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ONSOz

Hayvancilikta ve Ureme biyoteknolojisinde en verimli irki belirlemek amaciyla, sperma
kriyoprezervasyonu yapilarak suni tohumlama yoluyla gebelik ¢alismalarinin arastiriimasi
yogun bir sekilde gerceklestiriimektedir. Sperma kriyoprezervasyonu, sperma hucrelerini
iceren semen sivisinin, daha sonra kullanilmak Uzere kriyoprotektanlar yardimiyla
dondurulmasi islemidir. Ancak, kriyoprezervasyonda, disuk sperm canhligi 6nemli bir
problem olarak ortaya ¢ikmaktadir. Kriyoprezervasyon sirasinda sperma’da, buz kristallerinin
olusmasi (Watson 1995) ile morfolojide, hareketlilikte, mitokondriyal aktivitelerde, canllikta
degisimler seklinde (O’Connell vd 2002) sperm fonksiyonunu etkileyen bir¢ok hiicresel hasar
meydana gelmektedir (Sieme vd 2015). Hicrelerin dondurma islemleri sirasinda, plazma zari
kaybi, akrozom reaksiyonu benzeri degisiklikler, akrozomal bilesenlerin diizensiz dagilimi
veya kaybi (Prinosilova vd 2012), DNA instabilitesi (Peris vd 2007), lipit iceriginde
degisiklikler (Cerolini vd 2001), sperm fragmentasyonu, DNA kondensasyon artisi ve
apoptozis (Anzar vd 2002) meydana gelir. Kriyoprezervasyon sonrasl ortaya ¢ikan bu
kriyohasarlar sperm fertilizasyonunu olumsuz yodnde etkiler. Kriyoprezervasyon sonucu

olusan kriyohasarlari en aza indirmek amaciyla farkli kriyoprotektanlar kullaniimaktadir.

Bu projede, ko¢ spermasinin dondurulmasinda, sulandiricitya katilan farkl kriyoprotektanlarin
ve katki maddelerinin, spermatolojik ve oksidatif stres parametreleri ile fertilite ve ince yapi
tizerine etkisi arastinimistir. Bu projede, 6nce kriyoprotektan toksisitesini azaltabilmek igin
trehalozun artan dozlari kullaniimistir. Ortaya konan dusuk kriyoprotektanh ve yiksek seker
oranh sulandiriciya antioksidan 6zellikli farkli katki maddeleri ilave edilerek, ¢6ziim sonrasi in

vitro parametreler iyilestiriimeye calisiimistir.

Bircok calismada ¢6zim sonu spermatozoon motilitesi yiksek elde edilmesine karsin,
yuksek oranda akrozomal hasarlar olusmakta ve dol veriminde ©nemli oranda kayiplar
olmaktadir. Akrozomal hasarlarin azaltilabilmesi igin kriyoprotektan toksisitesinin azaltilip,
antioksidan ilavesiyle fertilizasyonda optimum oranin elde edilmesi gerekmektedir. Ancak bu
sayede spermalari dondurulmus yiksek genetik kapasiteli koglardan maksimum diizeyde
verim alinarak yetistiricilik ideal hale gelecektir. Bu amagla, fertil ve normospermik 6zellik
gosteren 6 bas Merinos irki kogtan alinan spermalar, farkh kriyoprotektan ile trehalozun farkl
dozlarini iceren sulandirici gruplariyla miks yapilarak sulandiriimis ve dondurulmustur. Bu
islem sonucunda en iyi sonug veren iki sulandiriciya farkl antioksidan 6zelliginde olan katki
maddeleri (Boron; 0.25 mM, 0.5 mM, 1 mM, Taxifolin hidrat; 10 uM, 100 uM, 500 uM, Fetuin;
2.5 mg/ml, 5 mg/ml, 15 mg/ml) ilave edilmis ve sperma dondurulmustur. Dondurma

¢6zdurme sonrasi antioksidan etkinlik, sperma parametreleri, DNA butunligu, apoptozis, lipit



peroksidasyonu, total antioksidan aktiviteleri, ince yapi degisiklikleri ve antioksidan cevap

sinyal yolaklari arastiriimistir.

‘Ko¢ Spermasinin Dondurulmasinda Katki Maddelerinin Etkisi’ adli projenin (proje no:
1140642) gerceklestiriimesinde biitce destedi sajlayan TUBITAK TOVAG’a tesekkir ederiz.
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Tablo 1. Farkli kriyoprotektan ve trehaloz oranlari ile dondurulan ko¢ spermasinin ¢ézim
sonu motilite, o6li-canh, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi
(Mean+SEM)

Tablo 2. Ko¢ spermasinin farkli fetuin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6zim sonu motilite,

6lu-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi (MeantSEM)

Tablo 3. Ko¢ spermasinin farkli taksifolin dozlar ile dondurulmasi sonrasi ¢6zim sonu
motilite,  6ld-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi
(Mean+SEM)

Tablo 4. Ko¢ spermasinin farkli boron dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6zim sonu motilite,

6lu-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi (MeantSEM)

Tablo 5. Ko¢ spermasinin farkh taksifolin hidrat dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢ézim sonu
LPO, GSH ve AOC duzeyleri (Ort+SE)

Tablo 6. Ko¢ spermasinin farkh fetuin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢ézim sonu LPO,
GSH ve AOC duzeyleri (Ort+SE)

Tablo 7. Ko¢ spermasinin farkli boron dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢éziim sonu LPO,
GSH ve AOC diizeyleri (Ort+SE)

Tablo 8. Ko¢ spermasinin farkli fetuin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6zim sonu hedef

genlerin grublardaki ekspresyon degerleri (Ort=SH)

Tablo 9. Ko¢ spermasinin farkh taksifolin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6zim sonu

hedef genlerin grublardaki ekspresyon degerleri (Ort+SH)

Tablo 10. Ko¢ spermasinin farkli boron dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6ziim sonu hedef

genlerin grublardaki ekspresyon degerleri (OrtzSH)

Tablo 11. Temel sulandiricilar ile dondurulan kog¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA

fragmantasyonu oranlari (ortalamatstandart sapma).

Tablo 12. Fetuin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA fragmantasyonu oranlari

(ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Tablo 13. Taksifolin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA fragmantasyonu oranlari

(ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Tablo 14. Boron grubu ko¢ spermasinin ¢ézim sonu DNA fragmantasyonu oranlari

(ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.



Tablo 15. Temel sulandiricilar ile dondurulan ko¢ spermasinin ¢ozim sonu DNA hasari
oranlari (COMET degerleri) (ortalamaztstandart sapma).

Tablo 16. Fetuin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA hasari oranlari (COMET

degerleri) (ortalamatstandart sapma) ve p degerleri.

Tablo 17. Taksifolin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA hasari oranlari (COMET

degerleri) (ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Tablo 18. Boron grubu ko¢ spermasinin ¢dzim sonu DNA hasari oranlart (COMET

degerleri) (ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.
Tablo 190. COMET-TUNEL bulgulari 6zet tablo
Tablo 20. EM’de tespit edilen hasarli sperm yuzdesi

Tablo 21. Kocglarda kontrol gruplari ve en iyi ¢ikan antioksidan gruplari ile dondurulmus

sperma numuneleri ile yapilan tohumlama sonuglari

Sekil 1. Spermalarda oli-canli spermatozoa oraninin  SYBR/PlI boyama teknigiyle
degerlendiriimesi. Bas kismi yesil floresan veren hiicreler, canli spermatozoayi; Bas kismi kirmizi

ve kirmizi-yesil floresan veren hiicreler, 6l spermatozoayi gostermektedir.

Sekil 2. Spermalarda mitokondriyel aktivite ve membran bitinliginin JC-1/PlI boyama
teknigi ile degerlendiriimesi. Govde kismi turuncu floresan veren hicreler, mitokondriyel
aktivite gosteren spermatozayi; govde kismi yesil floresan veren ve floresan vermeyen

hicreler, iyi mitokondriyel aktivite gostermeyen spermatozay! gostermektedir.

Sekil 3. Spermalarda akrozom ve membran bitlinliginin Lectin/Pl boyama teknigiyle
degerlendiriimesi. Akrozom kisimlari yesil floresan veren hucreler, hasarli akrozomu olan
spermatozoayi; Akrozom kisimlari yesil floresan vermeyen yada kirmizi veren floresan

hiicreler, saglam akrozomu olan spermatozoayi gostermektedir.

Sekil 4. TUNEL testi. TUNEL-pozitif (kirmizi ok) ve TUNEL-negatif (siyah ok) hucreler.
Orijinal blyUtme 40X.

Sekil 5. TUNEL testi, negatif kontrol. Sperm baslari (ok). Orijinal buytutme 40X.

Sekil 6. Gliserol (%3 ve 5), trehaloz (60 mM) ve farkl oranlarda fetuin (2,5; 5 ve 15 mg/ml),
taksifolin (10, 100 ve 500 uM) ve boron (0,25; 0,5 ve 1 mM) iceren kriyoprotektanlar ile



dondurulan ko¢ spermasinin ¢dzim sonu DNA hasarlarini gésteren COMET goérintileri. A:
Hasarsiz sperm; B, C ve D: Farkh oranlarda DNA hasarlarina sahip sperm hcreleri. Orijinal
blyutme 40X.

Sekil 7. Temel sulandirici gruplarinin ¢6ziim sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL
degerleri) yuzdeleri. Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: T1:
Gliserol %5; T2: Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz; T3: Gliserol %1,5 + 100 mM Trehaloz; T4:
Etilen Glikol %5; T5: Etilen Glikol %3 + 60 mM Trehaloz; T6: Etilen Glikol %1,5 + 100 mM

Trehaloz).

Sekil 8. Fetuin gruplarinin ¢6zim sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL degerleri)
yuzdeleri. Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: GC: Gliserol %5;
G5F2,5: Gliserol %5+Fetuin 2,5 mg/ml; G5F5: Gliserol %5+Fetuin 5 mg/ml; G5F15: Gliserol
%5+Fetuin 15 mg/ml; G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TREF2,5: Gliserol %3+60
mM Trehaloz+Fetuin 2,5 mg/ml; G3TREF5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 5 mg/ml;
G3TREF15: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 15 mg/ml).

Sekil 9. Taksifolin gruplarinin ¢éziim sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL
degerleri) yuzdeleri. Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: GC:
Gliserol %5; G5T10: Gliserol %5+Taksifolin 10 uM; G5T100: Gliserol %5+Taksifolin 100 pM;
G5T500: Gliserol %5+Taksifolin 500 uM; G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TRET10:
Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 10 puM; G3TRET100: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Taksifolin 100 uM; G3TRET500: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 500 pM).

Sekil 10. Boron gruplarinin ¢6ziim sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL degerleri)
yuzdeleri. Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: GC: Gliserol %5;
G5B0,25: Gliserol %5+Boron 0,25 mM; G5B0,5: Gliserol %5+Boron 0,5 mM; G5B1: Gliserol
%5+Boron 1 mM; G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TREBO,25: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Boron 0,25 mM; G3TREBO,5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 0,5 mM;
G3TREB1: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 1 mM).

Sekil 11. Spermlerin bas (siyah oklar) ve kuyruk (kirmizi oklar) bolgelerinden gecen boyuna

ve enine kesitleri. TB boyama, 1000X.

Sekil 12. Bas, orta ve kuyruk bélgelerinde zar deformasyonlari (ok) ve vakuoller (v). Orijinal
buyitme a: 30000X b: 22000X.

Sekil 13. Bas, orta ve kuyruk bolgelerinde zar deformasyonlari (ok), genislemeler (*), cift
kuyruk (ok basi) ve vakuollesme (v). Orijinal blyutme a: 30000X b: 40000X.



Sekil 14. Bas bolgesinde zar deformasyonlari (ok), dis akrozomal zarda vezikulasyon (gift
yonli ok). Orijinal bllytme 66000X.

Sekil 15. Hasarsiz (ok) ve hasarli aksonemlerin (kirmizi ok) enine kesitleri ve membran

parcalari (mavi ok). Orijinal biylitme 100000X.

Sekil 16. Bas bolgesinde ve orta bdlgede zar deformasyonlari (ok), buz kristali (kirmizi ok),
vakuollesmeler (v) ve akrozomal icerik kaybi (*). (Aks: Aksonem, Mk: Mitokondriyal kilif).
Orijinal buyutme 22000X.

Sekil 17. a: Orta bolgede; dis yogun fibriller (DYF), Aksonem (A), Mitokondri (M),
Mitokondriyal krista hasarlanmasi ( ), zar deformasyonu (ok). b: Catallanmis yapisiyla cift
kuyruk. Orijinal blytutme a: 154000X b:50000X.

Sekil 18. Cift kuyruk. Orijinal biyitme a, b: 90000X.
Sekil 19. Hasarsiz orta bélge (mavi ok). Orijinal biyitme 75000X.
Sekil 20. Bas bdlgesinde zar deformasyonu (ok). Orijinal buyitme 128000X.

Sekil 21. Orta bolgede genislemis ve deforme olmus zar altinda vakuollesmeler (V) ve
inkluzyonlar (i), (A: Aksonem, M: Mitokondri). Orijinal biyiitme 130000X.

Sekil 22. a: Bas bdlgesinde oldukc¢a genislemis (*) ve deforme olmus dis zar (ok), b: dis (ok)
ve akrozom zarinda (kesikli ok) deformasyon, plazma membran deformasyonu (mavi ok).
(Ak: Akrozom, Aks: Aksonem). Orijinal blyiltme a: 52000X, b: 50000X.

Sekil 23. Kuyruk boyuna kesitinde deforme olmus zar (ok). Orijinal buyttme 80000X.

Sekil 24. 1: Cift kuyruk, 2: Bas bdlgesinin nuklear boliminde genetik materyal kaybindan
kaynaklanan deformasyon (beyaz yildiz), 3: Hasarsiz orta bélge. (Mk: Mitokondriyal kilf,
DYF: Dis yogun fibriller, Aks: Aksonem). Orijinal biyitme 48000X.

Sekil 25. a: Plazma membran deformasyonlari (siyah ok), akrozomda sisme (kirmizi ok). b:
kabarciklar seklinde membran deformasyonu (mor ok). Orijinal buyitmeler; (a): 37000X, b:
23000X. Ak: Akrozom; N: Nukleus.

Sekil 26. a: Hasarli plazma membrani (siyah ok), dev membransal vakuol ( ). Orijinal
biyutme 52000X. b: Enine geg¢mis hasarsiz kuyruk (yesil ok), hasarli bas kisim-nuklear
vakuol (kirmizi ok), akrozom (turuncu ok) ve membran deformasyonlari (siyah ok). Orijinal
biyiutme 27000X. c: Buz kristalleri (kesikli ok), membran deformasyonu (siyah ok), hasarsiz

akrozom (mavi ok). Orijinal blyutme 55000X. d: membran deformasyonu (siyah ok), buz



kristali (siyah ¢izgi) olmakla birlikte membran deformasyonu gibi ince yapi degisikligi
gOstermeyen hasarsiz bas (kirmizi ok). Orijinal buyatme 28000X. e: Plazma membran
deformasyonu (siyah ok). f: Akrozom membraninda kabarciklar (mor ok), plazma membrani
deformasyonu (siyah ok). Orijinal buyutme 128000X, f: 66000X. N: Nukleus.

Sekil 27. Hasarsiz (turuncu ok), basta vakuol benzeri kabarmalar (yesil ok), akrozomda
sisme/deformasyon (kirmizi ok), kuyrukta kivrilma/sarmal (mor ok), bas kenarlarinda
deformasyon/hasar (mavi ok), boyun bdélgesinde deformasyon/hasar (siyah ok), kopmus bas
(mavi yildiz). Orijinal bayutmeler; a: 5190X; b: 6000X; c: 7500, d, e, f, g, I, o, p: 10000X; h:
3500X, i: 15000X, j: 5000X, k: 4000X, m: 4000X, n: 3000X, r: 20000X.

OZET
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Bu projede, ko¢ spermasi kriyoprezervasyonunda, sulandiriciya katilan farkli katki
maddelerinin, dondurma ¢6zdurme sonrasi ¢esitli in vitro spermatolojik parametreler Gizerine
etkileri arastinlmistir. ilk asamada, farkli kriyoprotektan ve trehalozun farkli dozlarini iceren
sulandirict gruplari ile iki sulandirici grubu, gliserol %5 (T1) ve gliserol %3 + 60 mM trehaloz
(T2) gruplar belirlenmistir. ikinci asamada ise, l¢ farkli dozda fetuin, taksifolin hidrat ve
boron T1 ve T2 sulandiricilarina eklenmis ve sekizer grup olusturulduktan sonra hepsi
kriyoprezerve edilmigtir. T2+fetuin 5 mg grubu en yuksek motilite, mitokondriyel aktivite ve
canll spermatozoa oranlarini vermistir. Akrozom butinligl bakimindan ise, gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir fark belirlenmemistir. Spermatoza motilitesi, akrozom butunligu,
mitokondriyel aktivite ve canli spermatozoa bakimindan T2+Taksifolin 10 uM ve T2+Boron
0,25 mM gruplari en iyi sonuclari vermistir. DNA’da c¢ift zincir kiriklarinin engellenmesinde,
T2+fetuin 5 mg/ml ile Ti1+taksifolin 10 pM gruplarinin, DNA fragmantasyonunun
engellenmesinde T2+fetuin 5 mg/ml; Tl1l+taksifolin 10 uM ve T1+taksifolin 500 uM ile
T2+boron 0,5 Mm gruplarinin etkili oldugu belirlenmistir.ince yapi diizeyinde, kriyohasarlar
baslica membran, akrozom, mitokondri, aksonem ile kuyruk yapisinda gozlenmistir. Oksidatif
Stres Parametrelerinde, LPO dizeyleri Gliserol %5 grubu dizeyinin Gliserol %5 + Taksifolin
500 uM ve Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 uM gruplarina gére 6nemli
dizeyde yuksektir. GSH ve AOC yoniunden bir farkliik yoktur. LPO dizeyleri, Gliserol %5
grubu duzeyinin, Gliserol %5 + Fetuin 5 mg grubu dizeyinden énemli dizeyde yuksektir.
GSH duzeyleri ise, Gliserol %5 ve Gliserol %5 + Fetuin 2,5 mg gruplarda, Gliserol %3 +
Trehaloz60 mM + Fetuin 2,5 mg grublarina gére dnemli dizeyde dusuktir. AOC dizeyleri
yoninden bir farklilik yoktur. Boron uygulamalari degerlendirildiginde, GSH dizeylerinde,
Gliserol %3 grubu dizeyinin, Gliserol %5, Gliserol %5 + 0,25 mM Boron, Gliserol %5 + 0,5
mM Boron, Gliserol %3 + 0,25 mM Boron ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron grublarina gore
onemli duzeyde ylksektir. Gliserol %5 + 1 mM Boron ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron
grublarinda farklihk yoktur.Diger parametreler bakimindan bir farkhlik yoktur. istatistik
sonuclarl, ORT+SH olarak verilmistir. Degerler SPSS 15.0 programinda ANOVA ile,
gruplararasi farkliliklar Duncan testi ile degerlendirildi. p<0.05 6nem diizeyinde énemli kabul
edildi. Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 pM grubu, yuksek NQO1 gen
ekspresyonu dizeyi gostermistir. %3 Gliserol + 60 mM Trehaloz + 0,5 mM Boron grubunda
da, NQO1 gen ekspresyonu az diizeyde yiksek bulunmustur. Fetuin grublarinda belirgin bir

fark bulunmamistir.

Gliserol %5, Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM, Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Fetlin 5 mg,
Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Taksifolin 10 uM ve Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Boron
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0,5 mM ile dondurulan kog¢ sperma grublarinin tohumlama sonrasi sonuglarinda gruplar arasi

istatistiksel bir fark yoktur.

Anahtar Kelimeler: Ko¢ spermasi, kriyoprozervasyon, kriyoprotektan, katki maddesi,

dondurma, in vitro parametreler, tohumlama

ABSTRACT

12



In this project, the effects of different antioxidants added into ram semen extender on various
in vitro spermatologic parameters following freezing-thawing process of the ram
cryopreservation was investigated. In the first step, two extender groups, glycerol 5% (T1)
and glycerol 3% + 60 mM trehalose (T2), were determinated using different cryoprotectants
and different dose of trehalose containing extender. In the second step, three different dose
of fetuin, taxifolin hydrate and boron were added T1 and T2 extenders and eight groups were
created for each and then all cryopreserved. T2 + fetuin 5 mg group resulted in higher
motility, mitochondrial activity and viability ratios. Statistically significant difference was not
determinated in groups according to acrosome integrity. T2+taksifolin 10 uM and T2+ Boron
0,25 mM groups given the best results for motility, acrosome integrity, mitochondrial activity
and viability. The most effective groups have been determined to be T2+fetuin 5 mg/ml and
T1l+taxifolin 10 uM groups for preventing double-strand breaks in DNA, and T2+fetuin 5
mg/ml, T1l+taxifolin 10 uM, T1l+taxifolin 500 uM, and T2+boron 0,5 Mm groups for preventing
DNA fragmentation. At the ultrastructural level, cryodamages were observed mainly on the
membranes, axoneme, mitochondria, and tail structure. The oxidative stress parameters
assessed were LPO, GSH and AOC. LPO levels were significantly higher in group Glycerol
%5 as compared to group Glycerol %5 + Taxifolin 500 uM and group Glycerol %3 +
Trehalose 60 uM +Taxifolin 100 uM. There was no significant difference between the three
groups with respect to GSH and AOC levels. LPO levels were significantly higher in group
Glycerol %5 as compared to group Glycerol %5 + Fetuin 5 mg. The GSH level was
significantly lower in group Glycerol %5 and group Glycerol %5 + Fetuin 2,5 mg than in group
Glycerol %3 + Trehalose 60 uM + Fetuin 2,5 mg. No significant differences in AOC levels
were found between the groups. It was found that boron supplementation resulted in a
significant change in GSH levels in some groups. GSH levels were significantly higher in
group Glycerol %3 as compared to group Glycerol %5, group Glycerol %5 + 0,25 uM Boron,
group Glycerol %5 + 0, 5 uM Boron, group Glycerol %3 + 0,25 uM Boron and group Glycerol
%3 + 0,5 UM Boron, in group Glycerol %5 + 1 uM Boron and group Glycerol %3 + 0,5 uM
Boron, no significant change was observed in GSH levels. No significant differences were
found between the groups in any other parameters. The results of statistical tests were
reported as ORTxSH. An ANOVA was performed to confirm that the groups differ from one
another in terms of the parameters of interest. To determine amongst which groups these
differences existed, Duncan’s post hoc test was performed. An alpha level (level of
significance) of 0.05 was used throughout data analysis, unless otherwise noted. Glycerol
%3 + Trehalose60 mM + Taxifolin 100 uM group resulted in higher expression levels of
NQOL1 gene. Also, NQO1 gene expression was found to be slightly higher in 3% Glycerol +
60 mM Trehalose + 0,5 mM Boron group. No significant differences were found in the groups

of Fetuin.
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There was no statistical difference between the groups of sperma cryopreserved with
Glycerol 5%, Glycerol 3% + Trehalose 60 mM, Glycerol 3% + Trehalose 60 mM + Fetuin 5
mg, Glycerol 3%+ Trehalose 60 mM + Taxifolin 10 uM and Glycerol 3%+ Trehalose 60 mM +

Boron 0,5 mM in the post-insemination results.

Key Words: Ram semen, cryopreservation, cryoprotectant, additives, freezing, in vitro

parameters, insemination
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Hayvancilikta dnemli bir yeri olan Greme biyoteknolojisi, spermanin dondurulmasi ve suni
tohumlama, in-vitro fertilizasyon, c¢ekirdek transferi ve klonlama gibi arastirmalari
icermektedir. Bu arastirmalarin temelinde spermanin dondurulmasi ve disi hayvanlarin suni
tohumlama yoluyla gebe birakilmasi yer almaktadir. Boylelikle, uygulanan cesitli tekniklerle

en verimli irkin belirlenmesi hedeflenmektedir.

Kriyoprezervasyon, spermlerin saklanmasi icin kullanilan bir yontem (Sasikumar ve
Dakshayani, 2013) olmakla birlikte, DNA fragmentasyonunu ve oksidasyonunu uyararak
sperm DNA'sina zarar vermektedir (Zribi ve dig., 2010). Spermlerin kriyoprezervasyonu ve
cozilme silrecleri boyunca reaktif oksijen tirevleri (ROS) Uretiminde artis ile antioksidan
seviyelerinde azalmanin oldugu bilinmektedir (Said ve Agarwal, 2012). ROS ile
antioksidanlar arasindaki dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stres, sperm DNA’'sinda tek
ve ¢ift zincir kiriklarina neden olmaktadir (Said ve Agarwal, 2012; Shamsi vd., 2008).
Spermin yapisal butunliginin kaybi ve sperm DNA hasari, oosit fertilizasyonu, embriyo
gelisim orani ile canli dogum orani Gizerinde édnemli derecede olumsuz etkiler géstermektedir
(Katepogu vd., 2012). Dolayislyla, kriyoprezervasyonun basarili bir sekilde uygulanmasi
yardimci dreme tekniklerinin sonucunu etkilemesi bakimindan énemlidir (Di Santo ve dig.,
2012). Bununla birlikte, 6nemli miktarda DNA hasarl gosteren spermlerin oosit fertilizasyon
yetenegini kaybetmedigi de bildirilmistir (Aitken ve dig., 1998). Yumurtanin, %8'in altindaki
DNA hasarlarini onarabilme yetenegine sahip oldugu ve bunun Uzerindeki hasarlarin disik
embriyonik gelisim oranina ve yiksek erken gebelik kaybina neden oldugu da rapor edilmistir
(Ahmedi ve Ng, 1999).

Kriyoprezervasyonda spermler Uzerinde oksidatif stres ile induklenen kriyohasarlarin
onlenmesinde, antioksidanlarin énemli rol oynayabilecegi bildiriimistir (Said ve Agarwal,
2012). Kriyoprezervasyon ortamina antioksidan ilavesinin memeli sperm Kkalitesinde
kriyoprotektif etki sagladigi rapor edilmistir (Bansal ve Bilaspuri, 2011). Mahabadi kegci
semeninin dondurulmasi sirasinda bir antioksidan olan butillenmis hidroksitoluenin 1 mM
konsantrasyonda eklenmesinin motiliteyi, progresif motiliteyi ve canhli§i istatistiksel olarak
arttirdigi ve malondialdehit seviyesini anlamli sekilde dustrdigu gosterilmistir (Naijian ve
dig., 2013). Ayrica, insan spermi DNA fragmentasyonunun kaspazlarin ve apoptozisin
aktivasyonundan daha ¢ok, kriyoprezervasyon siresince artan oksidatif stres ile ilgili oldugu
ve icine 50 veya 100 uM genistein (6strojenik bilesen, potansiyel antioksidan) ilavesinin

sperm DNA'sI Gizerinde énemli bir koruma sagladig bildiriimistir (Thomson ve dig., 2009).

[Kriyoprotektanlar, spermleri buz kristallestirme ile indiiklenen dondurma hasarindan
korumak icin yararlanilan disiik molekiil agirhkh ve yiliksek o&lclide gecirgen

kimyasallardir. Maddenin donma noktasini diisiirerek, érnegin likit fazindaki tuz ve
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¢6zilmis madde miktarini ve sperm icinde buz olusumunu azaltarak is goérurler (Said
ve Agarwal, 2012)]

Onemli bir antioksidan olan resveratroliin kriyoprotektanlara ilavesinin, insan semen
kriyoprezervasyonu ile indiklenen oksidatif hasari 6nledigi rapor edilmistir (Garcez ve dig.,
2010). Benzer sekilde, 6nemli bir antioksidan olan kurkuminin donma sirasinda ortama
ilavesinin yetiskin sicanlarda, c¢6zindikten sonraki sperm parametreleri (sperm sayisli,
motilite, canlilik, total antioksidan kapasitesi ve DNA buttnliga) Gzerinde olumlu etkilere yol
actigi da gosterilmistir (Soleimanzadeh ve Saberivand, 2013). Antioksidan 6zelligi olan
likopenin, insan spermi ile preinktibasyonunun in vitro oksidatif DNA hasarina karsi koruma
sagladigl, likopenin sperm hareketliligi ve sperm DNA butunligu tzerine koruyucu etkilerinin
oldugu bildirilmistir (Zini ve dig., 2010). Ayrica, oksitlenmis glutatyonun 50 mM, bovine serum
albuminin 20 mg/ml, sisteinin 10 mM ve likopenin 800 pg konsantrasyonda dondurma
ortamlarina eklenmesinin, dondurma-¢ézme prosedirii sonrasi Akkaraman ko¢ sperm
karakteristiklerinin korunmasinda, kullanilan diger konsantrasyonlara ve kontrole gére daha

olumlu etkileri oldugu gosterilmistir (Uysal ve Bucak, 2007).

Sonug olarak, spermanin dondurulmasi-¢ézdirilmesi esnasinda olusan membran lipit faz
degisimi, ozmotik-mekanik stres ve ortamdaki oksijen radikallerine bagli olarak gelisen lipit
peroksidasyonu ve ekstraselller kristal olusumuyla gelisen serbest membran proteinlerinin
denaturasyonu, hticre organellerindeki yapisal deformasyon, DNA'da kiriimalar ve hiicresel
lizis gibi kriyohasarlar, sperma sulandiricilarina antioksidanlarin ilavesiyle azaltilabilmekte,

¢6ziim sonu spermatozoon fonksiyonlari iyilestiriimektedir.

Bu proje kapsaminda, ko¢ spermasinin dondurulmasi o©ncesi ilave edilen bazi
antioksidanlarin, spermanin ekilibrasyon ve dondurma-¢6zdirme sonrasi spermatolojik ve

oksidatif stres parametrelerine etkileri arastirilarak elde edilen veriler degerlendirilmigtir.
2. LITERATUR OZETi

Hayvan vyetistiriciliginde, spermanin kriyoprezervasyonu sonrasinda suni tohumlama
amaciyla kullanilmasi ustin verimli damizlik hayvanlara ait genetik 6zelliklerin korunmasinda
blyuk ©6nem tasimaktadir (Evans, 1988; Holt, 1997). Bununla birlikte, spermanin
dondurulmas! sirasinda meydana gelen soguk soku ve oksidatif stres nedeniyle
spermatozoa yapisinda kriyohasarlar meydana gelmektedir. Bunlarin temel nedeni ise,
seminal plazma ve spermatozoa’da ©6nemli antioksidanlarin seviyelerinde azalmalarin
olmasidir. Bu siregte, soguk soku ve stresinden etkilenen baslica yapilar, spermatozoon

plazma membrani ve akrozomdur (Hammerstedt vd., 1990; Noiles vd., 1995).
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Spermatozoa membran yapilari, akici mozaik modelde diizenlenmis protein, glikoprotein ve
glikolipitleri iceren cift tabakal fosfolipit katmandan olusmaktadir. Bu yapilarin termodinamik
Ozellikte ve % 65-70 oraninda doymamis fosfolipitlerden (yag asidi) olusmasi, membranlarin
sogutulmalarinin sonucu olarak geri dontisumsuz faz degdisimine, sivi fazdan jel fazina
gecmesine neden olmaktadir. Gelisen faz degisimi, enzimlerin kinetiginde degisime yol
acarak, ¢ozdirme sonu hicre canlihgi azaltmaktadir. Bu degisimler sonrasi ortaya ¢ikan
olumsuz degisimler, hiicrelerde soguk soku ve oksidatif stresten kaynaklanan hasarlarin
ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir (Watson 1995, 2000). Bu olumsuz degisimler genel olarak
kriyohasarlar olarak degerlendiriimektedir (Holt, 2000a; Holt, 2000b).

Sogutma/dondurma/¢cézdirme  sirasindaki 1s1  ve ozmotik  degisiklikler, plazma
membranlarinin lipit icerigini, kalsiyum akisini, membran gecirgenligini ve butanliguna
olumsuz etkileyerek mekanik strese neden olmaktadir (Hammerstedt vd., 1990; Noiles vd,
1995). Membranlarin doymamis fosfolipitlerce zengin olmasi lipit peroksidasyonuna karsi
duyarlihgini artirmaktadir. Dondurulmus/cézdurilmis spermatozoa taze olana gére daha
kolay lipit peroksidasyonuna ugramaktadir. Plazma membranlarinda meydana gelen
kriyohasarlar, spermatozoonda katyon ve antioksidan enzim kaybina yol agar (Harrison ve
White, 1972). Bu hasar, hicre membranlarinin kalsiyum gecirgenligini bozar,
spermatozoonun metabolik aktivitesi ve fonksiyonlarini (motilite, canhlik, membran butunlugu
vb.) azaltir (Robertson vd., 1990; White, 1993). Bu olumsuz degisimler, disik moatiliteye
sahip spermatozoanin disi genital kanalinda kolay ilerlemesini ve in vivo kapasitasyon,
akrozom reaksiyonu ve fertilizasyon gibi olaylari olumsuz yonde etkiler (Watson, 1995; Zhao
ve Buhr 1995). Spermanin dondurulmasi-¢ézdirilmesi sirasinda olusan ROS, endojen
antioksidan savunma sistemini azaltarak fertilizasyonu etkiler. ROS'un dusik dozlari,
hiperaktivasyon, kapasitasyon, akrozom ve zona reaksiyonu gibi olaylarda énemli fizyolojik
etkiler gosterir. Ancak, yiksek miktarlarda dretilmesinin spermatolojik parametreleri olumsuz
yonde etkiledigi de belirtilmistir (Aitken ve Baker, 2004). Spermanin dondurulmasi sonrasi
ortamda ROS drunlerinin olusumu ve detoksifikasyonu arasindaki denge, spermatozoon
yasami ve fonksiyonunda 6nem gosterir. Spermanin ROS Urlnleri detoksifikasyonunda
gorevli dogal antioksidan sistemleri (glutatyon peroksidaz, glutatyon, stiperoksit dismutaz,
vitamin C, taurin vb.), spermatozoon korunmasinda yeterli olmamakta, spermanin
dondurulmasi/¢ozdiurilmesi sirasinda azalmakta, sonug olarak spermatolojik parametreler ile
fertilite olumsuz olarak etkilenmektedir. Bu olumsuz etkilerin temel nedeni, spermanin
sogutulmasi, dondurulmasi ve ¢ozdurilmesi sirasinda gelisen 1si soku, ozmotik degisim ve
gelisen lipit peroksidasyonudur (Bilodeau vd. 2000; Griveau vd. 1995; Holmes vd. 1992;
Meister ve Anderson 1983).
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S6z konusu olumsuz etkilere (hiicre organellerinde yapisal deformasyonlar, DNA'da
kirimalar, spermatolojik paramerlerde disme, antioksidatif kapasitede azalma) karsi bazi
koruyucu maddelerin (antioksidanlar, kriyoprotektanlar v.s.) etkisi son zamanlarda anlasiimis
olup, sperma sulandiricilarinda kullaniimalarina baslanmistir. (Maxwell ve Watson 1996;
Gadea vd., 2004; Bucak vd., 2007; Bucak ve Uysal 2008). Ayrica, membranlarin biyuk
oranda lipit icermesi nedeniyle gelisen peroksidatif hasarlara ve sperm fonksiyonlarindaki
bozulmalara karsi etkili antioksidan sistemlerin gerekliligi rapor edilmistir (Alvarez vd., 1983;
Bilodeau vd., 2000, 2001). Dolayisiyla, kriyoprezervasyon sirasinda olusan tim olumsuz
etkiler, ortama antioksidanlarin ilavesiyle azaltilabilmekte, ¢6zUm sonu spermatozoon
fonksiyonlari iyilestiriimektedir (Aitken, 1995; Maxwell ve Watson, 1996; Oehninger vd.,
2000; Bilodeau vd., 2002). Antioksidanlar olumlu etkilerini, ortamdaki oksijen yogunlugunu
azaltarak, olusacak olan zincir reaksiyonunu o©Onleyerek veya olusmus peroksitleri
parcalayarak gdstermektedirler (Cheeseman ve Slater, 1993; Marxwell, 1995; Sardesai
1995; Thomas, 1995).

Kriyoprotektanlar, hiicrenin dondurulmasinda olusan soguk soku zararina, hicreici kristal
olusumuna, ¢ézdiurme sirasinda dekristalizasyona ve gelisen membran destabilizasyonuna
karsi koruyucu amacli olarak kullanilir. Genel olarak koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis
fraksiyonu artirarak ve ortamdaki iyon miktarini azaltarak gosterirler. Hiicre, dondurulmadan
once kriyoprotektanlarla inkubasyona tabi tutularak, hicreigcinde dengeye gelmesi
saglanmaktadir. Kriyoprotektanlarin en dénemli 6zellikleri, disuk molekiler agirhga sahip
olmalari ve toksik etkilerinin ancak belirli oranlarda katildiklarinda olusmasidir (Palasz ve
Mapletopt 1996). Hiicre dondurma ortamindaki kriyoprotektanlarin toksisitesini azaltmak igin,
hucrelerin kriyoprotektanlara maruz kalma siresinin kisaltilmasi ve permeabl o6zelligi

olmayan kriyoprotektanlarin kullanimi gibi uygulamalar yapiimaktadir (Massip 2001).
Kriyoprotektanlar islevsel olarak iki gruba ayrilmaktadir.

1- Permeabl kriyoprotektanlar
2- Permeabl olmayan kriyoprotektanlar.

Permeabl o©zellige sahip kriyoprotektan olarak gliserol, etilen glikol, formamide,
dimetilsulfoksit (DMSO) ornek olarak verilebilir. Bu tir kriyoprotektanlar etkilerini, hicre
zarindan iceriye girerek ve baglasik (koligatif) olarak gdstermektedir. Koruyucu etkileri
donma sirasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu azaltmalari, dehidrasyonu duizenleyip
protein yapilarini korumalari ve dustk sicakliklarin yaratti§i ozmotik buzusmeyi azaltmalar
ile olusmaktadir (Mcgann 1978; Leeuw vd., 1993; Leibo ve Brandley 1999; Holt 2000a).
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Gliserol: Gliserol yiksek oranda hidrofilik yapi gdsteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki C/OH oraninin esit olmasi onun spermatozoon Uzerine olan etkisini
artirmaktadir. Gliseroliin toksisitesi, metabolik donisuminde olusan methiglycosal tarafindan
olusturulur. Toksik etki, tire bagimlilik gostermektedir (aygir, tavsan, kanatl ve balik
spermalari icin fertilizasyonda kontraseptif 6zellik gosterir). Hicrelerde gliseroliin toksik
etkisi, membran biyoenerji dengesinde degisiklige ve ozmotik strese yol agcmasiyla kendini
gostermektedir (Katkov vd., 1998; Woods vd., 2000; Alveranga vd., 2005). Ruminant ve
primat spermasinin dondurulmasinda gliserolin katim orani % 4-8, aygirlarda ise % 4-5'dir.
Domuzda gliserol orani % 3'U, farede ise % 1,75'i gectiginde siddetli akrozomal yikimin
olustugu bildirilmistir (Katkov vd., 1998; Morrell ve Hodge 1998; Holt 2000b).

Etilen glikol: Bircok tirtiin spermasinda donma-¢6zim sirasinda olusan hasara karsi etilen
glikol, gliserolle esit oranda etki saglamaktadir. Etilen glikol, at embriyosunun
dondurulmasinda % 6, spermasinin dondurulmasinda 2 M oraninda kullanildiginda gliserole
gore daha az toksik etki géstermektedir (Alvarenga vd. 2000, 2005; Ball ve Vo 2001).

Eksternal kriyoprotektanlar ise, membranlarin sivi ve katyonlara kargi permeabilitesinde artis
saglayarak, ozmotik strese karsi hicre membranlarini esnek hale getirir. Ayrica, hiicrede
donmal/gbziinme sirasinda gelisen lipit peroksidasyonunu azaltirlar.  Sulandiriciya
ilavelerinde dusuk oranda permeabl kriyoprotektan (gliserol, etilen glikol vb.) kullaniimakta,
bu islem internal kriyoprotektanlarin olasi toksik etkilerini azaltmaktadir (Arav vd. 1993;
Cabria vd. 2001).

Trehaloz: Eksternal kriyoprotektan olarak gorev yapan sakkaritlerden olan trehaloz, iki D-
glikoz molekilinin baglanmasiyla olusmus bir disakkarit bilesigidir (Richards vd. 2002). Tam
olarak etki mekanizmasi bilinmemekle birlikte, spermatozoa plazma membranina penetre
oldugu, donma ve ¢dzim sirasinda membran fosfolipitlerinin polar bas gruplariyla hidrojen
baglari kurarak ylzey artisi sagladigi, ozmotik tamponlayici géreviyle ozmotik soka karsi
koruyucu etkinlik gosterdigi ve serbest oksijen radikallerinin salinimini azalttigi ileri
surtlmektedir (Mcwilliams vd., 1995; Gao ve Crister 2000; Aisen vd., 2005; Purdy 2006). Son
yillarda, trehaloz memeli spermasinin dondurulmasinda sulandiriclya katilmaya baslanmis,
¢6ziim/cozdirme sonrasi spermatolojik parametreler (motilite, akrozom ve membran
bitiinltgl) ve antioksidan kapasitenin artiriimasi ile lipit peroksidasyonunun azaltiimasi
tzerinde 6nemli etkinlik gosterdigi bildirilmistir (Aisen vd., 2000, 2002; Aboagla ve Terada
2003; Bucak vd., 2007).

Kriyoprotektif ajanlarin, dondurulmus spermanin fertilizasyon gicini etkiledigi bilinmektedir.
Co6zum sonu motilite degerleri tatmin edici oranlarda olsa da, bu ajanlarin (gliserol vb)

kontraseptif 6zelliklerinden dolay! fertilite oranlarinda dususlere neden olmasi, sperma
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sulandiricilarina daha dusik oranda kriyoprotektan madde katimini gerektirmektedir. Bu da
ortama ancak antioksidan 0Ozellik gosteren katki maddelerin katimiyla mumkin olmaktadir
(Hammerstedt 1993; Purdy 2006; Bucak vd., 2007). Bu sayede ortamda reaktif oksijen
turlerinin etkisiyle gelisen hasarlar gideriimeye calisiimaktadir (Sies 1993). Spermanin
dondurulmasi/¢cozdirilmesi sirasinda gelisen oksidatif stres ve reaktif oksijen radikalleri,
spermatozoa fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemekte ve yetersiz antioksidan iceren Tris-
yumurta sarisi  gibi klasik sulandiricilarin  spermatozoonlari  bu hasarlara karsi
koruyamadiklari bildirilmektedir (Parrish vd. 1986).

Taxifolin: Flavonoidler, bitkilerin buyik fenolik bilesenlerinde ve ikincil metobolitlerinde
bulunmaktadir (Lin vd., 2007; Mateus ve Costa 2007). Bu maddeler, cesitli polifenolik
yapilarda ¢ok sayida besin maddesinde 6rnegin meyve, sebze, findik ve iceceklerde (cay,
kahve, kirmizi sarap) bulunmaktadir (Shikov vd. 2009). Flavonoidlerin serbest radikal
olusumunu 6nleyici, antimikrobiyal, antimutajenik, ve antikanserojenik ¢zellie sahip oldugu
belirtiimektedir. Flavonoid bilesiklerden olan taxifolinin, cam ya da karagam koklerinde
bulundugu ve diken tohumundan kdken aldig bildirilmistir (Vega-Villa vd. 2009). Taxifolinin
kan damarlarinda vazodilatasyona, kilcal kan dolasimi destekleyicisi ve koroner kalp
hastaliklarinda da tedavi edici Ozellikleri vardir. Bunlarin yanisira, taxsifolinler gida
endustrisinde antioksidan olarak da kullaniimaktadir (Dapkevicius vd., 2002). Sun vd. (2014)
yapmis olduklari calismada diyabetik hale getirdikleri farelere 4 hafta boyunca 100
mg/kg/gun, 50 mg/kg/giin ve 25 mg/kg/glin olacak sekilde, 3 gruba gastrointestinal yolla
taxifolin uygulamasi yaparak diyabetik kardiyomiyopati hastahinin 6niine gegcilmesini
amaclamislardir. Luo vd. (2008) ovaryum hicre kultiriinde kanser htcrelerinin gelisiminin
baskilanmasi amaciyla yaptiklari ¢alismada, 0-160 uM doz araliginda taxifolini kullanmis ve
yuksek konsantrasyonlara ulasildiginda kanserli hicrelerin gelisimini baskiladigini ortaya

koymuslardir.

Boron: Dogada mineral yapisinda bulunan boron, geleneksel olarak saghk alaninda
kullanilmasinin yaninda, endustri, tarim ve kozmetik alaninda da kullaniimaktadir. Boronun
bitki ve bazi hayvan tirlerinde esansiyel olarak alinmasi ve eksikliginde ise 0,3 mg/kg-150
mg/kg doz aralifinda alinmasi gerektigi arastirmacilar tarafindan bildiriimektedir (Nielsen vd.
1987). Boronun kalsiyum, potasyum, vitamin D, aldehid dehidrogenaz, insulin, dstrojen,
testosteron, T3, T4, trigliserid, glukoz ve serbest oksijen radikallerinin olusum
mekanizmalarinda etki gdsterdigi belirtimektedir (Devirian ve Volpe 2003). Ince vd. (2014)
yapmis olduklari ¢alismada, ratlarda intraperiteonal uygulanan siklofosfamidin (75 mg kg)
olusturdugu lipid peroksidasyon artisinin 6niine ge¢cmek igin, 5, 10 ve 20 mg/kg dozunda
intraperiteonal boron uygulamasi sonucunda, boronun lipid peroksidasyonunu azaltici etki

gosterdigini ortaya koymuslardir.
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Fetuin: Fetuin, fetuin-A ve fetuin B olarak iki homolog proteinden olugsmaktadir (Olivier vd.
2000). Fetuin isminin, fotal hayatta bu proteinlere basta kan ve beyinin yapisinda olmak
Uzere buyuk gereksinim duyulmasindan dolay: verildigi bildiriimektedir (Brown vd. 1992).
Fetuin-A, yagd asit transferi (Cayatte vd., 1990), kemik olusumu, insilin ve protein kinaz
odakl iletkenlik gorevi ve sistemik yangi olaylarinda rol almaktadir (Ombrellino vd., 2001).
Fetuin-A ve fetuin-B birlikte dokularda kalsiyum fosfat ¢okmesinin dnline gec¢mektedir
(Denecke vd., 2003; Liu vd., 2008). Fetuinler glikoprotein yapisinda olup fétal sigir
serumunun (FCS) bir bileseni olmasinin yaninda, ayrica bir proteinaz inhibitoradar
(Schroeder vd., 1990). Bovin Serum Albumin (BSA) yapisina benzer bir etki gOstererek
sperm motilitesini artirdi§i belirtiimektedir. Sperm sulandiricisina katilan 3 mg/ml dozunda
fetuinin, sperm motilitesine olumlu katki yapmadigi ancak 80 mg/ml dozunda olumlu etki
gOsterdigi bildiriimektedir (Jaiswal vd., 2010). Sariézkan vd. (2014) yapmis olduklar
calismalarinda boga sperma sulandiricisina sistemaine (2,5; 7,5 mM), hiyaluronan (0,25; 1
mg/ml) ve fetuin’in (5-10 mg/ml) farkli dozlarini katarak boga spermasini dondurmuslardir.
Co6zum sonu CASA motilite sonuglarina, sperm normal morfolojik oranina ve HOST test
sonugclarina gore, 10 mg/ml fetuin dozu ile 2,5 mM sisteaminin en iyi sonu¢ verdigini ortaya

koymuslardir.

Sperma’da gelisen ROS drunlerinin bazal dizeyde salinimi fertilizasyon isleminde
spermatozoon fiisogenetigi ve fertilizasyon esnasinda gerekli membran kayganligi icin
onemli oldugundan, ROS urunlerinin eliminasyonun tamamen gideriimesi ve antioksidan
kapasitenin asiri dizeyde ortamda artirilmasi istenen bir durum degildir. Bu acgidan
antioksidanlarin optimum etkili katim dozlari 6nem tasimaktadir (Alvarez ve Storey 1984;
Aitken ve Baker 2004; Uysal vd., 2005; Bucak vd., 2007).

Yukarida verilen bilgiler dogrultusunda, antioksidan 6zellikli katki maddelerinden, boron,
taksifolin, trehaloz ve fetuinin ko¢ spermasinin dondurulmasinda olumlu etki gdsterecegi,
¢6zim sonrasl ko¢ spermasinda spermatolojik parametreleri iyilestirebilecegi, akrozomal
hasarlari azaltacagi, DNA btinluguni koruyacagl, apoptozisi baskilayacagi, antioksidan
cevap sinyal yolaklarini harekete gecirebilecegi, dondurma ¢odzdirme sirasinda gelisen lipit
peroksidasyonunu azaltacagl ve spermadaki antioksidan kapasitelerini yukseltecegi
dastnualmastir. Literatir taramalarinda, trehaloz ortaminda iki farkli kriyoprotektanin
denendigi, parametrelerin molekiler ve gen dizeyinde arastinldigi bir calismaya
rastlanmamistir. Projenin ikinci asamasinda ilave edilen antioksidan 6zellikli katki
maddelerinin etkinlikleri, ilk defa bu calismada denenmis ve degerlendirme kriterleri oldukca

kapsaml olarak ortaya konmustur.
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Ek olarak, bu calismada, canli dokular Uzerinde ¢ok fazla ekzojen katki maddesi olan
antioksidan tdrlerinin olumlu etki gdstermesine ragmen, antioksidanlarin secimi, genis
literatlir taramasi ve antioksidanlarin kimyasal yapi uygunluklari g6z éniine alinarak rastgele
olmayan bir bigcimde yapilmistir. Bu nedenlerle s6z konusu arastirmada kullaniimasi uygun
gorulen antioksidanlardan maksimum duzeyde verim alinmasi igin, farkli dozlarinin
etkinlikleri arastirilarak optimum katim dozlari saptanmis ve basarili sulandirici tipi ortaya

ctkariimigtir.

Spermatozoonlarin degerlendiriimesinde kullanilan konvansiyonel parametrelerden motilite
ve morfolojik muayene yontemleri spermatozoonlarin fertilite glct bakimindan yeterli ve

aydinlatici bilgi vermemektedir. Bu nedenle;

1. Akrozomal butunlugunun degerlendiriimesi amaciyla FITC-PNA,

2. Mitokondrial aktivitenin degerlendiriimesi amaciyla JC-1 florasans boyama teknikleri,
3. DNA buttnlaga icin COMET testi,

4, Apoptozisin belirlenmesi icin TUNEL testi,

5. Sperm kriyohasarlarinin ince yapi dizeyinde gosteriimesi amaciyla elektron

mikroskobik inceleme,

6. Oksidatif stres parametrelerinin ve antioksidan cevap sinyal yolaklarinin arastirilmasi

icin genetik ve biyokimyasal analizler,

kriyoprezervasyon isleminde spermatozoonlar Uzerinde daha detayll bilgilerle

degerlendirmeler yapma imkani saglamistir.

Dolayisiyla, bu calisma, dondurma/ctézdirme islemlerinde, sperma Ulzerindeki antioksidan
etkinliginin, DNA hasar1 ve apoptozis, sperma ince yap! hasarlarinin elektron mikroskop
diuzeyde gosterilmesi ve antioksidan cevap sinyal yolaklarinin arastiriimasi ile sonuglarinin

ortaya konmasi bakimindan oldukg¢a 6zgtlin olmustur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Farkh Kriyoprotektan ve Trehalozun Farkli Dozlarini iceren Sulandirici Gruplariyla

Miks Spermalarin Dondurulmasi ve Céziim Sonrasi Degerlendirilmesi (1. Asama)

Arastirmada saglkli ve fertil 6zelligi bilinen ergin 6 bas Konya-Merinos irki koglara ait
ejakilatlar kullaniimistir. Koglarin bakimi ve beslemesi Bahri Dagdas Uluslararasi Tarimsal
Arastirmalar Enstitisinde yapilmistir. Ejakulatlar, yetistirme mevsiminde haftada 3 kez
olmak Uzere suni vajen yardimiyla alinmistir. Koglardan alinan ejakilatlardan % 80'in
tzerinde motiliteye, 2 X 10° spermatozoa/ml'nin (zerinde yogunluga sahip olanlari
spermanin islenmesinde kullaniimak Uzere miks vyapilarak 37°C'lik su banyosuna
aktarilmistir. Spermalarin sulandirimasinda temel sulandirici olarak Tris sulandiricisi

kullaniimis ve asagida belirtilen formile goére hazirlanmistir:

Tris sulandiricisi (temel sulandirici)

Tris (Hidroksimetilaminometan) 27,1 gr/L

Sitrik asit 14,0 gr/L

Fruktoz 10,0 gr/L

Bunun Uzerine % 20 oraninda yumurta sarisi ilave edilmistir. Temel sulandiricinin osmotik
basinci 280-300 mOsm ve pH’si 6,8-7,0 olarak ayarlanmistir.

Bu asamadan sonra farkli kriyoprotektan ve trehalozun farkli dozlarini iceren sulandirici
gruplariyla miks spermalar sulandiriilmis ve dondurulmustur. Calismada yer alan farkh
sulandirici gruplari soyledir:

Temel sulandirict + % 5 gliserol

Temel sulandirict + % 5 etilen glikol

Temel sulandirict + % 3 gliserol + 60 mM trehaloz

Temel sulandirict + % 3 etilen glikol + 60 mM trehaloz

Temel sulandirict + % 1,5 gliserol + 100 mM trehaloz

Temel sulandirict + % 1,5 etilen glikol + 100 mM trehaloz

Miks yapilan ejakulatlar 6 esit hacme bolunerek yukaridaki sulandirici gruplariyla ml'de
yaklasik 400 x 106 spermatozoa olacak sekilde 37°C’'ta sulandirilmistir. Sulandirma islemi
tek asamali yonteme gore 37°C'taki su banyosunda yapilmistir. Bu isleminin ardindan,
sulandiriimis spermalar oda Isisinda (22+2°C) payetlere cekilmis ve +5°C’deki digital
gostergeli soguk kabine vyerlestirilmistir. Isinin 45 dk-1 saat icerisinde 5°C'ye

dustralmesinden sonra numuneler 2 saat 5°C'ta ekilibrasyon islemine tabii tutulmustur. Bunu
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izleyen sirecte numuneler sivi azot buharinda (~ 100 °C) dondurularak sivi azot (-196 °C)
icerisinde saklanmistir. Calisma en az 6 replikasyondan olusmustur. Calismada, dondurma
(1 hafta sonra)/¢cozdirme sonrasi in vitro spermatolojik testlerden; 1. motilite ve akrozom
hasarlarinin tespiti icin FITC/PNA-PI, 2. mitokondrial aktivitenin belirlenmesi igin JC-1
floresan boyama yontemleri, 3. DNA hasarinin tespiti igcin COMET testi, 4. apoptozisin
saptanmasi icin TUNEL testi, 5. ince yap! diizeyinde (akrozom hasarlari gibi) kriyohasarlarin

gosterilmesi igin elektron mikroskobik incelemeler yapiimistir.

Birinci asamadaki ¢alisma sonucunda in vitro spermatolojik parametrelere gére en basaril
sonuclart veren iki sulandirici grubu, ikinci asama calismasinda katki maddelerinin
etkinliklerinin  belirlenmesinde temel sulandirici olarak kullaniimistir ve T1 ve T2

sulandiricilar olarak isimlendirilmistir.

3.2 Spermanin Farkli Katki Maddeleriyle Dondurulmasi ve Coziim Sonrasi Degerlendirilmesi

(2. Asama)

3.1.’da belirtilen galisma sonucunda, in vitro spermatolojik parametrelere gore en basarili
sonuclari veren iki sulandirici grubuna (T1 ve T2), t¢ farkl katki maddesi U¢ farkli dozda
ilave edilmis ve etkinlikleri arastirilmistir. Bu katki maddeleri; Boron (0,25 mM, 0,5 mM ve 1
mM), Taksifolin hidrat (10 uM, 100 uM ve 500 pM) ve Fetuin (2,5 mg/ml, 5 mg/ml ve 15
mg/ml)’dir.

Bu ikinci asama calismasinda, U¢ alt deney olusturulmus ve her bir deneyde bir katki

maddesinin farkli dozlarinin etkinlikleri iki fakh sulandirici icerisinde denenmistir.

1. Deney: Boron ve iki farkli sulandiriciyi iceren 8 farkli sulandirici grubuyla yapiimistir.
1. T1 + Boron 0,25 mM (Gliserol %5 + Boron 0,25 mM)

2. T1 + Boron 0,5 mM (Gliserol %5 + Boron 0,5 mM)

3. T1 + Boron 1 mM (Gliserol %5 + Boron 1 mM)

4. T2 + Boron 0,25 mM (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM ++ Boron 0,25 mM

5. T2 + Boron 0,5 mM (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM ++ Boron 0,5 mM)

6. T2 + Boron 1 mM (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM ++ Boron 1 mM

7. T1 (Gliserol %5)

8. T2 (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM)
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Miks yapilan ejakulatlar 8 esit hacme bolunerek yukaridaki sulandirici gruplariyla mli'de

yaklasik 400 x 106 spermatozoa olacak sekilde 37°C’de sulandiriimistir. Sulandirma islemi

tek asamali yonteme gore 37°C'taki su banyosunda yapilmistir. Sulandirma isleminin

ardindan sulandiriimis spermalar oda isisinda (22+2°C) payetlere cekilmis ve +5°C'taki

digital gostergeli soguk kabine yerlestirilmistir. Isinin 45 dk-1 saat igerisinde 5°C'ye

dusuralmesinden sonra numuneler 2 saat 5°C'ta ekilibrasyon islemine tabii tutulmustur. Bunu

izleyen siregte numuneler sivi azot buharinda dondurularak sivi azot igerisinde saklanmistir.

Calisma en az 8 replikasyondan olusmustur.

2

. Deney: Taksifolin hidrat ve iki farkli sulandiriciyi iceren 8 farkli sulandirici grubuyla

yapimistir.

(o]

. T1 + Taksifolin hidrat 10 uM (Gliserol %5 + Taksifolin hidrat 10 pM)

. T1 + Taksifolin hidrat 100 uM (Gliserol %5 + Taksifolin hidrat 100 uM)

. T1 + Taksifolin hidrat 500 uM (Gliserol %5 + Taksifolin hidrat 500 uM)

. T2 + Taksifolin hidrat 10 pM (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin hidrat 10 uM)

. T2 + Taksifolin hidrat 100 uM (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin hidrat 100 uM)
. T2 + Taksifolin hidrat 500 uM (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin hidrat 500 pM)
. T1 (Gliserol %5)

. T2 (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM)

. Deney: Fetuin ve iki farkli sulandiriciy iceren 8 farkl sulandirici grubuyla yapilmistir.

. T1 + Fetuin 2.5 mg/ml (Gliserol %5+ Fetuin 2.5 mg/ml)

. T1 + Fetuin 5 mgml (Gliserol %5+ Fetuin 5 mg/ml)

. T1 + Fetuin 15 mgml (Gliserol %5+ Fetuin 15 mg/ml)

. T2 + Fetuin 2,5 mg/ml (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 2.5 mg/ml)
. T2 + Fetuin 5 mg/ml (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 5 mg/ml)

. T2 + Fetuin 15 mg/ml (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 15 mg/ml)

. T1 (Gliserol %5)

. T2 (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM)
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Miks yapilan ejakulatlar 8 esit hacme bolunerek yukaridaki sulandirici gruplariyla mli'de
yaklasik 400x106 spermatozoa olacak sekilde 37°C’ta sulandiriimistir. Sulandirma iglemi tek
asamall yonteme gore 37°C'taki su banyosunda yapilmistir. Sulandirma isleminin ardindan
sulandiriimis spermalar oda 1Isisinda (22+2°C) payetlere cekilmis ve +5°C'taki digital
gostergeli soguk kabine yerlestirilmistir. Isinin 45 dk-1 saat icerisinde 5°C'ye
dusuralmesinden sonra numuneler, 2 saat 5°C'ta ekilibrasyon islemine tabii tutulmuslardir.
Bunu izleyen siregte numuneler, sivi azot buharinda dondurularak sivi azot igerisinde

saklanmistir. Calisma en az 8 replikasyondan olusmustur.

Calismada, dondurma (1hafta sonra)/cbzdirme sonrasi olmak Uzere in vitro spermatolojik
testlerden; motilite, akrozom hasarlarinin tespiti igcin FITC/PNA-PI, mitokondrial aktivitenin
belirlenmesi icin JC-1 floresans boyama yontemleri, DNA hasarinin tespiti icin COMET testi,
apoptozisin saptanmasi i¢cin TUNEL testi, kriyohasarlarin (akrozomal boélge hasarlari gibi)
ince yap! dizeyinde gosteriimesi icin elektron mikroskobik incelemeler, oksidatif stres
parametrelerinden (lipit peroksidayon, total antioksidan kapasite) ve antioksidan cevap sinyal

yolaklarinin arastiriimasi i¢in biyokimya ve genetik analizler yapilmistir.

ikinci asama calisma sonrasinda, her deney grubundan in vitro parametrelere gére elde
edilen en basarili sonu¢ veren sulandirici gruplartyla dondurulan spermalar Ugtincii asama

calismasina alinmistir.
3.2.1 in vitro Spermatolojik Parametreler
3.2.1.1 Spermatozoa Motilitesi

Spermatozoa motilitesi 37 °C ’lik 1siya sahip 1sitma tablall faz-kontrast mikroskopta lam-lamel
arasina alinan sperma numunesinde en az 3 farkli mikroskop sahasina bakilarak yapilmistir.

Sahalardaki motilite degerlerinin ortalamasi % motilite orani olarak kaydedilmigtir.
3.2.1.2 Spermatozoon Akrozom Hasarlarin Tespiti

Spermatozoon akrozom hasarlarin degerlendiriimesi icin FITC-PNA/PI (Fluorescein
isothiocyanate conjugated to Arachis hypogaea/Propidium iodide) floresan boyamasi
uygulanmistir. Bunun icin 37 °C’deki 60 pL sperma numunesi (25x106 /mL) Uzerine FITC-
PNA (100 pg FITC-PNA/1 mL PBS) temel ¢ozeltisinden 10 yL ve Pl (2 mg PI/1 mL distile su)
cozeltisinden 2 pL ilave edilip, karanlk ortamda 37 °C’de 20 dk inkilbe edilmistir. inkiilbasyon
sonrasi numune 10 pyL Hancock sivisiyla tespit edilmistir. Numuneden alinan 2 pL hacim,
lam-lamel arasinda akrozom bUtinligd yoninden florasan atagmanli  faz-kontrast

mikroskopta degerlendirilmistir (Leica DM3000, Germany). Akrozomu yesil floresan alanlar
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hasarli akrozoma sahip spermatozoayi, akrozomu yesil floresan boya almayanlar ise saglam

akrozoma sahip spermatozoayi géstermistir.
3.2.1.3 Mitokondrial Aktivitenin Belirlenmesi

Bu degerlendirme i¢in JC-1/PI florasans boyama esasina dayanarak, Coyan vd. (2011)nin
uyguladigi yénteme gore yapilmistir. 300 pl sperma, 2,5 pl JC-1 ve 2,5 pl Pl ile 37 °C’de 20
dk inkube edilmistir. Ardindan tzerine 10 pl Hankok solusyonu eklenmistir. Bu karisimdan
alinan 2,5 ullik numune, lam-lamel arasinda floresan atacmanli mikroskopta 450-490 nm
dalga boyunda incelenmistir. Goévde kismi sari-turuncu floresan gdosterenler yiksek
mitokondriyal aktiviteye sahip spermatozoayi, yesil floresan gosterenler disiik mitokondriyal
aktiviteye sahip spermatozoay! goOstermisti. Boyamalar sonrasi hicrelerin - mikroskop

goruntileri kamera vasitasiyla gekilip, bilgisayarda hticre sayimi islemleri igin depolanmistir.
3.2.1.4 Oksidatif Stres Parametreleri

Sperma numunelerinin hazirlanmasi:

Sulandirimis spermatozoon htcreleri +40C’ ta 800 x g, 15 dk sure santrifllj edilerek ayrildi,
dipteki hiicrelere PBS ilave edildi ve stpernatant kismi uzaklastirilarak 3 kez yikandi, islem
bitiminde PBS ile 0,5 mlI'ye tamamlandi. Homojenizasyon igin sperm sispansiyonu buzlu su
icerisindeki 2 ml'lik hazne icerisine konuldu ve soguk ortamda 10 sn sireli sonikasyon
(Bandelin Sonopuls, Bandelin Electronic HeinrichstraBe, D-12207, GerateTyp:UW 2070,
Pro-Nr. 51900037369.004, Berlin) uygulandi. Her uygulamanin sonunda ornekler 30 sn buz
icerisinde bekletiimek suretiyle 5 kez islem tekrarlandi. Lipit peroksidasyon (LPO) analizi icin
120 ul homojenat alinip tzerine 10 yl 0,5 mM BHT (butil hidroksi toluen) ilave edildi, tGSH
analizi icin ise homojenattan 50 uL kullanildi geriye kalan homojenat 12000 x g +40C’ ta 15
dakika santrif(lj edilip siipernatantlar ayrimlandi. Analizler yapilincaya kadar érnekler -860C’

ta saklandi.

Lipit peroksidasyonu (LPO) Diizeyi Analizi:

Lipit peroksidasyon uriinleri duzeyleri ticari LPO-586TM Oxis Research (OxisResearchTM,
Bioxytech, USA) Kkiti ile spektrofotometrik olarak (UV 2100 UV-VIS Recording
Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) belirlendi. Analiz, 450C’de N-methyl-2phenylindole
adli kromojen maddenin MDA ve 4-hydroxyalkenals (LPO) ile reaksiyonuna dayanilarak
gerceklestirildi. Bir mol MDA veya 4-hydroxyalkenal, 2 molekil N-methyl-2phenylindole ile
asetonitril icinde reaksiyona girmekte ve 586 nm’de dayanikli bir kromofor meydana

getirmektedir. Sonuclar pmol (109 hicre/ml) olarak belirlendi.
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Glutatyon (GSH) Diizeyi Analizi:

Redikte Glutasyon diizeyleri GSH-420R Oxis Research kiti (OxisResearchR, Bioxytech,
USA) kullanilarak ol¢culdid. Metot, kromoforik thion olusumu temeline dayanmaktadir.
Homojenat tamponlandi ve okside glutasyonu (GSSG) redikte duruma (GSH) getirmek icin
tris (2-karboksietil) fosfin eklendi. Baz ilavesiyle pH'nin 13'U ge¢cmesine dayanilarak; GSH-
tioetere spesifik B-eliminasyon, kromoforik tion bilesigi ortaya cikartildi. Toplam GSH duizeyi,
spektrofotometri ile 420 nm’ de 6lguldi ve bulgular 109 spermatozoa/ml igin pmol olarak

tespit edildi.

Total antioksidan kapasite (AOP) analizi:

Olciim icin SIGMA Antioxidant Assay Kit kullanildi. Metot, numunede bulunan tim
antioksidanlarin kombine etkisiyle Cu+2’'nun Cu+'ya rediksiyonu temeline dayanmaktadir.
Kromojenik reagent olan Bathocuproine (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin) 490 nm’de
maksimum absorbansa sahip olan Cu+ ile 2:1 oraninda selektif kompleks olusturmaktadir.
Kalibrasyon egrisi olusturmak icin Urik asit konsantrasyonunun standardi kullanildi. Total
antioksidan potansiyeli, spektrofotometri ile 490 nm’de ©6lculdi ve bulgular 109

spermatozoa/ml icin mmol olarak elde edildi.

Numuneler 6lgim 6ncesi Bucak vd. (2010)‘nin modifiye ettikleri sonikasyon islemiyle hazir
hale getiriimis ve olcim yapilincaya kadar —80°C’ de saklanmistir. Orneklerde lipit

peroksidasyonu ve total antioksidan aktiviteleri ticari kitler kullanilarak belirlenmistir.
3.2.1.5 Antioksidan Cevap Sinyal Yolaklari/Genetik Analizler

Hucrelerde bulunan Nuklear faktor (NFE2L2) bir transkripsiyon faktéridir ve hicrelerin
oksidatif stresin sitotoksik etkilerinden kurtulmasinda primer rol alan antioksidan cevap sinyal
iletim sisteminde, yolaklarinda gorevi vardir. NFE2L2, antioksidan enzimlerin ekspresyon
seviyelerinin artmasina yol agar ve oksidatif stress altindaki hiicrelerin canl kalmasini saglar.
Bu sinyal yolaginin aktive olmasi sonucunda bir¢ok hiicre koruyucu proteinin gen diizeyinde
ekspresyonu uyarilir. Bu yolagin hedef genleri arasinda bulunan NAD(P)H quinone
oksireduktaz (Ngol), Glutamate-cycteine ligase (Gclc), Glutathione S-transferaz (GST)‘In
aktive edilmesi durumunda oksidatif stresin azaltilabilecegi disunilmektedir. Spermada
dondurma islemine ve sulandiriciya ilave edilen antioksidan 6zellikli katki maddelerine bagli
olarak yukaridaki genler bakimindan ekspresyon dizeyinde arastirmalar yapilarak, bu
islemler sonucunda sperma hicresinin oksidatif strese ve koruyuculara karsi verdigi cevabin

molekuler mekanizmalarinin bir kismi arastiriimistir.
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3.2.1.5.1 Spermada Gen Ekspresyon Analizleri

Sperma oOrnekleri icin BoviPure sperm seperasyon sivisiyla somatik glcrelerden sperma
hicrelerinin ayrilmasi islemi: Sperma payetleri 25 sn boyunca 37 °C sicaklikta su
banyosunda ¢ozdurildi. Cozdurlilen her bir payet, bovipure ile muamele edildi: Bovipure
¢cOzeltisinden, izotonik bir solisyon olan BoviDilute ile sulandirilarak %40 ve %80
fraksiyonlari hazirlandi. (Underwood, S. L 2009). 15 ml santrifuj tUplerine 0,5 ml esit
hacimlerde %80 ve %40 konsantrasyonlarda Bovipure ¢o6zeltisi eklendi. Bu ¢ozelti Uzerine
0,25 ml kadar ¢ozdurtlmis semen 6rnegdi aktarildi. 20 dk boyunca +4 oC sicaklikta 600 G
hizda santrifuj yapildi. Ust faz uzaklastirilarak, alt kisimda olusan sperm pelleti tizerine 0,5
ml PBS solusyonu eklendi. Sperm hcrelerinin PBS sollsyonu Uzerinde ¢dzilmesi icin kisa
bir vorteks islemi yapilarak, numuneler 10 dk boyunca +4 oC sicaklikta 600 G hizda santrifuj

yapildi. Ust faz yikanarak, 0,1 ml PBS ile sperm numuneleri sulandirildi.

RNA ekstraksiyon islemi

Mikrosantrifuj tuplere 100 pyl PBS-sperm karisimi eklendi. Liziz ve faz ayrimi
islemlerini gergeklestirmek Uzerine suspansiyon icerisine 1 ml TRIzol reagent sollisyonu ve
0,25 mg zirkonyum bilye (0,5 mmg ) ilave edildi. Homojenizatérde 20 sn olacak sekilde
hicreler parcalandi. Stispansiyon oda sicakhdinda 5 dk bekletildi. Karisima 200 pl kloroform
eklenerek dikkatlice karistirildi, oda sicakliginda 2 dk bekletildikten sonra 12000 G hizda 10
dk 4 °C sicaklikta santrifuj islemi uygulandi. Farkl bir mikrosantrifuj tipe aktarilan Renksiz
ust sivi faz icerisine 0,5ml isopropanol eklenerek dikkatlice kanstirildi. Karisim 10 dk oda
sicakhginda bekletildikten sonra 12,000 G hizda 10 dk 4°C sicaklikta santrifuj islemi
uygulandi. Stpernatant kismi atilarak olusan pellet 1 ml %70 etanol ile 7500 G hizda 5 dk
4°C sicaklikta tekrar santrifuj yapilarak yikandi. Ust faz mikrosantrifuj tipiinden
uzaklastinlarak, RNA pelleti kuruyana kadar (15-30 dk) oda sicakliginda bekletildi. 30 pl

Nikleaz free elution buffer eklenerek pellet stiispanse edildi.

DNase islemi

Colibri Titertek Berthold cihazi kullanilarak spermlerin RNA &lctimleri gerceklestirildi. Cihaz
calistinldiktan sonra nikleik asit sekmesine tiklandi. Sekme agcildiktan sonra drnek tipi RNA-
40, 1sik yolu uzunlugu otomatik olacak sekilde parametreler ayarlandi. Cihazin kapag!
acildiktan sonra korleme icin elisyon bufferdan 2 pl konulup kapak kapatildiktan sonra blank
secenegine tiklandi. Kdrleme iglemi bittikten sonra kapak acilarak, elisyon buffer temizlendi.
Numunelerden sirasiyla 2 pl alinip o6lcim secenedi kullanilarak RNA o6lgcme islemi
tamamlandi. Sperm numunelerine ait nikleik asit ¢ozeltilerinin RNA konsantrasyonlari 1 pg/

10 pl olacak sekilde ayarlandi. DNase | enzim (Arcticzymes, Norveg) protokolune gore; 0,5

29



Mg/ 5 ul total RNA Gzerine 1 pl DNase | buffer eklenerek 5 pl tamamlayak sekilde niikleaz
free su eklendi. Karisim 37 °C sicaklikta 30 dk inkube edildi. inkiibasyon islemi sonucunda 1
pul EDTA ilave edilerek 65 °C sicaklikta 10 dk sire ile DNase | enzimi inaktive edilerek cDNA

islemine hazir hale getirildi.

Reverse Transkripsiyon islemi

Sperm numunelerinden elde edilen 0,5 pg/5 pl total RNA 6rneklerinden Reverse transkriptaz
islemi ile cDNA olusturmak icin Viva cDNA Synthesis Kit (Vivantis, Malezya) kullanildi. 1 pl
10 Mm dNTP miks, 1 pl Random Hexamer ve 1 pl Oligod d(T) total RNA Uzerine ilave
edilerek 10 pl olacak sekilde nukleaz icermeyen su eklendi. Primerlerin baglanabilmesi igin
65 °C sicaklikta 10 dk inkilbasyon gerceklestirildi. islem sonrasinda buz Uzerinde 2 dk
bekletilen karisim Gzerine, nukleaz free su ile 10 pl hacim olacak sekilde 2 pl 10X buffer m-
MuLV ve 1 pl M-MuLV Reverse Transkriptaz enzimi ilave edilerek dikkatlice karistirildi.
Reverse Transkriptaz karisimi icin, 25 °C 10 dk, 42 °C 60 dk ve reaksiyonu durdurmak igin 85
°C 5 dk inktibasyon gerceklestirildi. Olusturulan cDNA drnekleri -20 °C de saklandi.

Sybrgreen Real Time PCR (qPCR) Gen Ekspresyonu

Proje icin secilen NAD(P)H quinone oksireduktaz (Ngol), Glutamate-cycteine ligase (Gclc),
Glutathione S-transferaz (GSTP) (Sen, 2015) ve liyofilize haldeki primerleri 100 Mm olacak
sekilde niikleaz free su ile ¢ozduruldi. Real Time PCR iglemi igcin Sybrgreen boya iceren 2X
master miks (Diagen, Turkiye) kullanildi. 2X master miks 10 ul, 0,5 mM forward ve reverse
primerler, 2 ul cDNA 0,2 pl Tag DNA polymerase (Vivantis, Malezya) nukleaz free su ile
hacim 20 pl'ye tamamlandi. Reaksiyon, realtime PCR cihazinda (ABI 7500 fast, ABD) 8'li
strip tUpler kullanilarak, ilk denattirasyon 95 °C 5 dk, 40 tekrar 95 °C 10 sn, 60 °C 30 sn
(okuma), 72 °C 5 sn fragment ¢ogaltma islemi takiben 95 °C 15sn, 65 °C 1 dk ve 95 °C 10 sn
olarak sn de 0,1 °C sicakhk artisiyla melting curve (HRM) islemi yapildi. Real time PCR

islemi sonucunda elde edilen Ct degerleri kayit edilerek hesaplamalar yapildi.

NAD(P)H quinone oksireduktaz (Ngol), Glutamate-cycteine ligase (Gclc), Glutathione S-
transferaz (GSTP)'i determine eden genlerin ekspresyonlari, farkli katki maddeleriyle

dondurulan sperma numunelerinde degerlendirildi.
(Underwood vd., 2009; Sen, 2015; Hamilton vd., 2018).

Spermadan total RNA analizi Trizol yontemi ile gerceklestiriimistir. Elde edilen RNA'larin
miktari ve kalitesi Nanodrop'ta belirlenmistir. izolasyon sirasinda olusabilecek fenol, protein
ve genomik (g) DNA kontaminasyonlarini belirlemek icin A260/A280 ve A260/A230 oranlari
degerlendirilmistir. UV dlctimleri A260/A280 icin 2+0,1 ve A260/A230 icin 2,0-2,4 arasinda
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olan RNA ornekleri gPZR analizlerinde kullaniimistir.  RNA 6rneklerinin  kalitesinin
belirlenmesi amaciyla 1ug/10pl konsantrasyonundaki RNA tzerine 6X yukleme boyasindan 2
pl konularak % 1'lik agaroz jel elektroforez sonrasi Ethidium Bromur (EtBr) ile boyanan RNA
bantlarinin kalitesi UV-transliminator tzerinde goézle ve gorintileme sisteminden alinan
resim ile degerlendirilmistir. Total RNA drnekleri -70 °C’de muhafaza edilmistir. Olasi gDNA
kontaminasyonlarinin ortadan kaldirilmasi amaciyla DNAse-l1 (Fermentas, ABD) enzim
reaksiyonu dretici firmanin protokoltine gore uygulanmistir. Bu protokole gore 2 pg/20pl total
RNA (zerine 2 pl DNAse | reaksiyon karisimi ve 2 pl DNAse | enzimi konularak su
banyosunda 37°C 30 dakika bekletiimistir. Reaksiyon durdurulmasi igin 2 ul EDTA ilavesi ile
65°C su banyosunda 10 dakika inktibe edilmistir. Nikleaz ari DEPC ddH20 kullanilarak 1 pg
total RNA kullanilarak Reverse Transkriptaz (RT) reaksiyon kiti (Fermentas, USA) ile cDNA
(complementary DNA) Uretilmistir. Sentezlenen cDNA &rnekleri -80 °C'de qPZR analizleri
yapilincaya kadar muhafaza edilmistir. Aday genlerin ekspresyon seviyelerinin mRNA
dizeyinde tespiti amaciyla real time PZR (RT-PZR) teknolojisi kullaniimistir. RT-PZR
protokoliinde 10 pl SYBR Green Master Mix (2x), her bir primerden 5 pMol, 1 ul cDNA ve
toplam 20 ul hacimde hazirlanmis ve gqPZR protokoli uygulanmistir. Termal siklus profili
olarak: 95°C’de 10 dakika denattirasyon sonrasi 40 siklus 95°C’'de 30 s, 60°C'de 1 dk ve
72°C’de 30 sn kullaniimistir. Melting curve analizlerinde 95°C (1 dakika), daha sonra 55°C ve

95°C arasinda, her bir derecede floresan dlgimu yapiimistir.

3.2.1.6. DNA Biitiinliiii ve Apoptozisin incelenmesi

DNA c¢ift zincir kiriklari ve fragmantasyonu incelemesi igin, sivi azotta saklanan spermalar,
35°C’deki su banyosunda tutularak coOzilmis ve payetlerdeki spermalar epondorflara
aktarilarak, 2500 rpm’de 5 dakika dondurilerek sulandiricilart uzaklastiriimistir. Daha sonra
1X PBS ile 3 kez yikanan spermalardan, DNA c¢ift zincir kirklarinin belirlenmesi icin COMET
testi ve DNA fragmantasyonunun belirlenmesi icin TUNEL testinde kullanilmak tzere 20 pl
alinarak 80 pl 1X fosfat tamponlu tuz (PBS) icine aktariimistir. Bu karisimin hazirlanmasini
takiben:

1. TUNEL testinde kullaniimak lzere, PBS-sperma karisimindan 10 pl alinarak, poli-L-
lizin kaph lamlara smear seklinde yayilmistir.

2. COMET testinde kullaniimak lGzere, PBS-sperma karisindan yaklasik 100.000 hiicre

olacak sekilde alinarak, dusuk erime noktali agaroz (LMA) ile karistiriimistir.

TUNEL Testi (Roche, In Situ Cell Death Detection Kit, POD, Roche- 11 684 817 910, kit
prosediiri):
Cozduruldikten sonra PBS ile dilie edilen 6rnekler, poli-L-lizin kapli lamlara smear seklinde

yayllmistir.  Slaytlar aclk havada kurutulduktan sonra taze hazirlanmis %410k
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paraformaldehitte oda 1sisinda 1 saat fikse edilerek, PBS ile 3X2 dk yikanmistir. Daha sonra
10 mM Tris-HCl iginde 20 pg/ml proteinaz K ile oda i1sisinda 10 dk inkiibe edilen slaytlar, taze
hazirlanmis bloklama solisyonu (%3 H.O,, metanolde) ile oda isisinda 10 dk inkibe
edilmistir. PBS ile yikamanin ardindan, taze hazirlanmis seffaflastirma solisyonu (%0,1
Triton X 100 ve %0,1 Sodyum sitrat) ile buz Ustiinde inkiibe edilen slaytlar tekrar PBS ile
yikanmistir. isaretleme islemi icin kit icerisindeki 2 numarall tipte yer alan label
solusyonunun 450 pl'si ile 1. tupteki 50 pl enzim karistiriimis ve her bir 6rnege bu karisimdan
50 pl eklenerek lamel kapatiimistir. Nem odasi icinde 37°C’de 1 saat inkibe edilen drnekler,
PBS ile yikanmistir (3X5 dk). Daha sonra sinyal donisiima igin, kit igcinde bulunan converter-
POD’dan her slayta 50 pl eklenerek, lamel kapatilmis ve nem odasi icinde, 37°C’de 30 dk
inkiibe edilmigstir. Slaytlar PBS ile 3X2 dk yikanarak, renk olusumu igin, drnek basina 100 pl
DAB Substrat eklenerek, oda sicakliginda yaklasik 15 dk (renk olusumu gdzlenene kadar)
beklenmistir. Ornekler 3X2 dk PBS ile yikanarak, Harris Hematoksilen ile zit boyama [Harris
Hematoksilende 30 sn boyama; akarsuda yikama; %70, %96 ve absollu alkolden (3'er dk)
gecirilerek dehidrasyon; 2X3 dk ksilende seffaflastirma] yapiimistir. Zit boyamanin ardindan
lamlar entellan kullanilarak cam bir lamel ile kapatiimistir.

Isik mikroskobunda 40X biyutmede, her slaytta 100 hiicre sayilarak, TUNEL-pozitif hiicre
%’si ortalamazstandart sapma olarak ifade edilmistir.

Negatif kontrol: Ornekler sadece label soliisyonu ile inkiibe edilmistir.

COMET Testi (DNA hasarinin tespiti):

Tamamen buzlu lamlara %21’lik normal erime noktali agaroz (NMA) yayilarak kurutulmustur.
Cozdurildukten sonra PBS ile dilie edilen 6rnekler yaklasik 100.000 hiicre olacak sekilde
%0,75’lik 50 pl LMA ile karistinimistir. Bu stispansiyondan NMA olan lamlara 70 pl dokulerek
Uzeri lamelle kapatiimis ve +4°C’de dondurulmustur. Lameller alindiktan sonra, lamlar 20
dakika oda isisinda, daha sonra da 2 saat 37°C’de lizis soliisyonunda [Lizis stok sollisyonu
(2,5 M NaCl; 100 mM EDTA; 10 mM Trizma Base; pH 10) igcerisine %1 Triton X; %1,5 SDS;
10 mM DL-Dithioerithol eklenerek hazirlanir] inkiibe edilmistir. Daha sonra lizis soliisyonuna
20 pg/ml Proteinaz K (DNAse free) eklenerek 37°C’de gece boyu inkibe edilmistir. Lizis
tamponundan alinan slaytlar soguk elektroforez tamponuna [100 ml 10X TBE ((81 gr Tris
base; 41 gr Borik asit; 30 ml 0,5 M EDTA (18,61 gr EDTA; 2 gr NaOH; 80 ml dsu)) 900 ml
distile su] yerlestirilerek, DNA’'nin gevsemesi icin 4 C'de bekletilmistir. Elektroforez islemini
takiben slaytlar oda i1sisinda 1 saat kurutularak fikse (%15 trikloroasetik asit, %5 ¢inko stilfat
ve %5 gliserol) edilmistir. Daha sonra deiyonize su ile yikanarak 50°C’de 1 saat kurutulan
slaytlar, deiyonize su ile 5 dk rehidre edilerek, gimis boyama ydntemi ile boyanmistir. Bu
islem icin Solisyon A (%5 sodyum karbonat) ile Soliisyon B (%0,2 amonyum nitrat, %0,2

gumas nitrat, %0,5 tungstosilisik asit, %0,15 formaldehit, %5 sodyum karbonat) 2:1 oraninda
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karistinlarak, calkalayici 20 dk inkiibe edilmis, daha sonra taze boya solisyonu hazirlanarak,
drnekler 20 dk daha inkliibe edilmistir. Hafif bir gri ya da kahverengi renk olusunca, slaytlar
reaksiyonun durdurulmasi igin %1’lik asetik asit icine alinmis, daha sonra slaytlar 3 kez
deiyonize su ile yikanarak, toz almayan kutularda, oda isisinda kurumaya birakiimiglardir.
Isik mikroskobik incelemelerden 6nce 5 dk deiyonize suda rehidre edilen her slaytta ortalama
200 hicre incelenerek, DNA hasari hicre %’si ortalamazstandart sapma olarak ifade

edilmistir.

istatistiksel Degerlendirme
TUNEL ve COMET testlerinden elde edilen veriler IBM SPSS Statistics 21 programi ile analiz

edilmis ve p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

3.2.1.7 Kriyohasarlarin ince Yapi Diizeyinde Gésterilmesi (Elektron Mikroskobu

Calismasi)

Orneklerin, Gegirimli Elektron Mikroskobu calismasi icin gluteraldehitli sollisyonda tespit
edilmesinden sonra, OsO, ile ikinci tespit islemi yapiimistir (Millonig 1961). ikinci tespit
isleminden sonra yikanan ornekler yikselen etil alkol serileri, toluol ve epon serilerinden
gecirilmistir. Ornekler epoksi recine bloklara gémiildiikten sonra elde edilen bloklardan yari
ince kesitler alinmis ve Toluidin mavisiyle boyanarak 1sik mikroskobunda fotograflanmistir.
Isik mikroskobunda belirlenen yerlerden alinan ince kesitler gridlere aktariimis, uranil asetat
ve kursun sitratla boyandiktan sonra (Reynolds 1963) ZEISS SUPRA 40 VP elektron
mikroskobunun STEM (Scanning Transmission Electron Microscope) dedektort ile
incelenerek mikrograflari alinmistir. Orneklerin, Taramal Elektron Mikroskobu calismasi igin
gluteraldehitli sollisyonda tespit edilmesinden sonra yikama islemleri yapiimis ve ardindan
alkol serilerinden gecirilmistir. Lisinli lamlara alinan o6rnekler, kurutma isleminden sonra
altinla kaplanarak ZEISS EVO LS 10 elektron mikroskobunda incelenmis ve mikrograflari

alinmistir.
(Wael vd. 2018, Hafez ve Kanagawa, 1973, Mekkawy ve Osman, 2006)

3.3. Spermalarla Tohumlamalarin Yapilmasi (3. Asama)

Ddl verimi degerlendirilmesi ¢alismada kullanilan katki maddelerinin farkli dozlari spermatolojik ve

oksidatif stres parametreleri bakimindan degerlendirildikten sonra en iyi sonug¢ veren katki

maddeleri (fetuin, taksifolin hidrat ve bor) dozlari belirlendi. Bu katki maddelerini icermeyen iki grup

(%5 gliserol ve %5 etilen glikol iceren gruplar) ile toplamda bes sulandirici grubu olusturuldu.

Bireysel olarak koclardan alinan sperma, olusturulan bu bes farkh sulandirici grublariyla
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dondurularak tohumlama islemlerinde kullaniimak tzere saklandi. Tohumlamalar 6ncesi koyunlar
senkronizasyona tabi tutuldu. Bu amagcla, 9 giin arayla iki kez prostaglandin F2a (cloprestenol),
125 mikrogram dozunda uygulandi. Uygulamay! takiben 42-44. saatlerde servikal vyolla
tohumlamalar yapildi. Tohumlamalarda kullanilan sperma numunelerinde tohumlama dozu ve
hacmi, 400 x 106 spermatozoa ve 0.5 ml oldu. Tohumlamalar sonrasi 30. giinde ultrasonografi
yardimiyla gebeliklerin tesbiti yapildi ve dogum oranlari kaydedildi. Tohumlamalarda kullanilan

spermanin donduruldugu sulandirici grublari sunlardir:

1-Gliserol % 5

2- Gliserol %3 + Trehaloz60 mM

3- Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetiiin 5 mg

4- Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 10 uM
5- Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Boron 0,5 mM

3.4 istatistiksel Analizlerin Yapilmasi (4. Asama)

istatistiksel analizde farkli uygulamadan elde edilen verilerin ortalamalari kullaniimistir. Farkli
sulandirict gruplarinin in vitro parametrelerinin karsilastiriimasinda varyans analizi,
aralarinda 6nemli farkhlik bulunan ikiden fazla grubu karsilastirmak icin de Tukey coklu
karsilastirma metodu kullaniimistir.  Tohumlama sonuglarindan elde edilen verilerin

karsilastiriimasinda ise kikare testi uygulanmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Motilite, Akrozom Hasarlari, Mitokondrial Aktivite Bulgulari

Tablo 1. Farkh kriyoprotektan ve trehaloz oranlari ile dondurulan ko¢ spermasinin ¢ézim

sonu motilite, 6lu-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi

(MeantSEM)
Gruplar Motilite SYBR-14/PI JC-1/PI FITCHIPI
% % % %

Gliserol %5 45.62+3.46° 52.99+3.34° 45.63+3.51¢ 42.12+6.85
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 34.37+4.05*° 41.86+4.09" 34.99+4.21%  37.02+2.96
Gliserol %1.5 + Trehaloz100 mM 25.62+5.21%  34.14+4.54%® 26.30+£4.90%*° 43.88+3.00
Etilen Glikol %5 30.0045.26%  37.64+4.843° 30.70+£4.93*  36.47+4.92
Etilen Glikol %3 + Trehaloz60 mM 20.25+4.162 27.95+3.992 20.37+4.14®  28.01+6.05
Etilen Glikol %1.5 Trehaloz100 mM 16.25+4 .50 26.58+4.352 16.95+4.622 34.4145.11

p

*

*

*

a, b, c,d: Ayni sttundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farklihklar dnemlidir (*P<0.05).
Gruplar arasi farklihk dnemli degildir (P>0.05).

SYBR-14/Pl %: Canli spermatozoa orani
JC-1/PI %: Mitokondriyel buttnlik orani
FITCH/PI %: Akrozomal butunluk orani

Co6zum sonrasi ko¢ spermasi motilitesi, canli spermatozoa, mitokondriyel aktivite oranlari
bakimindan, gliserol %5 (45.62+3.46, 52.99+3.34 ve 45.63+3.51) diger gruplara gore daha
yuksek sonu¢ vermistir (P<0.05). Akrozom bitunligu bakimindan ise, gruplar arasinda
onemli bir farkllik ortaya ¢ikmamistir (P>0.05). Gliserol %3 + trehaloz 60 mM sulandirici
grubu ise, ikinci derecede ¢6zUm sonu spermatolojik prametrelerde en yiksek korumayi
saglamistir.

Bu tablo degerlerine gore, projenin ilk asamasinda en yiksek degerleri veren iki sulandirici
grubu ortaya ¢ikmistir. Bu sulandirici gruplari: Gliserol %5 (T1) ve Gliserol %3 + 60 mM
Trehaloz (T2) gruplarnidir. Buna goére, projenin ikinci asamasinda kullaniimis olan fetuin,
taksifolin hidrat ve boron ¢ farkl dozda T1 ve T2 sulandiricilarina eklenerek, fetuin (sekiz
grup), taksifolin (sekiz grup) ve boron (sekiz grup) sulandirici gruplari olusturulmus ve

spermalar dondurulmustur.

Tablo 2. Ko¢ spermasinin farkli fetuin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢ézim sonu motilite,

olu-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi (Mean+SEM)
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Gruplar Motilite JC1/PI SYBR-14/PI FITCH-
% % % PNAIPI %
Gliserol %5 31+1,87¢ 31,00+1,56¢ 41,35+1,26¢ 52,99+2,83
Gliserol %5 + Fetuin 2,5 mg 38+2,54° 38,70+£2,43° 48,94+1,42° 53,55+0,82
Gliserol %5 + Fetuin 5 mg 45%+1,58° 45,44+1,20° 54,47+1,66°  52,34+1,52
Gliserol %5 + Fetuin 15 mg 46+1,87° 46,46+1,47° 56,15+1,28° 52,95+2,09
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 48+2,00° 48,59+1,39° 57,04+1,85° 52,47+2,91
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +  48+1,22° 49,21+1,19° 58,36+1,09"  55,62+2,51
Fetuin 2,5 mg
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +  54+1,00? 54,67+1,012 63,51+1,242 56,44+1,56
Fetuin 5 mg
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +  48+1,22° 47,71+1,13° 57,17+1,38° 57,41+2,66
Fetuin 15 mg
p * * * -

a, b, c, d: Ayni sutundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkhliklar 6nemlidir
(*P<0.05).

-:Gruplar arasi farkhlik 6nemli degildir (P>0.05).

Gliserol %5 (T1) ve gliserol %3 + 60 mM trehaloz sulandiricilarina, fetuinin farkli dozlarinin
ilave edildigi projenin ikinci asamasinda; gliserol %3 + trehaloz 60 mM + fetuin 5 mg
sulandirici grubu, ko¢ spermasinda dondurma ¢ézdirme sonrasi diger gruplara gére daha
yuksek motilite, mitokondriyel aktivite ve canl spermatozoa (% 54+1,00, 54,67+1,01 ve
63,51+1,24) oranlarini vermistir (P<0.05). Akrozom bitinligu bakimindan ise, gruplararasi

istatistiksel olarak bir fark goriilmemistir (P>0.05).

Tablo 3. Ko¢ spermasinin farkli taksifolin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6ziim sonu
motilite, 6lu-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi
(MeanzSEM)

Gruplar Motilite JC1/PI SYBR-14/PI  FITCH-
% % % PNAI/PI %
Gliserol %5 38,33+3,80% 38,13+3,00°  43,96%5,03  48,38+2,05%
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Gliserol %5 + Taksifolin 10 pM
Gliserol %5 + Taksifolin 100 pM
Gliserol %5 + Taksifolin 500 pM
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +
Taksifolin 10 pM

Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +
Taksifolin 100 pM

Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +

Taksifolin 500 pM

32,50+4,78"
33,33+4,59"
22,50+2,81¢
39,16+2,38*
46,66+1,05°

37,50+2,14%

27,50+2,14%

33,05+4,01"
33,68+3,75"
23,44+2,74¢
39,24+2,08%
46,88+1,17%

38,08+2,44°

27,94+2,01%

42,53+4,22"
42,78+4,05"
32,55+2,47¢
47,93+2,26%
55,96+1,01°

45,94+2 58"

37,05+2,33%

51,73+1,48%
52,14+3,90%
45,54+2,02%
50,41+2,54%
53,47+2,57°

43,4613,53"

48,99+3,25%

p

a, b, c,d: Ayni sttundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farklihklar dnemlidir (*P<0.05).

-2 Gruplar arasi farkhlik énemli degildir (P>0.05).

Gliserol %5 (T1) ve gliserol %3 + 60 mM trehaloz sulandiricilarina, taksifolinin farkl
dozlarinin ilave edildigi projenin ikinci asamasinda, ¢6zim sonu spermatoza motilitesi ve
akrozom bitlnligu bakimindan gliserol %3 + trehaloz 60 mM + taksifolin 10 uM sulandirici
grubu, en yuksek oranlari (%46,66+1,05 ve 53,47+2,57) vermistir. Gliserol %3 + trehaloz 60
mM + taksifolin 10 uM sulandirici grubu, mitokondriyel aktivite ve canli spermatozoa oranlari
bakimindan (% 46,88+1,17 ve 55,96+1,01) diger gruplara gore 6nemli iyilestirme yapmistir
(P<0.05).

Tablo 4. Ko¢ spermasinin farkli boron dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢éziim sonu motilite,

olu-canli, mitokondriyel aktivite ve akrozom anomalisi degerleri ortalamasi (Mean+SEM)

MOTILITE%  JC1/Pl % SYBR-14/PI  FITCH-
% PNAI/PI %
Gliserol %5 43+1,22% 42, 17+1,17*° 51,15+1,37*° 51,04+2,89*
Gliserol %5 + Boron 0,25 mM 40+2,23 39,83+2,26"°  48,22+2 16° 58,75+3,03?
Gliserol %5 + Boron 0,5 mM 42+6,04°° 42,78+5,85* 50,87+5,36"° 56,86+2,31%
Gliserol %5 + Boron 1 mM 36+4,30° 32,31+4,44° 43,60+4,48° 50,46+1,56°¢
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 50+1,58% 49,70+1,68* 58,54+1,50® 57,20+2,09%
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + 57+2,002 55,94+2 092 64,47+2 302 57,75+1,03%
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Boron 0,25 mM

Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + 39+2,91° 38,24+2,69°¢ 47,33+3,04°¢ 50,27+1,39°
Boron 0,5 mM

Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + 34+2 91° 33,54+3,11° 42,60+2,72° 50,15+1,57°¢
Boron 1 mM

p * * * *

a, b, c,d: Ayni sttundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (*P<0.05).
-: Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

SYBR-14/Pl %: Canli spermatozoa orani
JC-1/Pl %: Mitokondriyel buttnlik orani
FITCH/PI %: Akrozomal butunluk orani

Gliserol %5 ve Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz sulandiricilarina, boronun farkli dozlarinin

ilave edildigi bu asamada; ¢6zUm sonu spermatoza motilitesi, mtokondriyel aktivite, canli

spermatozoa ve akrozom buttnligia bakimindan Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Boron 0,25
mM grubu (% 57+2,00, 55,94+2,09, 64,47+2,30 ve 57,75+1,03), diger grublara gbre en

yuksek oranlari vermistir (P<0.05).
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Sekil 1. Spermalarda o0lu-canli spermatozoa oraninin  SYBR/PI boyama teknigiyle

degerlendiriimesi. Bas kismi yesil floresan veren hicreler, canli spermatozoayi; Bas kismi kirmizi

ve kirmizi-yesil floresan veren huicreler, 6li spermatozoay gostermektedir.
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Sekil 2. Spermalarda mitokondriyel aktivite ve membran butinligunin JC-1/Pl boyama

teknigi ile degerlendirilmesi. Gévde kismi turuncu floresan veren hucreler, mitokondriyel
aktivite gosteren spermatozayi; gévde kismi yesil floresan veren ve floresan vermeyen

hicreler, iyi mitokondriyel aktivite gbstermeyen spermatozayi gostermektedir.
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Sekil 3. Spermalarda akrozom ve membran butunluguniun Lectin/Pl boyama teknigiyle

degerlendiriimesi. Akrozom kisimlari yesil floresan veren hicreler, hasarli akrozomu olan
spermatozoayi; Akrozom kisimlari yesil floresan vermeyen yada kirmizi veren floresan

hucreler, saglam akrozomu olan spermatozoayi gostermektedir.
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4.2 Oksidatif Stres Parametreleri Bulgulari

Tablo 5. Ko¢ spermasinin farkh taksifolin hidrat dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢ézim sonu
Lipit Peroksidasyon (LPO), glutatyon (GSH) ve total antioksidan kapasite (AOC) dizeyleri
(Ort£SE)

Gruplar LPO pM/10° GSH pMm/10° AOC mM/10°
hiicre hiicre hiicre

Gliserol %5 43,48+18,01 2 1556,46+222,12 0,82+0,12
Gliserol %5 + Taksifolin 10 uM 24,80+3,50 1614,40+276,02 0,95+0,16
Gliserol %5 + Taksifolin 100 uM 23,88+5,80 1877,13+487,65 0,95+0,24
Gliserol %5 + Taksifolin 500 uM 18,75+1,53° 2164,44+353,33 0,91+0,12
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 20,75+2,03 @ 1896,49+124,59 0,80+0,04
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +

o 23,64+3,21 2 2215,25+571,67 0,89+0,23
Taksifolin 10 pM
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +

- 18,55+3,53° 1564,63+306,82 0,71+0,14
Taksifolin 100 uM
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +

o 24,95+1,02 1960,84+387,60 0,81+0,16
Taksifolin 500 pM
p <0,05 - -

Tilmikosin uygulamalarinda, LPO dizeyleri incelendiginde Gliserol %5 grubu dizeyinin
Gliserol %5 + Taksifolin 500 pM ve Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 pM
gruplarina gére 6énemli diizeyde (p<0,05) yiksek oldugu belirlendi. GSH ve AOC yéninden
ise bir farkhlik gozlenmedi.

Tablo 6. Ko¢ spermasinin farkli fetuin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6ziim sonu LPO,
GSH ve AOC duzeyleri (Ort+SE)
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Gruplar LPO uM/10°  GSH pM/10° AOC mM/10°
hiicre hiicre hiicre

Gliserol %5 28,64+7,12 1249,16+339,91

. X 0,73+0,19
Gliserol %5 + Fetuin 2,5 mg 22,07+3,25 1366,81+174,04

" X 0,89+0,13
Gliserol %5 + Fetuin 5 mg 16,25+3,46 2001,77+428,23

X " 1,04+0,18
Gliserol %5 + Fetuin 15 mg 24,97+1,66 2291,93+255,70

b " 1,08+0,08
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 26,01+3,18 2325,39+386,42

" b 1,07+0,17
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 2,5 mg  21,98+2,38 2515,18+428,17

b . 1,21+0,19
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 5 mg 24,15+1,25 2172,74+401,83

b " 1,05+0,17
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 15 mg 22,26+3,28 1806,96+62,55

b " 1,01+0,12
p <0,05 <0,05 -

LPO dizeyleri incelendiginde, Gliserol %5 grubu diizeyinin, Gliserol %5 + Fetuin 5 mg grubu

dizeylinden 6nemli dizeyde (p<0,05) yiksek oldugu belirlendi. GSH dizeyleri ise Gliserol

%5 ve Gliserol %5 + Fetuin 2,5 mg gruplarda, Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 2,5 mg

grublarina gére 6nemli diizeyde distk (p<0,05) oldugu belirlendi. AOC dizeyleri yoninden

bir farkllik gézlenmedi.

Tablo 7. Kog¢ spermasinin farkli boron dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢éziim sonu LPO,

GSH ve AOC duzeyleri (Ort+SE)

Gruplar LPO pM/10° GSH pM/10° AOC mM/10°
hiicre hiicre hiicre
Gliserol %5 21,27+6,08 585,72+67,01° 0,36+0,03
Gliserol %5 + 0,25 mM Boron 34,52+6,27 534,14+65,08 ° 0,32+0,02
Gliserol %5 + 0,5 mM Boron 29,23+4,26 589,78+80,03 ° 0,34+0,01
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Gliserol %5 + 1 mM Boron 23,37+2,88 667,06+93,98
Gliserol %3 30,77+4,41 868,67+156,57 @
Gliserol %3 + 0,25 mM Boron 23,65+1,18 555,98+35,31 °

Gliserol %3 + 0,5 mM Boron 33,8045,38 565,86+53,23 °
Gliserol %3 + 1 mM Boron 33,68+4,85 658,06+84,82 *
p - <0,05

0,32+0,04
0,38+0,03
0,40+0,05
0,34+0,02
0,41+0,04.

Boron uygulamalari degerlendirildiginde, GSH diizeylerinde, Gliserol %3 grubu dizeyinin,
Gliserol %5, Gliserol %5 + 0,25 mM Boron, Gliserol %5 + 0,5 mM Boron, Gliserol %3 + 0,25

mM Boron ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron grublarina goére 6nemli dizeyde yiiksek (p<0,05),

Gliserol %5 + 1 mM Boron ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron grublari ile farkh olmadigi

belirlendi. Diger parametreler yoninden bir farklilik gézlenmedi.

Istatistik: Sonuclar ORT+SH olarak verilmistir. Elde edilen degerler SPSS 15.0 programinda

ANOVA ile degerlendirilerek, gruplararasi farkhliklar Duncan testi ile ortaya konuldu. p<0.05

onem dizeyinde 6nemli kabul edildi.

4.3 Antioksidan Cevap Sinyal Yolaklari/Genetik Analiz Bulgulari

Tablo 8. Kog spermasinin farkli fetuin dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢oziim sonu hedef

genlerin grublardaki ekspresyon degerleri (Ort+SH)

Gruplar NQO1 GCLC GSTP1

Gliserol %5 0,61+0,25 0,26+0,25 0,28+0,24
Gliserol %5 + Fetuin 2,5 mg 0,32+0,17 0,14+0,08 0,42+0,35
Gliserol %5 + Fetuin 5 mg 1,00+0,37 0,03+0,03 0,30+0,26
Gliserol %5 + Fetuin 15 mg 2,57+0,82 0,02+0,01 0,48+0,45
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 0,74+0,30 0,04+0,03 0,33+0,22
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 2,5 mg 1,54+1,33 0,09+0,08 0,23+0,11
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 5 mg 1,66+1,52 0,004+0,003 0,37+0,30
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Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Fetuin 15 mg

0,85+0,10

0,008+0,007

0,53+0,49

P

0,645

0,612

0,998

NAD(P)H quinone oksireduktaz: NQO1
Glutamate-cycteine ligase: GCLC

Glutathione S-transferaz: GSTP1

Tablo 9. Kog¢ spermasinin farkli taksifolin hidrat dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6zim

sonu hedef genlerin grublardaki ekspresyon degerleri (Ort=SH)

Gruplar NQO1 GCLC GSTP1
Gliserol %5 9,21+8,71° 0,35+0,23 2,63+1,15
Gliserol %5 + Taksifolin 10 uM 9,12+4,07° 0,70+0,61 9,75+5,32
Gliserol %5 + Taksifolin 100 uM 2,38+1,59° 1,23%0,79 2,33+0,76
Gliserol %5 + Taksifolin 500 uM 1,56+0,82° 0,10+0,09 4,10+2,49
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM 3,37+1,54° 0,04+0,03 5,42+2,80
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 10 uM 3,19+1,88° 1,28+0,73 5,21+3,95
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 uM 48,10+1,492 7,41+7,39 1,07+0,27
Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 500 uM 8,21+4,86" 0,20+0,09 11,1646,41
<0,001
P 0,343 0,546
(0,00015)

Tablo 10. Ko¢ spermasinin farkli boron dozlari ile dondurulmasi sonrasi ¢6ziim sonu hedef

genlerin grublardaki ekspresyon degerleri (Ort+SH)

Gruplar NQO1 GCLC GSTP1
%5 Gliserol 1,34+0,352 4,34+2,29 7,29+5,78
%5 Gliserol + 0,25 Mm Boron 0,37+0,23" 9,00+8,84 4,85%4,29
%5 Gliserol + 0,5 Mm Boron 0,29+0,11° 2,69+1,18 3,42+3,00
%05 Gliserol + 1 Mm Boron 0,39+0,26°" 9,05+8,25 2,11+1,02
%3 Gliserol + 60 Mm Trehaloz 0,17+0,04° 2,51+1,77 0,75+0,31
%3 Gliserol + 60 Mm Trehaloz + 0,25 mM Boron 0,70+0,302 4,91+2 48 2,56+1,50
%3 Gliserol + 60 Mm Trehaloz + 0,5 mM Boron 0,81+0,362 2,51+0,82 2,37+1,24
%3 Gliserol + 60 Mm Trehaloz + 1 mM Boron 0,24+0,07° 1,60+0,36 1,00+0,28
P 0,039 0,857 0,778
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Calismamizda, Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 uM grubu, diger grublara gore
NQOL1 gen ekspresyonu yodnuyle tstunlik sagladi (P<0,001). Ayni sekilde %3 Gliserol + 60
mM Trehaloz + 0,5 mM Boron grubu da, diger grublara oranla, énemli olmasa da NQO1 gen
ekspresyonu dizeyinde artislar sagladigi gorildi. Fetuin iceren grublarin gen ekspresyonlari

yonuyle bir etkinliklerinin olmadigi belirtildi.

4.4 TUNEL Testi:
Uygulanan kit prosedurl sonucunda elde edilen goéruntilerde (Sekil 4), nikleer
bdlgesi kahverengi goérilen spermalar TUNEL-pozitiftir. Bu hiicreler DNA fragmantasyonuna

sahip olan, apoptotik hiicrelerdir. Mavi renkli gorulen diger spermalar ise TUNEL-negatiftir.

/' /

Sekil 4. TUNEL testi. TUNEL-pozitif (kirmizi ok) ve TUNEL-negatif (siyah ok) hiicreler.
Orijinal buytitme 40X.
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TUNEL testi esnasinda, sadece label solusyonu eklenerek calisilan negatif
kontrollerde, spermalarda nikleer bolgede herhangi bir renk gdzlenmezken, spermalar mavi
renkli gozlenmistir (Sekil 5).

) r

Sekil 5. TUNEL testi, negatif kontrol. Sperm baslari (ok). Orijinal buytutme 40X.

Temel sulandirici, fetuin, taksifolin ve boron gruplarinda, TUNEL-pozitif boyanan
hucrelerin %’si alinarak ortalamazstandart sapma degerleri hesaplanmis, tablo ve grafik
haline getirilmistir.

Temel sulandirici gruplarinin  sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, gruplar arasinda anlamli bir fark goérialmemistir (p>0,05) (Tablo 1, Sekil
7)

Tablo 11. Cesitli katki maddeleri ile dondurulan kog¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA

fragmantasyonu oranlari (ortalamazstandart sapma).

Gruplar TUNEL %
Gliserol %5 (T1) 14,00+5,72
Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz (T2) 13,21+4,59
Gliserol %1,5 + 100 mM Trehaloz (T3) 11,21+4,69
Etilen Glikol %5 (T4) 9,29+4,75
Etilen Glikol %3 + 60 mM Trehaloz (T5) 9,71+4,82
Etilen Glikol %1,5 + 100 mM Trehaloz (T6) 10,1445,07
p -

-: Gruplar arasi farkhlik 6nemli degildir (p>0,05).

Fetuin gruplarinin sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde,

a) GC ile G5F15, G3TREF5 ve G3TREF15;
b) G5F2,5 ile G3TREF5 ve G3TREF15;

c) G5F5 ile G3TREF5 ve G3TREF15;

d) G3TRE ile G3TREFS5;
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e) G3TREF2,5 ile G3TREF5 gruplari arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu
gorulmastir (p<0,05) (Tablo 12, Sekil 8).
Tablo 12. Fetuin grubu ko¢ spermasinin ¢6ziim sonu DNA fragmantasyonu oranlari

(ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Sira  Gruplar TUNEL (%) p degerleri*

No 1 2 3 4 5 6 7 8
1 GC 15,4045,72 0,028 0,009 0,028
2 G5F2,5 13,20+4,54 0,012 0,047
3 G5F5 11,50+3,55 0,009 0,047
4 G5F15 7,704£3,91

5 G3TRE 10,80+2,99 0,021

6 G3TREF2,5 10,90+7,60 0,047

7 G3TREF5 4,70+2,31

8 G3TREF15 6,9013,52

*Sadece aralarinda istatistiksel olarak anlamh fark olan gruplarin p degerleri tabloda
gOsterilmistir. Gruplar: GC: Gliserol %5; G5F2,5: Gliserol %5+Fetuin 2,5 mg/ml; G5Fb5:
Gliserol %5+Fetuin 5 mg/ml; G5F15: Gliserol %5+Fetuin 15 mg/ml; G3TRE: Gliserol %3+60
mM Trehaloz; G3TREF2,5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 2,5 mg/ml; G3TREF5:
Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 5 mg/ml; G3TREF15: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Fetuin 15 mg/ml

Taksifolin gruplarinin sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak dederlendirildiginde, GC
ile G5T10, G5T100, G5T500, G3TRE, G3TRET10, G3TRET100 ve G3TRET500 gruplari
arasindaki farkin istatistiksel olarak anlaml oldugu goértlmustir (p<0,05) (Tablo 13, Sekil 9).
Tablo 13. Taksifolin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA fragmantasyonu oranlari

(ortalamazxstandart sapma) ve p degerleri.

Sira p degerleri*

no Gruplar TUNEL (%) 1 2 3 a 5 6 7 8

1 GC 14,10+2,86 0,009 0,009 0,009 0,016 0,009 0,016 0,016
2 G5T10 5,90+2,70

3 G5T100 6,50+1,87

4 G5T500 5,70+£1,52

5 G3TRE 6,60+3,52

6 G3TRET10 6,40+2,97

7 G3TRET100 6,80+3,21

8 G3TRET500 6,80+3,37

*Sadece aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olan gruplarin p degerleri tabloda
gosterilmistir. Gruplar: GC: Gliserol %5; G5T10: Gliserol %5+Taksifolin 10 yuM; G5T100:
Gliserol %5+Taksifolin 100 uM; G5T500: Gliserol %5+Taksifolin 500 puM; G3TRE: Gliserol
%3+60 mM Trehaloz; G3TRET10: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 10 pM;
G3TRET100: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 100 uM; G3TRET500: Gliserol %3+60
mM Trehaloz+Taksifolin 500 uM
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Boron gruplarinin sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
GC ile G3TREB1 ve G5Bl ile G3TREBO,5 ve G3TREB1 gruplari arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamli oldugu gorilmustir (p<0,05) (Tablo 14, Sekil 10).

Tablo 14. Boron grubu ko¢ spermasinin ¢ozim sonu DNA fragmantasyonu oranlari

(ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Sira p degerleri*

no Gruplar TUNEL (%) 1 2 3 2 5 6 7 3

1 GC 4,25+1,76 0,047
2 G5B0,25 2,88+0,85

3 G5B0,5 5,38+3,52

4 G5B1 5,13+1,65 0,047 0,047
5 G3TRE 2,50+1,47

6 G3TREBO,25 3,25+2,36

7 G3TREBO0,5 1,88+ 0,63

8 G3TREB1 2,25+ 1,55

*

Sadece aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olan gruplarin p degerleri tabloda
gosterilmistir. Gruplar: GC: Gliserol %5; G5B0,25: Gliserol %5+Boron 0,25 mM; G5B0,5:
Gliserol %5+Boron 0,5 mM; G5B1: Gliserol %5+Boron 1 mM; G3TRE: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz; G3TREBO,25: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 0,25 mM; G3TREBO,5: Gliserol
%3+60 mM Trehaloz+Boron 0,5 mM; G3TREB1: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 1 mM
4.5 COMET Testi:

COMET testinde nétral sartlarda yapilan elektroforez, DNA'da cift zincir kiriklarinin
tespit edilmesine olanak saglamaktadir. Buna gore, elektroforezde yuritilen sperm
hicrelerinin DNA’s1 eger c¢ift zincir kiriklarina sahip ise kuyruklu yildiza benzer bir gorintu
olustururlar (Sekil 6). COMET testi sonucunda gliseroli %3 ve 5; trehalozu 60 mM
konsantrasyonda iceren temel sulandiricilara eklenen farkli dozlarda fetuin (2,5; 5 ve 15
mg/ml), taksifolin (10, 100 ve 500 yM) ve boron (0,25; 0,5 ve 1 MM) ile hazirlanan
kriyoprotektanlar kullanilarak dondurulan ko¢ spermasinin ¢6zim sonunda bazi sperm

hiicrelerinde DNA ¢ift zincir kiriklarinin olustugu gozlenmistir.
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Sekil 6. Gliserol (%3 ve 5), trehaloz (60 mM) ve farkl oranlarda fetuin (2,5; 5 ve 15 mg/ml),
taksifolin (10, 100 ve 500 pM) ve boron (0,25; 0,5 ve 1 mM) iceren kriyoprotektanlar ile
dondurulan ko¢ spermasinin ¢d6zim sonu DNA hasarlarini gésteren COMET goérintileri. A:
Hasarsiz sperm; B, C ve D: Farkli oranlarda DNA hasarlarina sahip sperm htcreleri. Orijinal
blyutme 40X.

COMET testinde temel sulandirici, fetuin, taksifolin ve boron gruplarinda, kuyruklu
yildiz gérinimune sahip hicrelerin %'si alinarak ortalamazstandart sapma degerleri
hesaplanmis, tablo ve grafik haline getirilmistir.

Temel sulandirict gruplarinin sahip olduklari yiuzde degerleri istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, T1 grubu ile T2, T3 ve T5 gruplarl arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamh oldugu goérulmastir (p<0,05) (Tablo 15, Sekil 7).

Tablo 15. Temel sulandiricilar ile dondurulan ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA hasari

oranlari (COMET degerleri) (ortalamatstandart sapma).

Sira Gruplar COMET p degerleri*
no % 1 2 3 4 5 6
1 Gliserol %5 (T1) 8,89+1,69 0,032 0,018 0,017
2 Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz (T2) 6,39+1,21
3 Gliserol %1,5 + 100 mM Trehaloz
(T3) 5,96+0,67
4 Etilen Glikol %5 (T4) 7,86%1,95
5 Etilen Glikol %3 + 60 mM Trehaloz
(T5) 5,93+0,99
6 Etilen Glikol %1,5 + 100 mM Trehaloz
(T6) 7,93+0,93

*Sadece aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olan gruplarin p degerleri tabloda
gosterilmistir.
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Fetuin gruplarinin sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
a) GC ile G3TREF5 ve G3TREF15;
b) G5F2,5 ile G3TREFS5;
C) G5F5 ile G3TREF2,5; G3TREF5 ve G3TREF15;
d) G5F15 ile G3TREF5 ve G3TREF15;
e) G3TRE ile G3TREF5 ve G3TREF15 gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak
anlamh oldugu goérulmastir (p<0,05) (Tablo 16, Sekil 8).

Tablo 16. Fetuin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA hasari oranlari (COMET

degerleri) (ortalamatstandart sapma) ve p degerleri.

Sira p degerleri*

no Gruplar COMET (%) 1 2 3 2 5 6 7 3

1 GC 17,06+4,44 0,006 0,024
2 G5F2,5 14,44+3,71 0,03

3 G5F5 19,50+6,20 0,031 0,005 0,007
4 G5F15 16,38+4,89 0,04 0,046
5 G3TRE 16,75+3,66 0,015 0,013
6 G3TREF2,5 13,75+3,75

7 G3TREF5 11,06+3,47

8 G3TREF15 12,25+3,64

*Sadece aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olan gruplarin p degerleri tabloda
gosterilmistir. Gruplar: GC: Gliserol %5; G5F2,5: Gliserol %5+Fetuin 2,5 mg/ml; G5Fb5:
Gliserol %5+Fetuin 5 mg/ml; G5F15: Gliserol %5+Fetuin 15 mg/ml; G3TRE: Gliserol %3+60
mM Trehaloz; G3TREF2,5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 2,5 mg/ml; G3TREF5:
Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 5 mg/ml; G3TREF15: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Fetuin 15 mg/ml

Taksifolin gruplarinin sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde,

a) GC ile G5T10;

b) G5T10 ile G5T100, G5T500 ve G3TRE, G3TRET10, G3TRET100 ve G3TRET500;

C) G5T100 ile G3TRET10 ve G3TRET100;

d) G5T500 ile G3TRET10, G3TRET100 ve G3TRETS500 gruplari arasindaki farkin
istatistiksel olarak anlamh oldugu gérilmustir (p<0,05) (Tablo 17, Sekil 9).

Tablo 17. Taksifolin grubu ko¢ spermasinin ¢6zim sonu DNA hasari oranlari (COMET

degerleri) (ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Sira o p degerleri*

no Gruplar COMET (%) 1 2 3 a 5 6 7 3

1 GC 22,94+6,11 0,004

2 G5T10 13,75+2,54 0,003 0,002 0,01 0,001 0,001 0,001
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G5T100 19,50+2,93 0,027 0,021
G5T500 18,56+2,13 0,013 0,003 0,009
G3TRE 22,13+5,63

G3TRET10 23,00+3,09
G3TRET100 25,44+4.69
G3TRET500 23,56+4,11

ONO O~ W

*Sadece aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark olan gruplarin p degerleri tabloda
gosterilmistir. Gruplar: GC: Gliserol %5; G5T10: Gliserol %5+Taksifolin 10 puM; G5T100:
Gliserol %5+Taksifolin 100 uM; G5T500: Gliserol %5+Taksifolin 500 uM; G3TRE: Gliserol
%3+60 mM Trehaloz; G3TRET10: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 10 uM;
G3TRET100: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 100 uM; G3TRET500: Gliserol %3+60
mM Trehaloz+Taksifolin 500 uM

Boron gruplarinin sahip olduklari % degerleri istatistiksel olarak degerlendirildiginde,
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gérilmemistir (p>0,05) (Tablo 18, Sekil
10).

Tablo 18. Boron grubu ko¢ spermasinin ¢dzim sonu DNA hasari oranlart (COMET

degerleri) (ortalamazstandart sapma) ve p degerleri.

Sira COMET
no Gruplar (%)

GC 19,90+4,9
1 2

G5B0,25 15,80+3,4
2 6

G5B0,5 17,30+2,5
3 9

G5B1 19,80+5.,4
4 3

G3TRE 18,70+8,0
5 0
6 G3TREBO0,25 18,90+7,6

8
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G3TREBO,5 16,00+5,5

‘ 3
G3TREB1 17,1045,2

8 8

p -

-: Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (p>0,05). Gruplar: GC: Gliserol %5; G5B0,25: Gliserol
%5+Boron 0,25 mM; G5B0,5: Gliserol %5+Boron 0,5 mM; G5B1: Gliserol %5+Boron 1 mM;
G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TREBO,25: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron
0,25 mM; G3TREBO,5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 0,5 mM; G3TREB1: Gliserol
%3+60 mM Trehaloz+Boron 1 mM

Fetuin, taksifolin ve boron gruplari % degerleri arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlamli oldugu gorulmastar.
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Sekil 7. Temel sulandirict gruplarinin ¢6zim sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL
degerleri) yuzdeleri. Degerler ortalamazstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: T1:
Gliserol %5; T2: Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz; T3: Gliserol %1,5 + 100 mM Trehaloz; T4:
Etilen Glikol %5; T5: Etilen Glikol %3 + 60 mM Trehaloz; T6: Etilen Glikol %1,5 + 100 mM
Trehaloz).

k

[ "

Sekil 8. Fetuin gruplarinin g-o!-zi]m sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL degerleri)
ylUzdeleri. Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: GC: Gliserol %5;
G5F2,5: Gliserol %5+Fetuin 2,5 mg/ml; G5F5: Gliserol %5+Fetuin 5 mg/ml; G5F15: Gliserol
%5+Fetuin 15 mg/ml; G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TREF2,5: Gliserol %3+60
mM Trehaloz+Fetuin 2,5 mg/ml; G3TREF5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 5 mg/mil;
G3TREF15: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Fetuin 15 mg/ml).
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am
Sekil 9. Taksifolin gruplarinin ¢ézim sonu DNA hasari oranlart (COMET ve TUNEL

degerleri) yuzdeleri. Degerler ortalamatstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: GC:
Gliserol %5; G5T10: Gliserol %5+Taksifolin 10 uM; G5T100: Gliserol %5+Taksifolin 100 uM;
G5T500: Gliserol %5+Taksifolin 500 uM; G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TRET10:
Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 10 pM; G3TRET100: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Taksifolin 100 uM; G3TRET500: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Taksifolin 500 uM).

55



Sekil 10. Boron gruplarinin ¢éziim sonu DNA hasari oranlari (COMET ve TUNEL degerleri)
yuzdeleri. Degerler ortalamaztstandart sapma olarak verilmistir (Gruplar: GC: Gliserol %5;
G5B0,25: Gliserol %5+Boron 0,25 mM; G5B0,5: Gliserol %5+Boron 0,5 mM; G5B1: Gliserol
%5+Boron 1 mM; G3TRE: Gliserol %3+60 mM Trehaloz; G3TREBO,25: Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Boron 0,25 mM; G3TREBO,5: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 0,5 mM;
G3TREB1.: Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 1 mM).
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Bu tablosal ve grafiksel degerlere gore;

Fetuin iceren sulandirici gruplarindan

a)

b)

c)

DNA'da c¢ift zincir kiriklarinin engellenmesinde G3TREF2,5; G3TREF5 ve
G3TREF15 gruplarinin diger gruplara gore daha etkili oldugu;

DNA fragmantasyonunun engellenmesinde G5F15, G3TREF5 ve G3TREF15
gruplarinin diger gruplara gére daha etkili oldugu;

Hem DNA'da cift zincir kiriklarinin, hem de DNA fragmantasyonunun

engellenmesinde G3TREF5 grubunun en etkili oldugu soylenebilir.

Taksifolin iceren sulandirici gruplarindan;

a)

b)

DNA’'da c¢ift zincir kiriklarinin engellenmesinde G5T10, G5T100 ve G5T500
gruplarinin diger gruplara gére daha etkili oldugu;

DNA fragmantasyonunun dnlenmesinde ise kontrol grubu disindaki tim gruplarin
(G5T10, G5T100 ve G5T500 ile G3TRE, G3TRET10, G3TRET100 ve
G3TRET500) etkili oldugu;

DNA'da cift zincir kiriklarinin dnlenmesinde G5T10 ve DNA fragmantasyonunun
onlenmesinde ise G5T10 ve G5T500 gruplarinin diger gruplara gére cok daha
etkili oldugu;

Boron igeren sulandirici gruplarindan;

a)

b)

c)

DNA'da cift zincir kiriklarinin engellenmesinde gruplar arasinda istatistiksel bir
fark bulunmadigi;

DNA fragmantasyonunun engellenmesinde G3TREBO,5 ve G3TREBL1 gruplarinin
diger gruplara gore daha etkili oldugu;

DNA fragmantasyonunun engellenmesinde G3TREBO,5 grubunun en etkili oldugu

soylenebilir.

Fetuin, taksifolin ve boron gruplarinda;

a) DNA'da cift zincir kiriklarinin engellenmesinde fetuin grubunun diger gruplara

gore daha etkili oldugu;

b) DNA fragmantasyonunun engellenmesinde boron grubunun diger gruplara goére

daha etkili oldugu soylenebilir.
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Tablo 19. COMET-TUNEL bulgulari 6zet tablo

FETUIN TAKSIFOLIN BORON
DNA cift zincir Gliserol %3+60 mM Gliserol %5+Taksifolin | DNA'da cift zincir
kiriklarinin Trehaloz+Fetuin 2,5 10 uM kiriklarinin
engellenmesi mg/ml Gliserol engellenmesinde gruplar
Gliserol %3+60 mM %5+Taksifolin 100 uM | arasinda istatistiksel fark
Trehaloz+Fetuin 5 Gliserol yoktur
mg/ml %5+Taksifolin 500 uM
Gliserol %3+60 mM gr
Trehaloz+Fetuin 15
mg/ml
DNA Gliserol %5+Fetuin 15 | Gliserol %5+Taksifolin | Gliserol %3+60 mM
fragmantasyonunun mg/ml 10 uM Trehaloz+Boron 0,5 Mm
engellenmesi Gliserol %5+Taksifolin
Gliserol %3+60 mM 100 uM Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Fetuin 5 Gliserol %5+Taksifolin | Trehaloz+Boron 1 mM
mg/ml 500 pM
Gliserol %3+60 mM
Gliserol %3+60 mM Trehaloz Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Fetuin 15 Gliserol %3+60 mM Trehaloz+Boron 0,5 Mm
mg/ml Trehaloz+Taksifolin grubu en etkili
10 uM
Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Taksifolin
100 uM
Gliserol %3+60 mM
Trehaloz+Taksifolin
500 uM
DNA’da ¢ift zincir Gliserol %3+60 mM Gliserol %5+Taksifolin
kiriklarinin ve DNA Trehaloz+Fetuin 5 10 uM grubu DNA cift
fragmantasyonunun mg/ml zincir kiriklarinin
engellenmesi Onlenmesinde en
Gliserol %3+60 mM etkili;
Trehaloz+Fetuin 15 Gliserol %5+Taksifolin
mg/ml 10 puM ve Gliserol
%5+Taksifolin 500 uM
Gliserol %3+60 mM gruplart DNA
Trehaloz+Fetuin 5 fragmantasyonunun
mg/ml grubu en etkili onlenmesinde en
etkili

4.6. ince yapi bulgulan
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4.6.1. Gegirimli Elektron Mikroskobu Bulgulari

Sperm ince yapisinin elektron mikroskobu incelemesi 6ncesinde TB ile boyanan yari ince
kesitleri 1s1k mikroskobu ile incelenmis, spermlerin bas ve kuyruk yapilari ayirt edilerek
fotograflanmistir (Sekil 11). ince kesitlerin gecirimli elektron mikroskobu incelemesinde ise,
spermlerde baslica, membran deformasyonlari, vakuolizasyon, yapisal genislemeler ile
aksonem, mitokondri hasarlari, akrozom icerik kaybi ve cift kuyruk olusumu seklinde

kriyohasarlar ince yapi dizeyinde ayirt edilmistir (Sekil 12-26).

Sekil 11. Spermlerin bas (siyah oklar) ve kuyruk (kirmizi oklar) bélgelerinden gecen boyuna
ve enine kesitleri. TB boyama, 1000X.
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Sekil 12. Bas, orta ve kuyruk bolgelerinde zar deformasyonlari (ok) ve vakuoller (v). Orijinal
buyitme a: 30000X b: 22000X.




Sekil 13. Bas, orta ve kuyruk bdlgelerinde zar deformasyonlar (ok), genislemeler (*), cift
kuyruk (ok basi) ve vakuollesme (v). Orijinal biyitme a: 30000X b: 40000X.
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Sekil 14. Bas bolgesinde zar deformasyonlari (ok), dis akrozomal zarda vezikilasyon (gift
yonli ok). Orijinal bllyitme 66000X.

Sekil 15. Hasarsiz (ok) ve hasarli aksonemlerin (kirmizi ok) enine kesitleri ve membran
parcalari (mavi ok). Orijinal biyitme 100000X.
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J TR ek NNy

Sekil 16. Bas bolgesinde ve orta bdlgede zar deformasyonlari (ok), buz kristali (kirmizi ok),
vakuollesmeler (v) ve akrozomal icerik kaybi (*). (Aks: Aksonem, Mk: Mitokondriyal kilif).
Orijinal buyutme 22000X.
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Sekil 17. a: Orta bdlgede; dis yogun fibriller (DYF), Aksonem (A), Mitokondri (M),

Mitokondriyal krista hasarlanmasi (ﬁf), zar deformasyonu (ok). b: Catallanmis yapisiyla cift
kuyruk. Orijinal blyutme a: 154000X b:50000X.
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Sekil 18. Cift kuyruk. Orijinal blyutme a, b: 90000X.

Sekil 19. Hasarsiz orta bolge (mavi ok). Orijinal bllyitme 75000X.
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Sekil 20. Bas bolgesinde zar deformasyonu (ok). Orijinal biyitme 128000X.
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Sekil 21. Orta bdlgede genislemis ve deforme olmus zar altinda vakuollesmeler (V) ve
inkluzyonlar (i), (A: Aksonem, M: Mitokondri). Orijinal biyiitme 130000X.
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Sekil 22. a: Bas bolgesinde oldukca genislemis (*) ve deforme olmus dis zar (ok), b: dis (ok)
ve akrozom zarinda (kesikli ok) deformasyon, plazma membran deformasyonu (mavi ok).
(Ak: Akrozom, Aks: Aksonem). Orijinal buyitme a: 52000X, b: 50000X.

Sekil 23. Kuyruk boyuna kesitinde deforme olmus zar (ok). Orijinal buyitme 80000X.
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Sekil 24. 1: Cift kuyruk, 2: Bas bdlgesinin nuklear boliminde genetik materyal kaybindan
kaynaklanan deformasyon (beyaz yildiz), 3: Hasarsiz orta bdlge. (Mk: Mitokondriyal kilif,
DYF: Dis yogun fibriller, Aks: Aksonem). Orijinal blyitme 48000X.
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Sekil 25. a: Plazma membran deformasyonlari (siyah ok), akrozomda sisme (kirmizi ok). b:
kabarciklar seklinde membran deformasyonu (mor ok). Orijinal biyitmeler; (a): 37000X, b:
23000X. Ak: Akrozom; N: Nukleus.
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ekil 26. a: Hasarll plazma membrani (siyah ok), dev membransal vakuol ( ). Orijinal

buyitme 52000X. b: Enine ge¢mis hasarsiz kuyruk (yesil ok), hasarli bas kisim-nuklear
vakuol (kirmizi ok), akrozom (turuncu ok) ve membran deformasyonlari (siyah ok). Orijinal
blyutme 27000X. c: Buz kristalleri (kesikli ok), membran deformasyonu (siyah ok), hasarsiz
akrozom (mavi ok). Orijinal buyitme 55000X. d: membran deformasyonu (siyah ok), buz

kristali (siyah cizgi) olmakla birlikte membran deformasyonu gibi ince yapi degisikligi
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gostermeyen hasarsiz bas (kirmizi ok). Orijinal blyitme 28000X. e: Plazma membran
deformasyonu (siyah ok). f: Akrozom membraninda kabarciklar (mor ok), plazma membrani
deformasyonu (siyah ok). Orijinal blyitme 128000X, f: 66000X. N: Nukleus.

4.6.2 Taramali Elektron Mikroskobu Bulgulari

Genel olarak spermlerde bas bdlgesinde vakuollesme benzeri kabarmalar veya Gegcirimli
Elektron Mikroskobu bulgularina dayanilarak olasi zar geniglemeleri olarak nitelendirilebilecek
hasarlar, bas bolgesi kenarlarinda hafif gentiklenmeler seklinde gézlenen deformasyonlar ile

akrozomda sisme/genisleme olarak gorilen degisim, boyun bélgesinde deformasyon ayirt

edilmektedir. Ayrica kuyrukta cesitli sekillerde kivrilmalar/sarmal yapilar da goérilmektedir
(Sekil 27).
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Sekil 27. Hasarsiz (turuncu ok), basta vakuol benzeri kabarmalar (yesil ok), akrozomda
sisme/deformasyon (kirmizi ok), kuyrukta kivrilma/sarmal (mor ok), bas kenarlarinda
deformasyon/hasar (mavi ok), boyun bdlgesinde deformasyon/hasar (siyah ok), kopmus bas
(mavi yildiz). Orijinal buyltmeler; a: 5190X; b: 6000X; c¢: 7500, d, e, f, g, |, 0, p: 10000X; h:
3500X, i: 15000X, j: 5000X, k: 4000X, m: 4000X, n: 3000X, r: 20000X.

4.7 Elektron Mikroskobundan Trehaloz Grubu igin istatistiksel Analiz Bulgulan

(projeye ek calisma)

Projenin 1. asamasini desteklemesi amacliyla, projeye ek olarak Gegirimli Elektron
mikroskobu (EM) icin hazirlanan 6 gruba ait her bir preparattan elektron mikroskobunda en
az 500 sperm olacak sekilde sayimlar yapilmistir. Spermlerin sayma islemi cesitli yapisal
hasarlanmalara gére (membran degisiklikleri, vakuollesme, aksonem hasarlari gibi), hasarllar
ve hasarsizlar olarak gruplandiriimistir. Gruplara gére hasar dagilimlari arasindaki farkhliklar

ki-kare analizi ile incelenmistir.

Tablo 20. EM’de Tespit Edilen Hasarli Sperm Yuzdesi

Hasarl Yizde

Gruplar | Hasarsiz| Toplam (%)
Gliserol %5 (T1) 384 116 500 77
Gliserol %3 + 60 mM Trehaloz (T2) 334 383 717 47
Gliserol %1,5 + 100 mM Trehaloz (T3) 324 180 504 64
Etilen Glikol %5 (T4) 279 260 539 52
Etilen Glikol %3 + 60 mM Trehaloz (T5) 335 273 608 55
Etilen Glikol %1,5 + 100 mM Trehaloz (T6) 305 222 527 58

Analize gore, 6 grup arasinda istatistiksel olarak anlamh farklihk vardir. p=0,0001*

T1-T2 arasinda p=0,0001*; T1. ve T2. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.
T1-T3 arasinda p=0,0001*; T1. ve T3. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.
T1-T4 arasinda p=0,0001%; T1. ve T4. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.
T1-T5 arasinda p=0,0001*; T1. ve T5. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.
T1-T6 arasinda p=0,0001*; T1. ve T6. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.

T2-T3 arasinda p=0,0001*; T2. ve T3. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.
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T2-T5 arasinda p=0,002*; T2. ve T5. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamhdir.

T2-T6 arasinda p=0,0001*; T2. ve T6. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.

T3-T4 arasinda p=0,0001*; T3. ve T4. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamlidir.

T3-T5 arasinda p=0,002*; T3. ve T5. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamhdir.
T3-T6 arasinda p=0,035*; T3. ve T6. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamhdir.
T4-T6 arasinda p=0,045*; T4. ve T6. grubun hasar dagilimlari arasindaki fark anlamhdir.

T2-T4 arasinda p=0,069; T2. ve T4. grubun hasar dagilimlari arasindaki farklilik anlamli
degildir.

T4-T5 arasinda p=0,258; T4. ve T5. grubun hasar dagilimlari arasindaki farklihk anlamli
degildir.

T5-T6 arasinda p=0,347; T5. ve T6. grubun hasar dagilimlari arasindaki farklilik anlamli
degildir.

4.8 Fertilite Bulgulan

Tablo 21. Koglarda kontrol gruplari ve en iyi ¢ikan antioksidan gruplari ile dondurulmus

sperma numuneleri ile yapilan tohumlama sonuglari

TOHUMLANAN KOYUN 30. GUN GEBE DOGUM YAPAN
SAYISI % KOYUN SAYISI KOYUN SAYISI
Gliserol %5 27 2/27 2127
Gliserol %3 + Trehaloz60 25 0/25 0/25
mM
Gliserol %3 + Trehaloz60 24 3/24 3/24
mM + Fetiiin 5 mg
Gliserol %3 + Trehaloz60 22 2/22 2/22
mM + Taksifolin 10 uM
Gliserol %3 + Trehaloz60 24 4/24 4/24

mM + Boron 0,5 mM

P -

-: Gruplar arasi farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

Gliserol %5, Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM, Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Fetiin 5 mg,
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Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Taksifolin 10 uM ve Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Boron
0,5 mM ile bireysel olarak dondurulan ko¢ spermalari ile yapilan tohumlamalar sonrasi elde
edilen sonugclarin biyoistatistiksel analizi Fisher’s exact testi ile yapildi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak bir farklihk gérilmedi (P>0,05).

5. TARTISMA VE SONUC

Spermatolojik Parametreler

Spermatozoon motilitesi genel olarak 3 temel faktdére bagimhdir: regilasyon, yapisal
butnlik ve enerji surekliligi. Hareketin regilasyonu orta kisimdaki flagellar ve prinsipal
bolgeden kontrol edilmektedir. Flagellar kisim motilite aktivitesini saglarken, prinsipal kisim
ise hiperaktivasyondan sorumludur. Fakat orta kisimdaki doymamis yag asitleri ve doymus
protein kanallari, bu yapiy! serbest radikal (ROS) ataklarina duyarli kilmaktadir (Suarez vd.,
2007; Hamano, 2007). Sunulan calismada sulandiriciya ilave edilen trehaloz, fetuin ve
boronun spermatozoonun orta kismindaki bu fonksiyonel yapilari korudugu varsayimiyla,
dondurma ¢6zdirme islemi siresince spermatolojik parametreleri iyilestirdigi gozlenmistir.
Calismamizin sonuglarina gore fetuinin gostermis oldugu pozitif etki, diger bazi calisma

sonuclarini destekler niteliktedir (Sari6zkan vd., 2015).

Mitokondriyel yapilar spermatozoonlarin orta kisminda yerlesik halde bulunmakta ve
spermatozoonlara progresif motilitelerini ve zona pellusidayr ge¢melerini saglayan kuyruk
filamanlari icin gereken ATP enerjisini Uretmektedir (O’Connell vd., 2002). Bu nedenle,
spermatozoon motilitesi ve fertilitesi ile mitokondriyel aktivite arasinda pozitif bir iliskinin
oldugu belirtiimektedir Basaril bir fertilizasyon isleminde de mitokondriyel aktivitenin ylksek
olmasi gerekmektedir (Casey vd., 1993; Kasai vd., 2002). Bu aktivitenin belirlenmesinde
Rhodamin 123, Texas red ve 5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide (JC-1) gibi floresan boyalar kullaniimakta, fakat
yuksek ya da dusuk mitokondriyel aktive arasindaki farkliligi en iyi yansitan JC-1 boyasiyla
yapilan boyama teknigi oldugu bildiriimektedir (Garner ve Thomas, 1999). Boga ve koglarla
yapilan calismalarda motilite ve yiksek mitokondriyel aktiviteye sahip spermatoozoa
arasinda yuksek bir iliskinin oldugu belirtilmistir (Garner vd., 1997; Martinez-Pastor vd.,
2004). Dondurma islemi ©Oncesine gore, dondurma-gozdirme islemi sonrasi yiksek
mitokondriyel aktiviteli spermatozoa orani dismekte ve bu sirecte ortamda gelisen oksidatif
stres ve ROS drunleri de etkin olmaktadir (Gille ve Nohl, 2001; Cummins vd., 1994).
Mitokondrilerde gelisen dondurma ve oksidatif stres nedenli hasarlar kaspaz 3 ve

cytochrome C gibi apoptotik faktorlerin salinimina baglanmaktadir (Martin vd., 2004).
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Calismamizda, ¢ozim sonrasi ko¢ spermasi moatilitesi, canli spermatozoa, mitokondriyel
aktivite oranlari bakimindan, Gliserol %5 (45.62+3.46, 52.99+3.34 ve 45.63+3.51) diger
gruplara gore daha yuksek sonug¢ vermistir. (P<0.05). Gliserol %3 + trehaloz 60 mM
sulandirict grubu ise, ikinci derecede ¢6zim sonu spermatolojik prametrelerde en yuksek
korumayi saglamistir. Bu sonuglara gore spermatozoon motilitesi ve mitokondriyel aktivite
arasindaki pozitif bir iliskinin oldugunu ifade edebiliriz. Bu ¢alismada gliserolun kontraseptif
Ozelliginden dolayl ortama katim oraninin dusirilerek, ¢6zim sonu parametrelerinin de

korunmasi amaciyla ortama trehalozun ilavesi olumlu etki olusturmustur.

Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yapi gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal yapisindaki
C/OH oraninin esit olmasi onun spermatozoon lzerine olan etkisini artirmaktadir. Gliserolin
toksisitesi, metabolik dénisiminde olusan methlglycosal tarafindan olusturulur. Gliserolin
toksik etkisi tire bagimhlik gostermekte; aygir, tavsan, kanath ve balk spermalari icin
fertilizasyonda kontraseptif 6zellik g6stermektedir. Hucrelerde gliserolin toksik etkisi,
membran biyoenerji dengesinde degisiklije ve ozmotik strese yol acmasiyla kendini
gostermektedir (Alvarenga vd., 2000; Katkov vd., 1998; Woods vd., 2000). Ruminant ve
primat spermasinin dondurulmasinda gliserolin katim orani %4-8, aygirlarda ise %4-5'dir.
Domuzda gliserol orani %3'U, farede ise %1,75'i gectiginde siddetli akrozomal yikimin
olustugu bildirilmistir (Holt, 2000; Katkov vd., 1998; Morrell ve Hodge, 1998). Bu nedenle
gliserolun toksik etkisinin disurdlmesi amaciyla, katim oraninin disurilmesi gerekmektedir.
Ortama katilan ilave trehaloz ile, spermalarin gliserolin olasi toksik etkilerinin ortadan
kaldiriimasi amaclanmistir. Sonugta da, hem gliserolin katim orani disurilmis, hem de

ortama katilan ilave katki maddeleriyle ¢6ziim sonu parametreler iyilestirilmistir.

Son yillarda trehaloz teke spermasinin dondurulmasinda da sulandiriciya katilmaya
baslanmis, sulandiriciya 50-100 mM oranlarinda ilavesi, ¢6zim sonrasi %66,0+2,9-78,0+1,8
oranlari arasinda moatilite eldesi énemli bulunmustur. Saglam akrozom yoniyle en yiksek
oran (%60 Uzeri) ise yine trehaloz iceren sulandiricidan elde edilmistir. Trehaloz dondurma
Oncesi ortamda teke spermatozoasinda membran bitinlik ve esnekligini de artirmistir
(Aboagla ve Terada, 2003; Purdy, 2006). Yapilan bir calismada, ko¢ spermasinin
dondurulmasinda, sulandirictya 100 mM trehaloz eklenmesi, ¢6zim sonu motiliteyi (%65),
akrozom bUtunluginid (%75) ve HOS test oranini (%50) kontrole gbére dnemli oranda
koruyarak iyilestirmis, fertilitede ortalama %45,85 oranda gebelik elde edilmistir (Aisen vd.,
2000; Aisen vd., 2002). Koglarda trehalozun (50 mM) ¢6zum sonrasi sperma ve oksidatif
stres Uzerine etkilerini arastiran bir grup arastirmaci da (Bucak vd., 2007), trehalozun ¢6zim
sonrasl spermatozoon motilitesi ve canliiginda énemli oranda (%59,0+2,9 ve %66,0+4,4)
artislara neden oldugunu gdstermistir. Biz ise bu c¢alismamizda gliserol oranini % 3'e

dusurerek ve ortama 60 mM trehaloz ilave ederek ¢6zim sonu parametreleri iyilestirmeyi
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amacladik. Nihayetinde, projemizin ikinci asamasinda kullandigimiz katki maddelerini ayni
zamanda dusuk gliserolli ve trehaloz iceren sulandiriciya ilave edip, etkinliklerini gérmeye
calistik. Trehalozun direk antioksidan yapida olmayan 0©zelligiyle, spermatozoon
membraninda ozmoregilatorik ve antiperoksidatif etkinlik gosterdigi belirtiimistir. Etki
mekanizmasi tam olarak ortaya konulmamasina ragmen, spermada olusan serbest
radikalleri temizledigi yapilan bazi calismalarda gosterilmistir (Aisen vd., 2005; Bakas ve
Disalvo, 1991). Trehalozun ko¢ spermasinin dondurma ¢ozdirme Uzerine etkinligi, yapilan
diger bazi .calismalarda da ortaya konulmustur (Bucak vd., 2007; Uysal ve Bucak, 2009).

Taksifolinlerle ilgili olarak, yapilan taramalarda sperma Ulzerine etkinligi gdsteren bir
calismaya rastlanmamistir. Taksifolinin serbest radikal olusumunu 6nleyici, antimikrobiyal,
antimutajenik, ve antikanserojenik 0zellige sahip oldugu belirtimektedir. Flavonoid
bilesiklerden olan taxifolinin, gam ya da karagcam koklerinde bulundugu ve diken tohumundan
koken aldigi belirtiimektedir (Vega-Villa vd., 2009). C6zUm sonu spermatoza motilitesi ve
akrozom butinligia bakimindan gliserol %3 + trehaloz 60 mM + taksifolin 10 uM sulandirici
grubu, en yiksek oranlar (%46,66+1,05 ve 53,47+2,57) vermistir. Keza, gliserol %3 +
trehaloz60 mM + taksifolin 10 pM sulandirici grubu, mitokondriyel aktivite ve canh
spermatozoa oranlari bakimindan (% 46,88+1,17 ve 55,96+1,01) diger gruplara gore
onemlilikle iyilestirme yapmistir (P<0.05). Ayrica %3 gliserollti trehaloz igeren sulandirici,
onemli oranda olmasa da diger gruplara gore spermatolojik parametrelerde iyilesme saglasa
da, bu iyilesme ortama taksifolin ilavesiyle daha yiksek oranda iyilestirmeler yapmasiyla
kendini gostermistir. Luo vd. (2008) ovaryum hiticre kultiriinde kanser hiicrelerinin gelisimini
baskilanmasi amaciyla yaptigi bir calismada, 0-160 uM doz arahgdinda taxifolini kullanmis ve
yuksek konsantrasyonlara ulasildiginda kanserli hucrelerin gelisimini baskiladigini ortaya
koymustur. Calismamizda ise, artan dozlarda taksifolinin kullanimi, spermatolojik

parametreleri, disiuk dozda kullanima gére olumsuz etkilemistir.

Fetuinler glikoprotein yapisinda olup fétal sigir serumunun (FCS) bir bileseni olmasinin
yaninda bir proteinaz inhibitoéridir (Schroeder vd., 1990). BSA yapisina benzer bir etki
gostererek sperm motilitesini artirdi§i arastirmacilar tarafindan belirtiimektedir. Sperm
sulandiricisina katilan 3 mg/ml dozunda fetuinin sperm motilitesine olumlu katki yapmadigi
ancak 80 mg/ml dozunda ise olumlu etki gosterdigi arastirmacilar tarafindan belirtiimektedir
(Jaiswal vd., 2010). Saribézkan vd. (2015) yapmis olduklar calismalarinda boga sperma
sulandiricisina sistemaine (2,5; 7,5 mM), hiyaluronan (0,25; 1 mg/ml) ve fetuin (5-10 mg/ml)
farkh dozlarini katarak boga spermasinin dondurmuslaridir. C6zim sonu CASA motilite
sonuglarini, sperm normal morfolojik oranini, HOST test sonuglarina gére 10 mg/ml fetuin
dozu ile 2,5 mM sisteaminin en iyi sonug verdigini ortaya koymuslardir. Calismamizda fetuin

iceren ya da icermeyen tim trehalozlu sulandirici gruplari, % 5 gliserol iceren sulandiriciya
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gore oldukca Ustunlik gdstermis, ¢O6zim spermatolojik parametreler 6nemli oranda
iyilesmistir. Fetuinin trehalozla gosterdigi sinerjistik etkisi, donma ortaminda trehalozun su
molekil baglari arasina daha kolay girerek, esneklik vermesini artirmis, donmamis ortamdaki
hacmi daha da artirarak, kriyotik hasari minimize etmeye ¢alismistir. Fetuinin kullanilan her
dozu dnemli iyilestirmeler yapmasina karsilik, en yiksek iyilestirme; gliserol %3 + trehaloz 60
mM + fetuin 5 sulandirici grubundan elde edilmis, gliserol orani da dusurulerek olasi toksik

etkileri minimize edilmistir.

Toprakta, besinlerde ve suda, borat olarak bulunan boron, endistride ve medikal
uygulama alanlarinda 6nemli bir elementtir (Robbins vd., 2010). Boronun bitki ve bazi
hayvan tiurlerinde esansiyel olarak alinmasi ve eksikliginde 0.3mg/kg-150mg/kg doz
araliginda alinmasi gerekliligi arastirmacilar tarafindan ileri striilmistir (Nielsen vd. 1987).
Bununla birlikte, yilksek dozlarda Ureme ve gelisme uzerine toksik etkili oldugu da
bilinmektedir (Basaran vd., 2012). 100, 200 ve 400 mg borik asitin tavsanlarda, semen
kalitesini artirdigi ve fizyolojik durum Uzerine pozitif etki gosterdigi belirtilmistir (Elkomy vd.,
2015). 13 mg/d boron, sperm yogunlugu, hareketi ve total sperm sayisi Uizerine belirgin bir
fark olusturmamistir ( Liu P vd., 2006). 1.4-6.5 mg/L boron igeren suyun bulundugu Boron
madeni alanindaki ¢calisma grubu ile yapilan ¢calismada, sperm orneklerinde negatif bir etki
saptanmamistir (Korkmaz vd., 2011). 0,5 g glikoz ve 0,4 g bor eklenmis Tris sulandiricisi ve
glikoz yerine 0.5; 0.7; 0.9 g bor eklenmis Tris sulandiricilari ile yapilan calismada, borun
cozdirme isleminden sonra spermatozoanin kinetik ve yapisal 6zellikleri tGzerinde yararl
etkileri oldugu ve ek olarak DNA fragmentasyon indeksi agisindan da zararli bir etkisinin
olmadigl ortaya konmustur. Buna gbére, borun (sodyum pentaborat) alternatif bir sperma
sulandiricisi bileseni olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasiimistir (Tirpan vd., 2018).
Spermanin sulandiriimasi ve dozlanmasi farkli Boron dozlari (1, 2 ve 4 mM) ve % 5 gliserol
iceren Tris ana sulandiricisi ile yapilan calismada kullanilan Bor'un ise, spermanin
dondurulmasi ve c¢ozdurilmesi asamasindaki enerji metabolizmasina ve DNA hasarina
olumlu etki yapti§i ve buna bagl olarak spermanin fertilizasyon yetenegini arttirabilecegi ileri
surdlmastir. (Yeni vd., 2018). Bu projede ise, T2 sulandiricisina eklenen farkli dozlardaki
boronun, ¢6zim sonu spermatoza motilitesi, mitokondriyel aktivite, canli spermatozoa ve
akrozom b{tanliga bakimindan T2+ Boron 0,25 mM grubunun en yiksek pozitif etkisi
gOsterilmistir. Buna gore, diger calismalarla da benzer sekilde, daha dusik orandaki boronun
¢6zim sonrasi s6z konusu spermatolojik parametreler (zerine kriyoprotektif etkisi
gosterilmistir. Bu konuda az ¢alismaya rastlaniimistir. Bu proje sonucu, birgok parametreyi

kapsamasi bakimindan ilk olma dzelligi nedeniyle ileri calismalara i1k tutacaktir.

Oksidatif stres parametreleri
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Spermada biyokimyasal reaksiyonlar sonucu meydana gelen ROS’'un zararll etkilerine karsi
suiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GPx) ve glutasyon (GSH)
gibi antioksidan enzim ve maddeler bulunur (Mann ve Lutwak-Mann, 1981; Kantola vd.,
1988). Ancak bu enzim ve maddeler spermanin sivi saklanmasi esnasinda meydana gelen
fazla LPO’dan hucreyi korumada vyetersiz kalmaktadir (Aurich vd., 1997). Lipid
peroksidasyonu hucrelerin oksidatif hasardan etkilendigini gésteren 6nemli parametrelerden
biridir ve hiicre membrani hasari hakkinda bilgi verir (Wong-Ekkabut vd., 2007; Yajima vd.,
2009). Antioksidan potansiyel ise hicrelerin serbest radikalleri ortamdan uzaklastirma
potansiyelini veren, hiicrenin oksidatif hasara karsi savunma mekanizmasidir (Trachootham
ve ark., 2008). Yapilan bir ¢alismada, boga spermasi dondurulmasinda sulandiriciya ilave
edilen fetuinin, ¢6zim sonu lipit peroksidasyonunu azaltti§i gorilmis, SOD ve GSH-PX
antioksidan aktivitelerini de iyilestirmistir (Sariézkan vd., 2015a). Bogalarda yapilan bir diger
calismada da, sulandiriciya ilave edilen 5 ve 10 mg/ml fetuin dozlarindan, yuksek dozda
fetuin ilavesi, ¢c6zim sonrasi SOD ve GSH-PX antioksidan aktivitelerini artirmis, lipit
peroksidasyonu Uzerinde herhangi bir etkide bulunmadigr goérilmastir (Sariézkan vd.,
2015b). Bu projedeki calisma sonuclarimizda da, taksifolinin artan dozlarda énemli oranda
lipit peroksidasyonunu engelledigi, glutatyon ve total antioksidan kapasite lzerine herhangi
onemli bir katki saglamadigi gorulmustir. Farkli calismalarda fetuinin artan dozlarda
kullanimi sonrasi zit sonuclarin ¢cikmasi, ¢esitli tirlere ait spermalarda lipit peroksidasyon ve
antioksidan kapasitesinin farkli davraniglar sergileyebildigi ve bu farkli davraniglar tzerinde
tir ve irka spesifik spermatozoon yapisinin, mevsimin, sperm alma sikhginin, katki maddesi
olarak katilan antioksidan yapinin, sulandirici tipi ve bilesenlerinin etkili olabilecegi
sdylenebilir.

Calismamizda boron uygulamalari degerlendirildiginde, GSH dizeylerinde, Gliserol
%3 grubu dizeyinin, Gliserol %5, Gliserol %5 + 0,25 mM Boron, Gliserol %5 + 0,5 mM
Boron, Gliserol %3 + 0,25 mM Boron ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron grublarina gore énemli
dizeyde yiksek (p<0,05), Gliserol %5 + 1 mM Boron ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron
grublari ile farkli olmadigi belirlenmistir. Boronun artan dozlari LPO’yu engelleyip antioksidan
kapasiteyi artirmasina ragmen, spermatozoon parametreleri boronun artan dozlarinda toksik
etkiye ugramis, spermatolojik parametreler olumsuz etkilenmistir. Boronun semen
antioksidan duzeyleri tGzerine etkisi yonuyle tek bir calisma bulunmaktadir (Yeni vd., 2018).
Bu calisma da, boronun artan miktarlarda kullaniimasi, lipit peroksidasyonunu artirirken, total
antioksidan kapasiteyi etkilememistir. Yaptigimiz calismada da elde edilen bulgular literattr
ile benzerlik gdstermektedir. Spermatolojik parametreler ve LPO birlikte degerlendirildiginde
boronun artan dozlarinin toksik etkiler gosterdigini ifade edebiliriz.

Taksifolin  uygulamalarinda, LPO duzeyleri incelendiginde Gliserol %5 grubu
duzeyinin Gliserol %5 + Taksifolin 500 uM ve Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100
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UM gruplarina gore 6nemli dizeyde (p<0,05) yuksek oldugu belirlenmistir. GSH ve AOC
yonunden ise bir farkhlik gozlenmemistir. Artan dozlarin LPO’yu engelleyememesi ve
motilitede ve semen parametrelerinde de olumsuz etkiler olusturmasi, nedenler olarak
LPO’un etkili bir faktdr olabilecegini gostermektedir. Literatiir taramasinda taksifolin hidratin
spermanin dondurulma ¢6zdiurtlme sonrasi etkinligini arastiran bir calisma bulunmadigindan

dolay1, bu calisma yapilacak diger ¢alismalara da 1sik tutabilecektir.

Antioksidan Cevap Sinyal Yolaklari/Genetik Analizler

Vucuttaki molekiler mekanizmalarin anlasilmasinda mRNA diizeyinde gen ekspresyonu
calismalari 6nemli ¢iktilar Uretilebilmesine olanak saglamaktadir. Yapilan bu ¢calismada, farkli
dozlarda kullanilan c¢esitli kimyasallarin sperma kalitesine olan etkileri biyokimyasal
analizlerin yani sira gen ekspresyonu diizeyinde incelenmistir. NQO1 (NAD(P)H Quinone
Dehydrogenase 1) geni NADPH dehidrogenaz ailesinin bir Gyesidir. Bu genin kodladigi
protein ile Quinonun Hidrokinona indirgenmesi saglanarak hlicrede serbest radikal
olusumunun engelledigi/azaltildigi bilinmektedir (He vd. 2018). Calismada, taksifolin ve
boron uygulamalariyla bu genin ekspresyon seviyelerinde dnemli degisimlerin oldugu tespit
edilmistir (P<0,05). Taksifolin uygulamasinda 100 uM taksifolinin yani sira %3 gliserol ve 60
mM Trehaloz kullanimiyla (grup 7) NQO1 gen ekspresyon seviyelerinin diger gruplara gore
onemli dizeyde arttigr goralmustir (Tablo 20). Bununla birlikte boron uygulamasinda bu
gendeki ekspresyon degerinin en fazla grup 1 (kontrol), grup 6 (Gliserol %3 + 0,25 mM
Boron) ve grup 7 de (Gliserol %3 + 0,5 mM Boron) oldugu belirlenmistir. Trehaloz ve boronun
ayri ayri kullanimiyla NQO1 gen ekspresyonun baskilandi§i gérilmustir (Tablo 21). Bu
duruma sebep olarak trehaloz ve boron kullaniminin oksidatif stresi azaltabilecegi ve
dolayisiyla NQO1 gen ekspresyon seviyelerinin azalmis olabilecegi dustunulmustir. GCLC
(Glutamate-Cysteine Ligase Catalytic Subunit) ve GSTP1 (Glutathione S-Transferase Pi 1)
genleri NQO1 geni gibi hiicredeki oksidatif stresin engellenmesinde gorevlidir (Hahn vd.
2014). GCLC gen ekspresyon bulgular incelendiginde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamamistir. Bununla birlikte taksifolin uygulamasinda en yiksek
ekspresyon degerinin NQO1'de oldugu gibi Grup 7’de (Gliserol %3 + Trehaloz60 mM +
Taksifolin 100 uM) oldugu belirlenmistir. Boron uygulanan gruplarda GSTP1 gen ekspresyon
seviyeleri NQO1'’e benzer sekilde en yiksek grup 1 (kontrol grubu)'de tespit edilmekle birlikte
bu yukseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Calismada kullanilan genlerin
oksidatif stresle iliskili yolaklarda gorev aldigi g6z ©ninde bulunduruldugunda diger
bulgularla birlikte cesitli kimyasallarin 6zellikle de boron uygulamasinin oksidatif stres
olusumunu 6nlemede NQO1 ve GSTP1 aracihigiyla rol alabilece@i anlasiimaktadir. Standart
hatalardaki farklihlga baglh olarak 6nem dizeyi degisen gen ekspresyonu bulgularinin

glvenilirligini artirmada protein diizeyinde aktivite tayinin incelenmesinin énemli olabilecedi
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disunulmastar. Zira yakin gecmiste tanimlanan miRNA’'larin da aktiviteleriyle
posttranslasyonel degisimler olusmakta ve gen ve protein ekspresyonlari arasinda énemli

farkliliklar olusabilmektedir.

Gliserol %5, Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM, Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Fetlin 5 mg,
Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Taksifolin 10 uM ve Gliserol %3 + Trehaloz 60 mM + Boron
0,5 mM ile bireysel olarak dondurulan ko¢ spermalari ile yapilan tohumlamalar sonrasi elde
edilen sonuglarda, gruplar arasi dnemli bir farkhlik goérdlmemistir. Calismamizda en yiksek
fertilite orani % 16.6 ile Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Boron 0,5 mM igceren spermalardan
elde edilmistir. Sonuclarimiz servikal tohumlama ile edildiginden laparoskopoik tohumlama
somnugclarina gore dusuk kalmaktadir (Benemar vd., 2015). Bu durum servikal tohumlamada
spermanin serviksin girisine birakilmasi ve oviduka giden sperma hucrelerindeki kalite
dusiklugu olabilir. Yapilan bir diger calismada trehalozlu ve trehalozsuz sulandiriciyla
dondurulan spermalarla yapilan servikal tohumlamalardan %46 ve 16 oraninda gebelikler
elde edilmistir (Jafaroghli vd., 2011). Biz ise trehaloz+boron igceren bir sulandirici ve trehaloz
icermeyen sulandirici grubundan sirasiyla %16 ve 7 oraninda dogum oranlari elde ettik. Bu
noktada kontrol grubuna gore elde ettigimiz iki kat basarinin, trehalozun membran koruyucu
etkisiyle akrozom bitunligu ve spermatozoon fonksiyonel yapisini daha iyi korumasi
nedeniyle edildigi sdylenebilir. Burada tehalozun boron ile birlikte sinerjistik etki gosterdigi
rahatca soOylenebillir. Elde ettigimiz dusuk sonuclar, senkronizasyon farkliliklarina bagli

ovulasyon zamanlarinin dagiimasina, irka, yasa ve mevsime baglanabilir.

DNA Hasarlanmasi

Dolverimi ve gebelik oranlarindaki distsle eslik eden sperm DNA hasari, erkek
infertilitesinin teshisi icin yararl bir biyobelirtectir (Lewis vd., 2013). Spermde DNA hasarina
yol acan en 6nemli faktor oksidatif stres olarak gorilmektedir (Demirtas ve Untan, 2011).
Seminal plazma, ROS uzaklastiran slperoksit dismutaz ve katalaz gibi bol miktarda
antioksidan enzim icerir (Unal vd., 2017), ancak seminal plazmada azalan antioksidan
kapasite ya da artan ROS Uretimi bozulmus sperm fonksiyonuna neden olur (Koca vd.,
2003). Spermlerin dondurulup saklanma islemleri sonrasinda DNA tek zincir kiriklarinda,
DNA yogunlasmasi ve fragmentasyonunda artis oldugu bilinmektedir (Kopeika vd., 2015).
Dondurma-¢6zme donglsl sirasinda oksidatif stres nedeniyle ROS Uretildigi ve DNA
fragmentasyonunun ROS kaynakli olarak ortaya c¢iktigi ileri surdlmustir (Bilodeau vd., 2000;
Donelly vd., 2000). Kriyoprotektan ortamindaki farkl bilesenlerin (antioksidanlar, sekerler,
vb.) DNA butlnlugiu tzerine etkisi genis bir sekilde arastiriimaktadir (Bucak vd., 2019; El-
Sheshtawy vd., 2015; Cirit vd., 2013; Bucak vd., 2010; Nur vd., 2010; Yildiz vd., 2007).
TUNEL ve COMET testleri sperm DNA hasarlarini dogrudan élgcen yontemlerdir (Avendafio
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ve Oehninger, 2011). Her iki yontem de gerek yardimci Ureme teknikleri calismalarinda,
gerekse cesitli hayvan turlerine ait spermlerin dondurulup saklanmasi ¢alismalarinda siklikla
kullaniimaktadir (Cui vd., 2015; Ustiner vd., 2015; Ribas-Maynou vd., 2013; Cabrita vd.,
2011). Bu calismada da DNA bdtunlugunu tespit etmede etkili olan bu iki yontem
uygulanmistir.

Spermatozoonlarin  dondurulmasi ¢alismalarinda optimum sulandirici  bilesiminin
belirlenmesi, dondurma-¢dzme prosedurlerinin basarisini etkilemektedir. Gliserol en yaygin
kullanilan kriyoprotektan maddedir (Purdy, 2006). Tris bazl sulandiriciya ilave edilen 50 ya
da 100 mM/I konsantrasyonda trehalozun boga sperminde dondurma-¢ézme sonrasi DNA
fragmentasyonunu azalttigi bildiriimistir (EI-Sheshtawy vd., 2015). Ayrica sulandiriclya
kriyoprotektan ajan olarak, gliserol ve sekerlerin (6rnegin, sakaroz, rafinoz ve trehaloz)
eklenmesi, cesitli memeli tirlerinde spermin kriyoprezervasyonu icin etkili olmustur (Aisen
vd., 2005; Arriola ve Foote, 1987). Bu bilgiler i1siginda bu calismada hazirlanan farkh
bilesimlerdeki temel sulandiricilar kullanilarak, optimum temel sulandirici bilesimi
belirlenmeye calisiimistir. Sonug olarak da, gliserol %5 (T1) ve gliserol %3 + 60 mM trehaloz
(T2) iceren sulandiricilar, DNA butinligunin de dahil oldugu tim sperm parametrelerinin
korunmasinda en uygun temel sulandiricilar olarak tespit edilmistir.

Fetuinler, osteogenezin dizenlenmesi ve istenmeyen minerallesmenin inhibisyonu dahil
olmak Uzere cesitli fonksiyonlara sahip serum proteinleridir (Denecke vd., 2003). Fetuinin
kriyoprotektan olarak sulandiriciya eklenmesi ile ilgili bircok calisma bulunmaktadir. Boga
spermasi kullanilarak yapilan bir calismada, temel sulandiriciya belli oranlarda fetuin
ilavesinin sperm parametreleri (CASA motilitesi, CASA total motilitesi, membran butinlagu,
akrozomal ve total anormallikler gibi) Gzerinde olumlu etkilerinin oldugu gdsterilmistir
(Sariozkan vd., 2015). Ayrica, Sariozkan vd. (2015) ve Tasdemir vd. (2014) tarafindan alkali
COMET testi kullanilarak DNA hasarinin arastirildigi c¢alismalarda, tris bazli temel
sulandirictya 5-10 mg/ml ve 2 mg/ml konsantrasyonda fetuin ilavesinin, dondurma-¢gbzme
islemi sonrasinda boga spermasinda DNA bitunluginun korunmasinda istatistiksel olarak
olumlu bir etki gostermedigi ve ayrica kromatin hasarini arttirdigi da bildirilmistir. Notral
COMET testinin kullanildigr bu calismada da, yukarida bahsedilen c¢alismalara benzer
sekilde, temel sulandiriciya (%5 gliserol) farkli oranlarda (2,5; 5 ve 15 mg/ml) fetuin
ilavesinin, DNA c¢ift zincir kiriklarinin olusumunda istatistiksel olarak anlamli bir koruma
saglamadigl, doza bagh olarak kismen de olsa DNA cift zincir kiriklarinda bir artisa neden
oldugu gorulmastir. Ancak, TUNEL testi sonuglari incelendiginde, DNA fragmentasyonunda
%5 gliserol iceren temel sulandiriciya 15 mg/ml fetuin ilavesinin, istatistiksel olarak anlamli
bir koruma sagladigi goralmastir. Bununla birlikte, %3 gliserol ve 60 mM trehaloz iceren
temel sulandiriciya 2,5; 5 ve 15 mg/ml fetuin ilavesi, hem DNA cift zincir kiriklarinin

onlenmesinde hem de DNA fragmentasyonunun dnlenmesinde, hemen hemen tim dozlarda
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istatistiksel olarak anlamh bir koruma saglamistir. Tris bazli, yumurta aki temel
sulandiricisina ilave edilen 100 mM trehalozun, bufalo spermlerinde ortaya ¢ikan dondurma-
cbzmeye bagh hasarlar azalttigi bulunmustur (Shiva Shankar Reddy vd., 2010). Ancak
baska bir calismada da, farkli konsantrasyonlarda (12,5; 25; 50; 75; 100 ve 150 mM) trehaloz
ilave edilmis tris bazlh sulandirici ile dondurulan Angora kecisi spermlerinde dondurma-
¢cbzme sonrasinda DNA hasarlarinin  6nlenemedidi bildirilmistir (Tuncer vd. 2013).
Calismamizda, tek basina trehaloz ya da fetuin DNA cift zincir kiriklarini ve DNA
fragmentasyonunu 6nlemede istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermezken, trehaloz
eklenerek hazirlanan temel sulandirici igcerisine fetuin ilavesiyle her iki maddenin sinerjistik
etki gostermesi nedeniyle DNA cift zincir kiriklarini ve DNA fragmentasyonunun dnlenebildigi
soylenebilir. Bu bulgu, 25 mM trehaloz katilmis tris temel sulandiricisina 1 mg/ml fetuin
ilavesiyle, esmer boga spermlerindeki dondurma-¢c6zme sonrasi DNA bitinlugunun kontrole
gore daha iyi korundugunu gosteren Buyukleblebici vd. (2016)'nin calismasi ile benzerlik
gOstermektedir.

Taksifolin, antioksidan 6zelliklere sahip olan ve serbest radikal temizleyicisi olarak gérev
yapan, bitki kdkenli bir flavonoiddir (Kang vd., 2016). Taksifolinin oksidatif DNA hasarina
karsi guclu bir redoks temizleyici olarak islev gérdiigl, zebra bali§i embriyolarinda kadmiyum
toksisitesinin dnemli bir baskilayicisi oldugu ve ayrica 1 pg/ml dozda pUC19 plazmid
DNA'sinda OH kaynaklh DNA hasarina karsi gucli koruma sagladigi bildirilmistir
(Manigandan vd., 2015). Taksifolin gibi eksojen flavonoidlerin oositlerdeki ROS seviyelerini
dusurdigl, ancak yiuksek konsantrasyonda (50 ug/ml) oositler igin toksik olabilecegi, Kang
vd. (2016) tarafindan yapilan calisma ile gosterilmistir. Bu ¢calismada ise, trehaloz iceren ya
da icermeyen temel sulandiricilara farkli konsantrasyonlardaki (10, 100 ve 500 uM) taksifolin
ilavesi, %5 gliserol iceren temel sulandirici grubuna gore istatistiksel olarak anlamh bir
sekilde DNA fragmentasyonunu engellemistir. Ancak DNA ¢ift zincir kiriklarinin
engellenmesinde sadece %5 gliserol + 10 pM taksifolin grubunda etkili bir koruma
saglanmistir. %3 gliserol + 60 mM trehaloz iceren gruplarda ise, DNA ¢ift zincir kiriklarinin
%’si goreceli olarak artis gdstermistir. Bu durum, taksifolinin artan dozlarda toksik etki
gostermesi ile aciklanabilir.

Boron bitkilerin yasam dongusu icin gerekli olan bir mineraldir ve hayvanlarin gelisim ve
blyumesinde de rol oynayabilir (Park vd., 2005). Boronun Ureme sistemi Uzerine etkisi
arastiriimistir ve yiksek dozlarda sitotoksik etkisi oldugu bulunmustur (Espinoza-Navarro vd.,
2007; Ku vd., 1993; Ku vd., 1991). Ayrica, borik asit ve boraks iceren diyetle beslenen
sicanlarda kanda DNA hasarinin dustigu COMET testi ile gosterilmistir (Ince vd., 2010). Bir
baska calismada, bor bilesiklerinin en yiiksek konsantrasyonlarda bile genotoksik etkiye
sahip olmadigi, ancak artan dozlarda oksidatif stres olusturdugu bildirilmistir (Tturkez vd.,

2007). Boronun sperm dahil cesitli hicrelerin dondurulup saklanmasinda, sulandiricilara
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eklenmesine dair bazi galismalar bulunmaktadir. Boronun insan disi germ kok htcrelerinin
kisa ve uzun sureli kriyoprezervasyonda hayatta kalmasinda koruyucu bir roli oldugu
gosterilmistir (Demirci vd., 2014). Ankara tekesi spermasinin dondurulmasinda tris
sulandirici bilesenleri yerine katilan boronun (sodyum pentaborat) ¢c6ziim sonu spermatolojik
parametrelere (total motilite, progresif motilite, semen kinetik parametreleri gibi) olan olumiu
bazi etkileri de bildirilmistir (Tirpan ve Tekin, 2015). Ramli¢ ko¢ spermleri %5 gliserol iceren
tris ana sulandiricisina farkli konsantrasyonlarda eklenen boron (1, 2 ve 4 mM) ile hazirlanan
sulandiricilarda dondurulmus, ¢6zim sonrasi DNA hasari COMET testi ile arastiriimis ve
1mM boronlu grubun, spermatozoadaki DNA hasarini kontrol grubuna ve diger gruplara gore
anlamh dizeyde azalttigi bulunmustur (Yeni vd., 2018). Bu c¢alismada ise, %5 gliserole
eklenen farkli konsantrasyonda boron (0,25; 0,5 ve 1 mM) hem DNA cift zincir kiriklarinin ve
hem de DNA fragmentasyonunun engellenmesinde istatistiksel olarak anlamli bir etki
gostermemistir. Ancak, %3 gliserol + 60 mM trehaloz iceren temel sulandiriciya eklenen 0,5
ve 1 mM boronun, %5 gliserol ve %5 gliserol + 1 mM boron gruplari ile kiyaslandiginda, DNA
fragmentasyonunu istatistiksel olarak anlamli sekilde engelledigi goérilmustir. Bu sonuglar,
Yeni vd. (2018)’'nin calismasinin sonuglarina benzerlik gdstermektedir. Ortama trehaloz
ilavesi, gliserol konsantrasyonunun dismesine ragmen benzer sonugclarin ortaya ¢cikmasina
neden olmus olabilir.

Bu calismada kullanilan tim kriyoprotektan maddeler DNA cift zincir kiriklarinin ya da
DNA fragmentasyonunun engellenmesinde kismen etkili olmustur. Tim veriler dikkate
alindiginda DNA hasarlarini engellemede gliserol, trehaloz ve diger maddelerin (fetuin,
taksifolin ve boron) belli oranlarda sulandirici bilesiminde kullaniimasinin daha etkili olacagi
Onerilebilir. DNA hasarlarinin engellenmesinin, daha sonraki dol verimini ve embriyo saghgini
iyilestirecegi aciktir. Bu nedenle, yardimci Ureme teknikleri ve cesitli hayvan turlerine ait
spermlerin dondurulup saklanmasi calismalarinin etkili ve verimli olabilmesi igin, DNA
hasarini minimuma indirmek ve/veya engelleyebilmek amaciyla bu ve buna benzer
calismalar oldukga blyik bir 6nem tasimaktadir. Projenin bu kismindaki veriler literatiire
onemli katkilar saglamakla birlikte, bu konuda daha ileri molekiler analizlerin yapilmasina da

ihtiyac oldugu ileri surtlebilir.

YapisallElektron Mikroskobik

Sperm kriyoprezervasyon islemleri, hiicrelerde disik sicakliga bagh stres ve siddetli
ozmotik degisikliklere neden olur. Kriyoprezervasyonla hiicre zarinda meydana gelen hasar,
bircok hicresel yapida ve iliskili islevlerinde hasarlara yol acar (Mayers 2005). Bunun
sonucunda spermlerin fertilizasyon kapasitesi azalir (Nishizono vd., 2004; Tunali, 2014).

Kriyoprezervasyonun, sperm yapisinda cesitli deformasyonlara yol actigi bir ¢cok calismada
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gosterilmistir (Healey, 1969; Quinn vd., 1968; Barthelemy vd., 1990; Nishizono vd., 2004;
Pesch ve Bergmann, 2006; Ozkavukcu vd., 2008; Lépez Armengol vd., 2012; Pfinosilova
vd., 2012; Shi vd., 2014). Kriyoprezervasyonun spermlerde o6zellikle plazma membrani,
akrozom ve kuyrukta agir hasarlara neden oldugu ve elektron mikroskobunun spermatojenik

hucrelerin arastiriimasinda nihai yontem oldugu belirtilmistir (Ozkavukcu vd., 2008).

Son yillarda, kriyoprezervasyonun sonucu olarak ortaya cikan ince yapi degisiklikleri gibi
yapisal dedisiklikleri en aza indirecek kriyoprotektanlarin kullaniimasina yonelik yogun
calismalar yapilmaktadir. Ornegin, kog'da, Tris-yumurta sarisi sulandiricisina Vit-E (60 uM
ve 120 pM) eklenmesinin sperm vyapisal bltinliglu (plazma zari ve mitokondri) ile
kinematigini destekledigi (Silva vd., 2013) ortaya konmustur. Tasdemir vd. (2014), bogda'da,
kriyoprezervasyonda, sistein’inin plazma membran buttnligind en iyi koruyan kriyoprotektan
oldugunu bildirmiglerdir. Alcay (2015), koc'da kriyoprotektan olarak kullanilan gliserolln,
¢6zdiurme sonrasi, hareketliligi ve plazma zarinin fonksiyonel batinligund korudugunu, 1,2
propanediol ve etilen glikol'in akrozomal butinligld korudugunu ortaya koymustur.
Calismada, gliseroliin, sperm maotilitesi ve plazma membrani Uzerine kriyoprotektif etkisi
gosterilmekle birlikte, etilen glikol'lin akrozom butlnltgind korudugunun ortaya konmasi, bu
projede trehaloz grubu ile yapilan Taramali-Gegirimli Elektron Mikroskobu (Scanning-

Transmission Electron Microscope/STEM) sonuglariyla benzerlik gdstermistir.

Blyukleblebici vd. (2014), boga spermlerinde, 25 mM trehaloz ve %3 etilen glikol'lin
akrozom morfolojisinde, %3 gliserol’iin zar bitlnligiinde, %5 etilen glikol ve 5 mM sistein’in
kromatin hasarlarinda kriyoprotektif etkisini ortaya koymuslardir. Projemizde, elektron
mikroskobu calismasi ile 100 mM olarak kullanilan trehaloz’'un koruyucu etkisinin belirlenmis

olmasi, olasilikla konsantrasyonu ile iliskilendirilebilir.

Koglarda sperm hareketliligi ve mitokondriyal membran potansiyelinin yumurta sarisi
icindeki 100 mM trehalozda, ancak akrozom bditinligunin 100-250 mM trehalozda en iyi
sonug verdigi bildirilmistir (Athurupana vd., 2015). Bu calismalarla benzer sekilde, projenin
STEM sonuglarina gore, yiksek konsantrasyonda (100 mM) ancak %1,5 etilen glikol i¢indeki

trehalozun en iyi kriyoprotektif etkisi belirlenmistir.

Storey vd. (1998), trehalozun plazma zarinin korunmasinda pozitif etki goésterdigini,
gliserol/trehaloz kombinasyonunun da invitro ve invivo olarak dollenmis yumurta olusumunu
sagladigini bildirilmiglerdir. Hu vd. (2009), domuz spermlerinde, 100 Mm trehalozun,
hareketlilik, mitokondriyal aktivite, zar ve akrozom butinlugunde yilksek kriyoprotektif etki
gOsterdigini bildirmislerdir. Bu calismalar, kriyoprotektif etkisi belirlenen trehalozun artan
konsantrasyonlarinda etkili oldugunu géstermektedir. Bizim STEM ¢alismamizda da yiiksek

konsantrasyondaki trehalozun kriyoprotektif etkisinin gosterilmesi bu calismalarla uyum

96



saglamistir. Kriyoprezerve ko¢ spermlerinde, 100 mM trehaloz’'un vitE dizeyini belirgin bir
sekilde yukselttigi, 50 mM trehalozun ¢ézdirme sonrasi hareketlilikte yiiksek oran sagladigi,
ancak akrozom ve total anomalilerde belirgin bir farklilik olmadigi ortaya konmustur (Bucak
vd., 2007). Bu galismada, 50 mM trehalozun akrozom ve total anomaliler tzerinde etkisinin
olmadiginin gosterilmesi, bizim ¢alismamizda disuk konsantrasyondaki trehalozun (60 mM)
yUksek konsantrasyondaki trehaloza (100 mM) gore daha az kriyoprotektif etki gostermesi

sonucu ile uyum gostermistir.

Ayrica, Uysal ve Bucak da (2009), 100 mM trehalozun, kriyoprotektan olarak spermlerde
hareketlilik, morfolojik anomaliler, canliik ve membran bitinlugt bakimindan 50 mM
trehaloza gore daha ustin oldugunu belirtmiglerdir. Bu c¢alismalarda ylksek orandaki
trehalozun daha fazla koruyucu etkisinin gdsteriimesi, bizim calismamizi destekler
niteliktedir. Ayrica, Aisen vd. (2005), ko¢ sperm kriyoprezervasyonunda, sitrat, tris tamponu,
trehaloz ve EDTA uygulamalarinda, ultramikroskopi degerlendirmesinde, dondurma-
c6zdirme sonrasi saglam plazma zari ylzdesinin trehaloz iceren hipertonik sulandirici da
belirgin bir sekilde daha fazla oldugunu gostermislerdir. Trehalozun kriyoprotektif
fonksiyonunun elektron mikroskobu diizeyinde gosterildigi bu calismayla benzer sekilde,
elektron mikroskobu dizeyinde en iyi korumay! salayan trehaloz konsantrasyonunu
belirledigimiz bu projedeki calismamiz, literatire ek katkilar getirmesi bakimindan 6nemli

olacaktir.

Alvarenga vd. (2000), aygir spermasinin dondurulmasinda, etilen glikol'iin gliserol ile
benzer etki gdsterdigini, %5 etilen glikol'de canli sperm ytizdesinin en yiiksek oldugu, %10
etilen glikol'de canli spermatozoa’nin belirgin bir sekilde az oldugunu rapor etmiglerdir. Bizim

calismamizda da, hasarsiz sperm yuzdesi %5 etilen glikol grubunda yiksek bulunmustur.

Sa-Ardrit vd. (2006), fil spermasinin kriyoprezervasyonunda, dondurma ve ¢6zdirme
islemlerinin plazma zari, akrozom ve mitokondrilerde yapisal hasarlara yol actigini floresan
ve elektron mikroskopi tekniklerinin bu konuda gugli teknikler oldugunu bildirmislerdir.
Calismalarinda, TEST+gliserol'de [{5.54% Tes [N-tris(hydroxymethyl)methyl-2-aminoethane-
sulphonic acid], 1,15% Tris-(hydroxymethyl)- aminomethane, %0,4 glukoz, %20 yumurta
sarisi ve %5 gliserol} dondurulan spermlerde yiksek oranda saglam plazma zarn ve aktif
mitokondrilerin oldugunu belirlemislerdir. Bizim ¢calismamizda, %5 gliserol, %1,5 etilen glikol

ile karsilastinimis ve %1,5 etilen glikol daha Ustiin bulunmustur.

Kriyoprezervasyon isleminin yapildigi Ankara tekesi spermlerinde, Boron'un ¢6zdirme
sonrasi spermatolojik parametreler tzerine olan olumlu bazi etkileri ortaya konmustur (Tirpan
ve Tekin, 2015). Bogalarda, 10 mg/ml fetuinin sperm morfolojisi Gzerinde en iyi koruyucu

etkiyi gosterdigi, hiyaluronan ve fetuin karisiminin membran batinlugunt artirdigi ileri
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surdlmastar  (Sariézkan vd., 2014, 2015). Taxifolin'in antioksidan olarak dusuk
konsantrasyonlarda (0,1-10 pg/ml) oositlerde ROS seviyesini indirgedigi gosterilmistir (Kang
vd., 2016). Kriyoprezervasyonda pozitif etkileri gosterilen bu kriyoprotektanlar, bu projede
ko¢ spermasina uygulanmis ve projenin elektron mikroskobu kisminda bu kriyoprotektanlarla
olusturulan alt grublarin ince yapisi gorunttlenmistir. Diger canlilarda kriyoprezervasyon
sirasinda spermler Gzerinde meydana gelen degisikliklerin gosterildigi ¢calismalar taranmis ve
bu projede gerceklestirilen elektron mikroskobu calismasi sonuglariyla karsilastiriimistir.
Genel olarak, bu calismalarla benzer sekilde, spermlerde en fazla, membran, akrozom,
mitokondri ve aksonem kriyohasarlarinin yanisira kuyruk yapisinda degisimler ayirt edilmis

ve elektron mikroskobu mikrograflarinda gosterilmistir.

Ozetle, projenin bu kisminda farkli kriyoprotektanlarin farkli konsantrasyonlarinin
uygulandigi 6rneklerle, Gecirimli-Taramali ve Taramali Elektron mikroskobu calismalari
yapilmis ve ince yapi degisiklikleri ortaya konmustur. Ek olarak, trehaloz grubunda, Gegcirimli-
Taramali elektron mikroskobunda oldukg¢a buiyilk blyutmelerde, sitolojik hasarlar belirlenmis
ve alanlar dikkatle taranarak hucreler sayilmistir. Sonuglara gore, elektron mikroskobik
istatiksel analizde, %21,5 etilen glikol/100 mM trehaloz grubunun kriyoprotektif etkisi

gosterilmistir.

Elektron mikroskobik yontemler ince yapi dizeyinde hasarlarin gosterilmesinde oldukca
uygun yontemler olmakla birlikte, 1Stk mikroskobu yéntemlerinin hasarli ve hasarsiz hiicre
sayiminin yapilarak istatiksel analizlerin ortaya konmasi bakimindan daha pratik oldugu

sonucuna da variimistir.

SONUGC

1. T2+fetuin 5 mg grubu en yuksek motilite, mitokondriyel aktivite ve canli spermatozoa
oranlarini vermistir. Spermatoza motilitesi, akrozom buttnligu, mitokondriyel aktivite
ve canli spermatozoa bakimindan T2+Taksifolin 10 uyM ve T2+Boron 0,25 mM
gruplari en iyi sonuclari vermistir.

2. DNA'da cift zincir kiriklarinin engellenmesinde, T2+fetuin 5 mg/ml ile T1+taksifolin 10
UM gruplarinin, DNA fragmantasyonunun engellenmesinde T2+fetuin 5 mg/ml;
T1l+taksifolin 10 uM ve T1+taksifolin 500 uM ile T2+boron 0,5 Mm gruplarinin etkili
oldugu belirlenmigtir.

3.ince yapi diizeyinde, kriyohasarlar baslica membran, akrozom, mitokondri, aksonem
ile kuyruk yapisinda gézlenmistir.

4.LPO duzeyleri Gliserol %5 grubu dizeyinin Gliserol %5 + Taksifolin 500 pM ve

Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 uM gruplarina goére énemli diizeyde
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yuksektir. GSH ve AOC yoniunden bir farklilik yoktur. LPO duzeyleri, Gliserol %5
grubu dizeyinin, Gliserol %5 + Fetuin 5 mg grubu dizeyinden 6nemli dizeyde
yuksektir.

. GSH duzeyleri, Gliserol %5 ve Gliserol %5 + Fetuin 2,5 mg gruplarda, Gliserol %3 +
Trehaloz60 mM + Fetuin 2,5 mg grublarina gére dnemli diizeyde disiuktir. AOC
dizeyleri yoninden bir farkhlik yoktur. Boron uygulamalar degerlendirildiginde,
GSH diizeylerinde, Gliserol %3 grubu dizeyinin, Gliserol %5, Gliserol %5 + 0,25 mM
Boron, Gliserol %5 + 0,5 mM Boron, Gliserol %3 + 0,25 mM Boron ve Gliserol %3 +
0,5 mM Boron grublarina gore 6nemli diizeyde yuksektir. Gliserol %5 + 1 mM Boron
ve Gliserol %3 + 0,5 mM Boron grublarinda farkhlik yoktur.

.Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Taksifolin 100 uM grubu, yuksek NQO1 gen
ekspresyonu diizeyi gostermistir. %3 Gliserol + 60 mM Trehaloz + 0,5 mM Boron
grubunda da, NQO1 gen ekspresyonu az diizeyde de olsa yuksek bulunmustur.
Fetuin gruplarinda belirgin bir fark saptanmamistir.

7.En yuUksek dolverimi orani, Gliserol %3 + Trehaloz60 mM + Boron 0,5 mM iceren

dondurulmus ¢6zduriimis spermalardan elde edilmistir.
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