kontrol
grubuna gore spermatozoa konsantrasyonu, motlite oranini artirdig1 ancak istatistiksel
olarak istlinliik saglamadig1 belirtilmistir (Etyemez ve Giilay, 2022). Asadi ve ark.
(2014), ratlarda kadmiyum toksisitesine karsi oral olarak 16 giin sliresince giin asiri
100mg/kg dozda uyguladiklar1 safran eksraktinin motilite iizerine koruyucu
etkinliklerini tespit etmislerdir ayn1 zamanda kontrol grubu iizerinde de istatistiksel

olarak farklilik gézlenmesede sayisal olarak yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Idiopatik infertilite teshisi konmus insanlarda haftada 3 kez olacak sekilde 3 ay
boyunca 50mg/kg dozda oral yolla safran uygulamasi sonucu yapilan spermatolojik
analizde safran tiiketilmesi sonucu elde edilen motilite oraninin (%55,04) ¢alisma
baslangicinda yapilan motilite oranindan (%35,2) daha yiiksek oldugunu ifade
etmektedirler (Heidary ve ark., 2008). Buna karsin baska bir ¢alismada idiyopatik
infertilite teshisi konulmus 260 insanda yapilan ¢alismada 2 grup olusturulmus tedavi
grubuna (n=130) 60mg/kg/giin safran kapsiil seklinde oral yolla verilmis, kontrol
grubuna (n=130) plasebo kapsiil verilerek 26 haftalik bir uygulama
gerceklestirilmistir. Sonug¢ olarak safran tliketen grupta kontrol grubuna karsi
spermatozoa motilite orani bakimindan bir istiinlik elde edilemedigi sonucuna

ulagilmigtir (Safarinejad ve ark., 2011).
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Ratlarda spermatolojik parametreler ilizerine safran ekstraktinin etkinliginin
arastirildigi ¢aligmada 60 giin siiresince ratlara oral yolla 100mg/kg/giin olacak sekilde
safran verilmis deney sonunda yapilan motilite degerlendirilmesinde safran ekstrakti
verilen grubun spermatozoa motilitesi kontrol grubuna karsi yliksek bulunmustur

(p<0,001, Vaez ve ark., 2014).

Safranin bir diger bilesigi olan krosin ile yapilan ¢alismada boga sperma
sulandiricilarina 0,5, 1 ve 2 mM dozlarda eklenerek ¢6ziim sonu motilite analizine
gore 0,5 ve 1 mM dozlarinin kontrol grubuna gore istiinliik sagladigi ancak 2mM
dozda krosin iceren sulandirict grubunda motilite oraninin kontrol grubuna karsi
ustlinliik saglamadigi belirtmektedirler (Sapanidou ve ark., 2015). Mata-Campuzano
ve ark. (2015), kog spermasinin dondurulmasinda sulandirictya 1 mM dozunda krosin
ekledikleri ¢alismada ¢6ziim sonu motilite oraninin %46 olarak tespit edildigini

belirtmislerdir.

Ko6pek spermasinin sulandiriciya eklenen safran ekstraktinda bulunan krosinin
0,5;1 ve 2 mM dozlarinin 72 saat siiresince +4° C’de saklanmas sonucu motilite analiz
sonuglarma gore 0,5 ve 1 mM gruplarindan elde edilen motilite oranlarin kontrol ve
2 mM grubuna gore daha yiiksek oldugu o6zellikle 2 mM dozun motiliteyi
koruyamadigi arastirmacilar tarafindan ortaya konmustur (Calabria ve ark., 2023).
Benzer olarak Longobardi ve ark. (2020), yapmis olduklar1 ¢alismada teke sperma
sulandiricilarina farkli dozlarda safran igeriginde bulunan krosini ekleyerek ¢oziim
sonu motilite degerlendirilmesinde en yiiksek motilite oranina 1 mM dozda
ulastiklarin1 buna karsin 2 mM doz dondurma ¢6zdirme sonrasi en diisiik motilite

degerini verdigini belirtmislerdir.

Yukarida verilen literatiir bilgileri 1518nda safran madesinin bilesiginde
bulunan safranalin sperma sulandiricisina eklenerek incelenen motilite bulgular: ile
calisgmamizin sonuglar1 kargilagtirildiginda 0,25, 0,5 ve ImM dozlarinin motilite
lizerine yaptiklar1 koruyucu etkinlige benzer oldugu tespit edilmistir. Bunun yani sira
safran ve igeriginde bulunan safranalin oral olarak kullaniminda genel olarak

hayvanlarda olusturulan hasara karsi koruyucu etkinlikler arastirilmis olup motilite
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iizerine olumlu etki gosterdigi tek basina kullanilan gruplarda ise kontrol olarak

olusturulan gruplar ile benzer motilite degerlerine ulasildig1 belirtilmektedir.

Sunulan tez ¢alismasinda ise ko¢ spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya
eklenen 0,25 ve 0,5 mM safranal dozlarmin ¢6ziim sonu motilite oranlari kontrol
grbundan yiiksek bulunurken 1mM safran igeren grupta benzer, 2mM safran igeren
grupta ise kontrol grubundan diistik bulundu. Ayrica literatiir taramalarinda
spermatolojik parametreler iizere etkinliginin arastirilmasi amaciyla safranalin tek
bagina kullanildig1 ¢alismalarin ¢ok kisitli olmasi sebebiyle safran bilesiginde bulunan
krosin maddesi ile yapilmis olan ¢alismalarin motilite {izerine etkinlikleri yapilan tez
caligma sonuglart ile karsilastirilmis olup, sonucunda krosinin sperma sulandiricilarina
calismamiz ile benzer dozlarda eklenmesi sonucu yiiksek dozlarin motilite iizerine
koruyucu etkisinin olmadigi aksine ¢alismamiz ile benzer sekilde toksik etki gosterdigi

belirtilmektedir.

Sunulan tez c¢alismasinda ko¢ spermasinin  ¢Oziim sonu PMAI
degerlendirmesine gore 0,25 ve 0,5 mM safranal igeren gruplarda kontrol grubuna goére
sayisal olarak tstlinliik gbzlensede istatistiksel olarak bir fark elde edilemedi. Buna
karsin ImM ve 2mM safranal i¢eren gruplarda PMALI diizeyi kontrol grubundan diisiik
olarak elde edildi (p<0,05). Kog¢ spermasinin membraninda yiiksek oranda g¢oklu
doymamis yag asidi igermesi nedeniyle spermanin dondurulma siireglerinde en ¢ok
hasar gbren spermatozoa tiirlerindendir. Bu hasar diizeyi spermatozoanin fertilite
potansiyelini de olumsuz olarak etkilemektedir. Bu asamada sulandiriciya eklenecek
olan katki maddelerinin bu hasar1 azaltmasi hedeflenmektedir. Ayrica sunulan
caligmada ¢6ziim sonu spermatozoa canliligi ve mitokondriyal memebran potansiyeli
iizerine 0,25 ve 0,5 mM safranal eklenen sulandirici gruplarinin koruyuculugu kontrol
grubuna kiyasla onemli bulundu. Ancak safranalin yiiksek dozlarin ilave edildigi
gruplarda 6zellikle 2 mM grubunda motilite sonuglari ile benzer sekilde antioksidan

etkinlik yerine oksidan etkinlik géstererek olumlu etki gostermedigi tespit edildi.

Yapilan literatlir taramalarinda sperma sulandiricisina safranal eklenerek
plazma membran ve akrozom biitliinliigi ve mitokondriyal membran potansiyeli

lizerine etkinligi arastirilian  bir ¢alismaya rastlanilmamistir. Khazaei ve
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Moghbelinejad (2017), insan spermasinin dondurulmasi amaciyla sulandiriciya
50mg/ml dozunda safran ekstraktini ekledikleri ¢alismada ¢6ziim sonu spermatozoa
canlilik oranmi safran eklenen grupta (%72+0,99) kontrol grubuna (%46,6+1,1)
kiyasla ytiksek oldugunu bildirmislerdir.

Safran maddesinin kadmiyum (Cd) toksistesine karsi koruyucu etkinliginin
arastirildigl ¢alismada ratlara oral olarak 100 mg/kg/giin dozda 16 giin siiresince
verilen safranin Cd ile ve tek basina uygulandigi gruplarda rat epididimal spermatozoa
canlilig1 iizerine koruyucu etkinlik gdstermedigi ve sonuglarin kontrol grubu ile benzer
bulundugu ancak tek basina Cd uygulanan gruptan yiiksek canlilik oranina ulagildigini
ifade edilmislerdir (Asadi ve ark., 2014). Vaez ve ark. (2014), rat epididimal spermasi
iizerine safranin etkisini arastirdiklar1 ¢calismalarinda 60 giin siiresince oral gavaj ile
safram1  100mg/kg/giin olacak sekilde uyguladiklar1 gruptaki plazma membran
saglamlik test sonucuna gore kontrol grubuna kars1 yiiksek oranda koruyucu etkinlik
gosterdigini bildirmislerdir. Boga sperma sulandiricisina 0,5;1 ve 2 mM dozlarda
eklenen safranin bir diger bilesigi olan krosin ile yapilan ¢alismada ¢6ziim sonu
spermatozoa canllik ve membran biitiinliigii oran1 en yiiksek 1 mM dozda elde
edildigini buna karsin 2 mM krosin eklenen gruptaki canlilik oraninin antioksidan

eklenen diger gruplardan diisiik oldugunu tespit etmislerdir (Sapanidou ve ark., 2015).

Bes farkl: teke irk1 kullanilarak sperma sulandiricisina 0,5;1; ve 2mM dozunda
krosin ilavesinin ¢6ziim sonu teke spermatozoa canlilifi ve membran biitiinliigii
iizerine etkinliginin arstirildigi ¢alismada, sayisal olarak en yiiksek canlilik ve
membran saglamlig1 degerleri ImM krosin ilave edilen grupta elde edildigini ancak
istatistiksel olarak tstiinliik saglamadig1 belirtmistir (Longoberdi ve ark., 2020). Horoz
spermasina farkli dozlarda (0,5;1 ve 1,5 mM) eklenen krosinin ¢dziim sonu
spermatolojik degerlendirilmesinde en yiliksek canlilik ve membrani saglam
spermatozoa orani ile mitokondriyal membran potansiyelinin en yiiksek 1mM krosin
iceren grupta elde edildigini bildirmislerdir. Elde edilen bu sonuglarin 1mM dozunda
horoz sperma sulandiricisina eklenen krosinin pro-apoptotoik (CASPASE3) geni
azaltarak ve anti-apoptotik (Bcl-2) geni artirak sagladigimi ifade etmislerdir
(Mehdipour ve ark., 2020). Mata-Campuzano ve ark. (2015), kog¢ spermasinin

dondurulmasinda sulandiriciya 1 mM dozunda krosin, glutatyon, trolox ve sisteamin
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ekleyerek ¢Oziim sonu spermatozoa canliligi, membran ve akrozom biitiinliigii ve
mitokondriyal aktivite iizerine etkilerini arastiridiklar1 ¢aligmada, krosin eklenen
sulandirict grubunun ¢o6ziim sonu canlilik oranimi %33, akrozom ve membran
biitiinligli oranin1 %33 ve mitokondriyal membran biitlinliigii oranin1 %27 olarak

tespit etmislerdir.

Sperma sulandiricilarina safran, safranal ve krosin gibi safranin 6nemli
bilesenlerinin eklenmesi, spermatozoa canliligi, akrozom ve membran biitiinliigii ile
mitokondriyal membran potansiyeli lizerinde olumlu etkiler sagladig1 belirlenmistir.
Bu diisiik dozlarin spermatozoa saklama siirecine karsi koruyucu bir etki gosterdigi ve
benzer sonuglara, sunulan tez ¢alismalas1 sonuglar1 ile uyumlu oldugu belirlenmistir.
Sulandiriciya eklenen antioksidan etkili maddelerin spermanin dondurma stirecindeki
temel islevi spermatozoanin dondurma-¢ozdiirme sonrast minumum hasar alarak
korumaktir. Serbest radikaller, kromatin yogunlagsmasi, motilite, kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu ve kemotaksis gibi siiregleri aktive etmeye yol acan hiicre igi
yollar1 aktive ederek spermatozoa yapisinda degisiklikler meydana getirmektedir.
Buna karsin, asir1 miktarda ROS {iretiminin spermatozoa iizerinde motilite kaybina ve
fertilite potansiyelinin azalmasina kadar degisen patolojik etkileri bulundugu
belirtilmektedir. ROS, bu nedenle ¢ift tarafli bir etki gostermektedir (Du Plessis ve
ark., 2015). Spermatozoa yapisinda dogal bir antioksidan sisteme sahip olsada,
aktiviteleri lipit peroksidasyonunun yogunlugunu artiran dondurma siirecinden
etkilenir. Bu nedenle, yapisinda bulunan dogal antioksidanlar dondurma-¢ozdiirme
islemi sirasinda spermatozoa lipit peroksidasyonunu Onlemede yetersiz kalabilir.
Sperma sulandiricilarina antioksidan oOzellikleri bilinen maddelerin eklenmesinin
olumlu etkileri olabilecegi bu sebeple antioksidan uygulamasi yapilirken bazi noktalar
g6z Oniinde bulundurulmasi gerektigi ifade edilmektedir (Gilingor ve ark., 2018). En
onemli nokta, her ROS tiiriiniin belirli bir antioksidan sistem tarafindan devre disi
birakilmasidir (Agarwal ve ark., 2014). Bu nedenle, antioksidan uygulamasi rastgele
secilirse, istenilen etkinlik goriilemeyerek oksidatif hasar1 dogrudan azaltmayabilir
(Aitken ve ark., 2012). Sunulan g¢alismada, yliksek dozda sulandiriciya eklenen
safranalin ¢0ziim sonu spermatolojik parametreler iizerinde olumlu etkiler

gostermesine karsin, motilite ve canlilk {zerinde olumsuz etki gosterdigi
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belirlenmigtir. Bu sonug, antioksidanlarin muhtemelen fizyolojik seviyelerini
degistirerek serbest radikallerin miktar1 artist sonucu oksidan etki goOstermesi

nedeniyle gergeklesen olumsuz etkilerinden kaynaklanabilecegi diigiiniilmektedir.

Karotenoidler, siiper oksit anyonu ile etkilesime girerek spermatozoanin
iizerinde stabilize edici etki gosterir (Heidary ve ark., 2008). Ayrica, safranal belirli
hiicre 1i¢i1 detoksifiye edici enzimlerin aktivitesini artirarak veya membranin
akiskanlhigini etkileyerek, spermatozoa yapisinin oksijen ve diger molekiillere kars
gecirgenligini etkiledigi distliniilmektedir. Yapilan literatiir taramasinda safranin
yapisal bilesiginde bulunan krosinde de benzer mekanizmanin etkin oldugu
belirtilmektedir (Assimopoulou ve ark., 2005). Calisma verilerimiz incelendiginde
safranal 0,25 ve 0,5 mM dozlariin mitokondriyal membran potansiyeli diger
gruplardan yiiksek bulunmustur. Spermatozoa membran potansiyeli hasar gordiigiinde
mitokondriyal ROS iiretiminin arttigi belirtilmektedir (Koppers ve ark., 2008).
Karotenoidlerin mitokondride bilinen bir koruyucu etkisi oldugu ve safranalin diisiik
dozlarmin da bu etkiyi gosterdigi calismamizda tespit edildi. Benzer mitokondriyal
koruyucu etkinlik krosin maddesinde de belirtilmektedir (Venkatraman ve ark., 2008).
Bu nedenle, S0,25 ve S0,5 gruplarinda dondurma-¢6ziilme sonrasinda mitokondriyal
aktiviteyi artirdigr diisiiniilmektedir. Spermatazoonun merkezi kismyla iliskili
aksonom ve fibriller, spermatozoa motilitesinde rol oynayan ATP'den enerji iireten
organlar olan mitokondri ile kaplidir (Garner ve Hafez, 2000). Kriyoprezervasyonun
spermatozoa motilitesi, membran biitiinligi ve mitokondriyal membran
potansiyelinde bir azalmaya sebep oldugu bilinmektedir (Giingér ve ark., 2019b).
Arastirmacilar, spermatozoa motilitesi gibi spermatozoa kalite parametrelerindeki
azalmanin, dondurulmus-¢6ziilmiis spermatozoa antioksidan potansiyelindeki azalma
ile iligkili oldugunu ortaya koymaktadir (Najafi ve ark.,2019). Spermatozoa motilesi
mitokondriyal aktivite arasinda belirgin bir korelasyon oldugu dogrulanmistir
(Mehdipour ve ark., 2020). Bu nedenle, sunulan ¢alismada kriyoprezervasyondan
once sperma sulandiricisina 0,25 ve 0,5 mM safranal ilavesinin membran islevselligini
ve mitokondriyal aktiviteyi artirarak sperm motilitesi iizerine koruyucu etkinlik

gosterdigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sunulan ¢alismada kog sperma sulandiricisina eklenen safranalin diisiik dozlari
olarak belirlenen 0,25 ve 0,5mM dozlarinin ¢éziim sonu spermatozoa motilitesi,
canlili§1 ve mitokondriyal membran potansiyeli iizerine olumlu etkinliklerinin oldugu
ve koc¢ spermasinin dondurulmasinda kullanilmasinin yararli olacagi ortaya
konulmustur. Sunulan ¢alismada antioksidan olarak kullanilan safranalin daha once
kog¢ sperma sulandiricisinda kullanilmadig1 goz 6niinde bulundurulursa bu anlamdaki
literatiir agikligin1 gidermeye katki yapildigr diistiniilmektedir. Ayrica yapilacak olan
kog¢ spermast dondurma-¢ézdiirme c¢alismalarina da katki sunacagi diisiiniilmektedir.
Elde edilen sonuglarin daha ileri diizey analizler kullanilarak desteklenmesinin ayrica
in-vivo ya da in-vitro fertilite denemelerinin yapilmasinin safranalin spermatozoanin
kisa ya da uzun siireli saklanmasi tizerine etkinliginin daha iyi anlagilmasi agisindan

faydali olacag diisiiniilmektedir.
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