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OzZET

NEPETA ITALICA SUBSP. CADMEA EKSTRAKTININ DONDURULMUS-
¢OZDURULMUS TEKE SPERMLERI UZERINE ETKISININ ARASTIRILMASI

BOZTAS, Siddika
Doktora Tezi, Histoloji - Embriyoloji AD
Tez Yoneticisi: Dog Dr. Nazan KESKIN

Ocak 2023, 82 Sayfa

Sperm kriyoprezervasyonu, reaktif oksijen turevlerinin (ROS) asiri Uretimine
bagll olarak sperm kalitesini ve ardindan fertilizasyon yetenegini olumsuz etkiler.
Kriyoprotektanlarin sulandiriclya eklenmesi, spermi oksidatif stresin (OS) zararli
etkilerinden koruyabilir. Flavonoidler ve fenolik bilesikler acisindan zengin bitki
ekstraktlari gibi dogal kaynakh antioksidanlarin, kriyoprotektif ajanlar olarak
kullaniimasina yénelik ¢alismalar yapiimaktadir.

Bu calismada, Ankara teke spermasinin, motilite, akrozom membran butinlugu
ve DNA fragmentasyonu Uzerine, antioksidan ve flavonoid igerigi bakimindan zengin
olan Nepeta italica subsp. cadmea esansiyel yaginin g farkl dozunun (0.75 ul/10 ml,
1.5 ul/10 ml ve 6 pl/10 ml) dondurma-¢ézdirme sonrasi etkileri arastiriimistir. Bitkiler,
giceklenme doéneminde Honaz dagindan (Denizli, Tidrkiye) toplanmis ve oda
sicakhginda, golgede kurutulmustur. Toz haline getirilen bitkinin, esansiyel yagi
Clevenger aparati sistemi kullanilarak hidrodistilasyonla ekstrakte edildikten sonra,
amber renkli sise icinde 4°C'de saklanmistir. Tekelerden, Ureme sezonunda
elektroejakulator ile alinan ejakilatlar birlestiriimis, tris ana stok sollsyonu ile bitki
yaginin Uc¢ farkli dozu sulandirildiktan sonra dondurulmustur. Cozdirme sonrasi
motilitede, kontrol grubu ile diger gruplara goére, yagin 0.75 pl/10 mllik dozunun
iyilestirme yaptigi belirlenmistir (p<0.05). Akrozomal membran butlinligd ve DNA
fragmentasyonu analizlerinden de benzer sonuglar elde edilmisti. Dondurma-
¢6zdirme sonu akrozomal membran butinliginde esansiyel yagin 0.75 ul/10 ml dozu,
kontrol ve 1.5 ul/10 ml ile 6 pl/10 ml dozlarina gére daha ylksek degerde bulunmustur
(p<0.05). DNA fragmentasyon analizinde ise, esansiyel yagin 0.75 pl/10 ml dozu,
kontrol ve 1.5 pl/10 ml ile 6 pl/10 ml dozlarina gére daha dusuk degerde bulunmustur
(p<0.05).

Sonug¢ olarak, esansiyel yagin 0.75 pl/10 mllik dozunun, Ankara tekesi
spermlerinde dondurma-¢ézdirme sonrasi, motilite, akrozomal membran butinlugu ve
DNA fragmentasyonu parametreleri tzerinde kriyoprotektif etkisi belirlenmistir. Sperm
kriyoprezervasyonunda, antioksidan etkilere sahip ve flavonoid iceren Nepeta italica
subsp. cadmea esansiyel yadinin en uygun dozunun kriyoprotektan olarak
kullanilabilecedi gosterilmistir. Bununla birlikte, sperm kriyoprezervasyonunda bitki
esansiyel yaginin belirlenen dozlarinin olasi kriyoprotektif etkilerini, farkh
parametrelerle de galisarak ortaya ¢ikarilmasina ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Ankara tekesi, Sperma kriyoprezervasyonu, Nepeta italica
subsp. cadmea

Bu galisma, PAU Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan desteklenmistir (Proje No: 2020SABE006).



vi

ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF NEPETA ITALICA SUBSP. CADMEA
EXTRACT ON FROZEN-THAWED BUCK SPERMATOZOA

BOZTAS, Siddika
PhD Thesis, Histology - Embryology Department
Supervisor: Do¢. Dr. Nazan KESKIN

January 2023, 82 Page

Sperm cryopreservation adversely affects semen quality and subsequent
fertilization ability due to the overproduction of reactive oxygen species (ROS). The
addition of cryoprotectants to the extender can protect sperm against the harmful
effects of oxidative stress (OS). Studies are carried out to use natural antioxidants such
as plant extracts rich in flavonoids and phenolic compounds as cryoprotectants.

In this study, the effects of three different doses of antioxidant and flavonoids
rich Nepeta italica subsp. cadmea oil (0.75 pl/10 ml, 1.5 pl/10 ml and 6 pl/10 ml) on
motility, acrosomal integrity and DNA fragmentation on frozen-thawed Ankara buck
spermatozoa were investigated. The plants were harvested during the flowering stage
on Honaz Mountain (Denizli, Turkey) and air dried in the shade at room temperature.
Essential oil of the powdered plant was extracted by hydrodistillation using a Clevenger
apparatus system, then stored at 4°C in an amber colored glass bottle. The ejaculates
taken from the Ankara bucks during the breeding season with an electroejaculator were
combined and diluted with tris diluent and three different doses of plant oil, and then
frozen. It was determined that the plant oil at the dose of 0.75 ul/10 ml was improved
the post-thawed sperm motility compared to control group and other groups (p<0.05).
Similar results were obtained from the analysis of acrosomal integrity and DNA
fragmentation. In the acrosomal membrane integrity after freeze—thawing, 0.75 pl/10 ml
dose of essential oil was found to be higher than the doses of control and 1.5 pl/10 ml,
6 pl/10 ml (p<0.05). In DNA fragmentation analysis, 0.75 pl/10 ml dose of essential oil
was found to be lower than the doses of control and 1.5 pl/10 ml, 6 pl/10 ml (p<0.05).

As a result, the cryoprotective effect of 0.75 pl/10 ml dose of essential oil on
motility, acrosomal integrity and DNA fragmentation parameters in Ankara bucks
sperma after freeze-thawing was determined. It has been shown that the most
appropriate dose of Nepeta italica subsp. cadmea essential oil having antioxidant
effects and containing flavonoids can be used as a cryoprotectant in sperma
cryopreservation. However, there is a need to reveal the possible cryoprotective effects
of determined doses of plant essential oil in sperm cryopreservation by studying with
different parameters.

Keywords: Ankara buck, Sperm cryopreservation, Nepeta italica subsp.
cadmea

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research
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1. GIRIS

Hiicresel Kriyoprezervasyon Hasarlari

Sperm kriyoprezervasyon teknikleri, 1960’lardan bu yana rutin olarak infertilite
Kliniklerinde kullaniimaya baslanmistir (Bahmyari vd 2020). Bu yontem, 6zellikle en iyi
germ-plazmasini ¢ogaltmak ve genetik cesitliligi korumak amaciyla yapilan énemli bir

teknik olarak uygulanmaktadir (Banday vd 2017).

Kriyoprezervasyon, sulandirma, sogutma, dondurma ve ¢dzdlirme
asamalarinda (Yeni vd 2017, Ahmed vd 2019) meydana gelen soguk ve ozmotik
soklara neden olan, spermlerin yiksek dizeyde adaptasyonunu igeren, fizyolojik

olmayan bir iglem olarak tanimlanmaktadir (Ahmed vd 2019).

Kriyoprezervasyon sirasinda sperm, soguk soku, kriyoprotektanlarin (KPA)
eklenmesi, buz kristallerinin olusumu, membran dedisikligi, oksidatif stres (OS),
dondurulmusg ortamin ozmolalitesinde artis (ozmotik stres) gibi bircok stres faktoriine
maruz kalmaktadir (Farshad ve Akhondzadeh 2008, Moce ve Vicente 2009, Lv vd
2019a, Peris-Frau vd 2020). Fizyolojik miktarlarda, hidrojen peroksit (H,O,), stiperoksit
anyonlari (O), hidroksil radikalleri (OH"), nitrik oksit (NO) gibi reaktif oksijen turevleri
(ROS) (Ahmed vd 2019); sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve zona
pelusidaya baglanma gibi sperm fonksiyonlarinda énemli rol oynarlar (Amidi vd 2016).
Dondurma-¢ozdirme islemi sirasinda ROS (retimi, OS’ye ve sperm kriyohasarlarina
neden olur. Kriyoprezervasyon islemi sirasinda, sicakhigin 37°C’den -196°C'ye
dismesi, 6nce ROS Uretimini artirir (Bahmyari vd 2020), sonra ROS, sperm plazma
membrani ile etkilesime girerek lipid peroksidasyonunun (LPO) ortaya g¢ikmasina
neden olur. LPO olusumu OS olugsumuna yol acar (Ahmed vd 2019). LPO’nun
urtnlerinden biri malondialdehittir (MDA). MDA seviyesi, plazma membran hasarinin bir
gostergesidir, bunu takiben sperm canhliyi ve motilitesinde azalma meydana gelir
(Mustofa vd 2021).



Sperm plazma membrani, yiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA)
icerir. Membran, artan ROS dretimi ile birlikte, dodal antioksidanlarin detoksifikasyon
aktiviteleri arasinda dengesizlik olugsmasi nedeniyle, OS’ye ve dzellikle ROS tarafindan
LPQO’ya karg! oldukga hassas hale gelir (Dhillon vd 2020, Al-Mutary 2021).

OS, tekelerde motilite, plazma membran ve akrozomal batanlikler dahil olmak
Uzere sperm yapilarina ve islevlerine zarar verir. Ayrica, spermin dogal antioksidanlari
ile ROS Uuretimi arasindaki dengenin bozulmasina neden olur. Bunlara ek olarak, OS
tekelerde spermin mitokondriyal fonksiyonunu, DNA butinligini ve metabolizmasini
olumsuz yénde etkiler (Ahmed vd 2019). Dolayisiyla, ROS Uretimi, kriyoprezervasyon
surecinde sperm Kkalitesinin dismesine yol acan 6nemli bir faktér olarak ortaya
cikmaktadir. Teke sperm plazma membrani, fosfolipidler agisindan zengin oksidasyona
duyarli PUFA icerigine sahiptir (Ren vd 2019, Mustofa vd 2021). Sperm plazma
membraninin lipid bilesimi, membran akiskanhgini saglamak ve ayrica sperm
kapasitasyonuna, akrozomal reaksiyona ve sperm-oosit membran flizyonuna izin
vermesi igin gereklidir. Sperm, PUFA igerigi nedeniyle LPO’ya duyarhdir (Zarepourfard
vd 2019). Kriyoprezervasyon sirasinda asirt ROS dretimi, sperm plazma
membranindaki PUFA’larin LPO’suna neden olur ve bdylelikle sperm membraninda
fiziksel ve kimyasal degisiklikler meydana gelir (Bahmyari vd 2020), Bu durum, spermin
mitokondri ve plazma membranlarinin yapilarinin bozulmasina, kromozom ve DNA
fragmentasyonuna yol acar, motilitesini, canlihdini (Amidi vd 2016) ve fertilizasyon
potansiyelini azaltir (Bahmyari vd 2020). Spermin %50’ye varan kismi dondurulup
¢bzduruldukten sonra canliligini kaybeder (Gangwar vd 2016, Lv vd 2019a).
Kriyoprezervasyon isleminde, motilitenin en fazla etkilenen parametre oldugu
bildirilmistir (Sharma vd 2015).

Dondurma-¢ozdirme iglemi sirasinda hicre hasarinin baglica nedenlerinden
birisi de, hlcre igi buz kristallerinin olusumudur. Hedef, kriyoprezervasyon sirasinda
farkli KPA’lar ile toplam ¢6zinen konsantrasyonunu ve hucresel dehidrasyon
derecesini artirmak ve sogutma veya isinma hizini degistirerek buz kristali olusumunun
miktarini azaltmaktir. Ayrica, hicresel dehidrasyonun bir yandan da ozmotik soka

sebep oldugu bilinmektedir (Kopeika vd 2015).

Sonug olarak, spermin dondurma-¢oézdirme islemi sirasinda olusan OS ve
ozmotik stres, sperm membran lipid ve protein kompozisyonunu degistirir, motiliteyi,
canlihgi, akrozom ve membran batinliguni azaltir ve sperm DNA’sina ve mitokondriye

zarar verir. Ayrica, dondurma-gdzdurme islemleri, lipid membranlarin yeniden



duzenlenmesine yol acar, bu da dondurulmus-¢ézdirtilmis spermde kapasitasyona
benzer dedisikliklerin baslatimasindan sorumlu olan membran akiskanliginin
artmasina ve hicre igi kalsiyumun miktarinin ylkselmesine neden olur.
Kriyoprezervasyon sirasinda sperm yapisinda ve fonksiyonundaki degisiklikler, ayni
zamanda, lipidler, DNA ve proteinlerde reaksiyonlara sebep oldugundan, hicresel
hasarlarin artmasina neden olan ROS Uretimine de yol acar. Sperm membraninin
PUFA bakimindan zengin yapisi, LPO ve sekonder metabolitlerin olusmasi nedeniyle

OS’nin zararl etkilerine karsi oldukg¢a duyarlidir (Lone vd 2019).

Kriyoprotektanlarin Etkileri

Seminal plazma ve sperm, yuksek oranda dogal antioksidan kapasitesine
sahiptir (Zarepourfard vd 2019). Tipik olarak seminal plazma, hem enzimatik hem de
enzimatik olmayan antioksidanlar icerir (Al-Mutary 2021, Mustofa vd 2021). Bununla
birlikte, OS’ye karsi koruyucu etkileri, saklamadan ©6nce sulandiricida semen
seyreltmesini takiben onemli dlgude zayiflar (Al-Mutary 2021). Seminal plazma ve
sperm, enzimatik antioksidanlar; stperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
rediktaz (GR) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) (Dhillon vd 2020, Peris-Frau vd 2020,
Mustofa vd 2021) ve enzimatik olmayan antioksidanlar; glutatyon (GSH), dusuk
molekiler agirlikh antioksidanlar (askorbat, a-tokoferol ve [-karoten), transferrin,
laktoferrin ve seruloplazmin (Zamiri 2020), piruvat, Urat, taurin, hipotaurin (Peris-Frau
vd 2020) ve albimin gibi ROS’u temizleyen ve olasi hicresel hasari énleyen bir dizi

koruyucu antioksidanlari igerir (Collodel vd 2011, Moretti vd 2012).

Genel olarak, kriyoprezervasyon prosedurleri sperm hicrelerine zarar verse de,
bu hasarin derecesi spermlerin direncine baghdir ve turler arasinda degisiklikler
gosterir (Yeste 2016). Sperm boyutu, sekli ve lipid-protein bilesimi agisindan turler
arasindaki farkhliklar, kriyoprezervasyon igleminin tim tdrler arasinda esit derecede
verimli olmadigini goésterir (Peris-Frau vd 2020). Turler arasinda, spermin plazma
membran bilesimindeki farkhliklar nedeniyle, kriyoprezervasyon surecine dayanabilme
kabiliyetlerinde de farkliliklar vardir. Bu nedenle, kriyoprezervasyon isleminde evrensel
bir protokol yoktur ve her bir tir, hatta irk igin sperm kriyoprezervasyon protokolinde
sulandirici bilesimi, KPA’lar ve KPA seviyelerinin ayarlanmasi gereklidir (Moce ve
Vicente 2009). Sperm kriyotoleransi ile ¢dzdurlilme sonrasi sperm kalitesi, donma
ortamina eklenen KPA’lar, antioksidanlar ve diger bilesenlerin tlrinden ve bunlarin

konsantrasyonundan etkilenebilir (Peris-Frau vd 2020).



Kriyoprezervasyon sonucu olusan kriyohasarlari en aza indirmek amaciyla farkli
KPA'lar kullaniimaktadir. KPA’lar, disik molekiler agirlikli ve spermi buz kristallesmesi
ile donma hasarindan korumaya hizmet eden yuksek o6lglide gegirgen kimyasallardir
(Said vd 2010, Said ve Agarwal 2012). Maddenin donma noktasini digtrerek, érnegin
likit fazindaki tuz ve ¢6zilmis madde miktarini ve sperm iginde buz kristallerinin
olusumunu azaltarak etki gosterirler (Said vd 2010). KPA’lar, spermler Uzerinde OS ile
indUklenen kriyohasarlarin 6nlenmesinde antioksidanlar olarak 6nemli rol oynarlar
(Bansal ve Bilaspuri 2011, Said ve Agarwal 2012).

OS'yi nétralize etmek icin farkli antioksidanlar (enzimatik ve enzimatik olmayan)
arastirilmistir. Son zamanlarda, Amidi ve ark. (2016) kriyoprezervasyon sirasinda E
vitamini, GSH, SOD, CAT, C vitamini, L-sistein, ergotionin, melatonin, selenyum,
genistein, resveratrol (RSV), kuersetin (QUE), biberiye ve Rhodiola sacra sulu
ekstraktlari gibi dogal bitkilerin insan ve hayvan spermlerinin kalitesi Gzerinde etkinligini
gbzden gecirmistir. ROS Uretimine karsi antioksidanlarin insan, teke, kog, boga, képek
ve domuz sperm kalitesi Uzerinde koruyucu etkisini bildirmiglerdir (Amidi vd 2016,
Bahmyari vd 2020).

Antioksidan olan hipotaurin ve sisteamin, Ankara teke sperminin dondurulup
¢dzdlrtlmesinden sonra ROS olusumunu etkilemeden ve antioksidan kapasitesini
yukseltmeden sperm motilitesini, morfolojisini ve fonksiyonel membran butinlGgind
iyilestirmistir (Bucak vd 2009a). %5 gliserol veya dimetil sulfoksit (DMSO) varliginda
batillenmis hidroksianisol (BHA), Mahabadi tekelerinde Ureme mevsimi boyunca
¢6zllme sonrasi daha iyi sperm kalitesi ile sonuglanmistir (Rahmatzadeh vd 2017).
Piridoksin’in tek basina veya E vitamini, C vitamini ve melatonin ile &zel
kombinasyonlar halinde, Bati Afrika clice tekelerinde kriyoprezerve edilmis spermlerin

canlihgini iyilestirdigi ve OS parametrelerini azalttigi belirtiimistir (Daramola vd 2017a).

Bitkiler tarafindan sentezlenen dusuk molekll agirlikh biyoaktif polifenoller,
flavonoidler olarak tanimlanir (Deveogdlu ve Karadag 2011, Tanwar ve Modgil 2012).
Flavonoidler, meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, kabuklarda, koklerde, saplarda,
ciceklerde, gcay ve sarapta (Kahraman vd 2002, Moretti vd 2012, Zhandi vd 2017) yani
bitkisel gidalarda bol miktarda ve yaygin olarak bulunan maddelerdir (Kahraman vd
2002). Flavonoidler; temel olarak 6 sinifa ayrilmaktadir; flavonlar, flavanonlar,
flavonoller, flavanoller (Zzhandi vd 2017, Ye vd 2020), izoflavonlar, antosiyanidinler
(Capanoglu ve Boyacioglu 2009, Ating ve Kalkan 2018). Flavonoidlerin birgok

arastirmada antioksidan, antihipertansif, antimutajenik, antiproliferatif, antitimor,


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/cryoprotectant

antiinflamatuar (Ating ve Kalkan 2018, Wang vd 2019), antimikrobiyal (antibakteriyel,
antifungal, antiviral) (Deveoglu ve Karadag 2011, Rashid vd 2019), hepatoprotektif,
antidiyabetik (Tanwar ve Modgil 2012), bagisiklik uyarici, antiapoptotik (Ye vd 2020),
antialerjik aktivitelere sahip oldugu bildiriimistir (Deveoglu ve Karadag 2011). Hemen
hemen her flavonoid grubunun en iyi tanimlanan &zelligi, antioksidan goérevi gérme
kapasiteleridir. Flavonlar ve katesinler, vicudu ROS’a karsi korumak icin en gugli
flavonoidlerdir (Tanwar ve Modgil 2012). Cesitli bitki ekstraktlari flavonoidler, tanenler,
kumarinler, kurkumanoidler, ksantonlar, fenolikler, lignanlar ve terpenoidler gibi
antioksidan bilesikler icerir. Spermin dondurma-¢dézdirrme surecinde bitkisel
ekstraktlarin dogal antioksidanlar olarak kullaniimasinin sperm kalitesi tizerinde olumlu
etkileri oldugunu gdsteren bircok calisma bulunmaktadir (Vahedi vd 2018). Spermin
islenmesi sirasinda asirt ROS uretiminin etkisini azaltmak ve dondurma ortaminin
antioksidan kapasitesini artirmak igin antioksidan aktiviteye sahip dogal maddeler ilave
edilebilmektedir (Greifova vd 2017).

Birgok galisma, farkli dogal bitkilerin antioksidan 6zelliklerini ortaya koymustur.
Tekelerde, bitkilerden ekstrakte edilen antioksidanlarin dondurma sulandiricisina
eklenmesinin, kriyoprezervasyon sirasinda spermleri OS’den korudugu rapor edilmistir
(Ren vd 2019). Ayrica, biberiye (Rosmarinus officinalis), rezene (Foeniculum vulgare),
rhodiola sacra (Rhodiola rosea L.) ve sardunya (Pelargonium graveolens)
ekstraktlarinin sperm kalitesini artirdigi, LPO’yu azalttigi ve in vitro fertilizasyon
parametrelerini iyilestirdigi gdsterilmistir (Luno vd 2015). Tris sulandiricisina %4
seviyesinde biberiye sulu ekstraktinin eklenmesi, Kurdi tekelerinde ¢dzdiurme sonrasi
sperm kalitesini iyilegtirmistir (Zanganeh vd 2013). Tris-sitrik asit sulandiriciya %20
konsantrasyonda avokado gekirdedi ekstresi eklenmesi, Bati Afrika clce tekelerinde
sperm motilite, canhlik, plazma ve akrozomal membran batunligu ile OS indekslerini
iyilestirmistir (Olamitibo vd 2016). %3 su yoncasi ekstrakti ile yumurta sarisi-yagsiz sit
sulandirict ilavesi, tekelerdeki sperm anormalligi Uzerinde higbir etki olmaksizin
¢bzdurme sonrasi motilite, canlilik ve plazma membran buttnluginde (%8-15) iyilesme
ile sonuclanmigtir (Wahjuningsih vd 2019a). %6 konsantrasyonda Tris-yumurta sarisi
sulandiricisina eklenen incir meyvesinin (Ficus carica L) ekstrakti, 5°C’de depolanan
teke sperminin kalitesindeki digsusu azaltmistir (Zaenuri vd 2014). Daramola ve ark.
(2016), dondurulmug Bati Afrika clce teke spermi Uzerinde Tris-yumurta sarisi
sulandiricilarinda portakal (Citrus sinensis), salatalik (Cucumis sativus) ve ananas
(Ananas comosus) sularinin ve bunlarin kombinasyonlarinin etkilerini incelemiglerdir.
Bulgulari, %10 oraninda portakal ve ananas ile desteklenen sulandiricilarin, ¢ézdirme

sonrasi motiliteyi, akrozomal ve membran butinligind surekli olarak iyilestirdigini ve



bu meyvelerin belirli bir kombinasyonunu icermeyen kontrol sulandiricisina goére sperm

anormalligini azalttigini gostermistir (Daramola vd 2016).

Nepeta L., Lamiaceae familyasinin en buyuk cinsidir (Sharma vd 2021). Bu
cinsin, ¢cogu aromatik olan yaklasik 300 turd bulunmaktadir (Agar vd 2011). Dinya
genelinde yayilis gosteren bu cins, genellikle gok yillik bitkileri igerir (Sariktrkgu vd
2019). Endemizm orani %50 olan Nepeta (Lamiaceae) cinsi (Agar vd 2011, Acimovic
vd 2020) Turkiye’de 19'u endemik olmak Uzere toplam 50 takson ve 39 tur ile temsil
edilmektedir (Yiimaz vd 2020). Nepeta tirleri; antioksidan (Azizian vd 2021),
antikanser, antiparazit (Ashrafi vd 2020), antibakteriyel, antiinflamatuar (Kaska vd
2019, Sitarek vd 2020), antiplatelet, antianjiyogenez (Al-Sheddi vd 2018),
antimikrobiyal, antiviral (Sharma ve Cannoo 2013, Afshar vd 2017), antifungal,
insektisit (Stintar vd 2018, Sharma vd 2021), sitotoksik, fitotoksik (Formisano vd 2011),
genotoksik, antitumor, larvisit, analjezik, antidepresan, antikonvilsan gibi ¢cok sayida
biyolojik aktiviteye sahiptir (Stntar vd 2018, Akdeniz vd 2020). Nepeta italica subsp.
cadmea (Boiss.) A. L. Budantsev, Nepeta cinsinin endemik turlerinden biridir ve
Tarkiye’nin Bati, Glney ve Guneybati Anadolu bdlgelerinde yayilis gdstermektedir
(Dirmenci 2003). Nepeta italica subsp. cadmea’nin hidroetanolik ekstraktinin total
flavonoid igerigi 60.89+1.30 mgQEs/g olarak tespit edilmistir ve nepetalakton
bakimindan oldukga zengindir (Kaska vd 2019).

1.1. Amag¢

Ureme biyolojisinde, bitkisel igeriklerin, spermler Uzerindeki kriyoprotektif
etkilerinin arastinldig1 ¢alismalar, dondurma-¢ézdirme sonrasi spermlerde meydana
gelen kriyohasarlari KPA’lar olarak en aza indirgeme potansiyeline sahip
olabileceklerini gdstermektedir. Bu c¢alismanin amaci, farkh konsantrasyonlarindaki
antioksidan ve flavonoidler iceren Nepeta italica subsp. cadmea ekstraktinin, teke
sperm kriyoprezervasyonu sonrasi, sperm kriyohasarlari Uzerinde beklenen olasi

iyilestirici etkilerini asagidaki parametrelere dayandirarak degerlendirmektir.

1. Sperm motilitesi
2. Sperm akrozomal membran butinligd

3. DNA fragmentasyonu ve istatistiksel analizleri



Sonug olarak, bu galismada, yukarida belirtilen parametrelerin analizlerinin
sonucunda elde edilecek veriler degerlendirilerek, bitki esansiyel yaginin hangi
dozunun bu parametreler Uzerinde olasi daha iyi kriyoprotektif etkisinin olup olmadigi

belirlenecektir.



2. KURAMSAL BIiLGIiLER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon, hucrelerin ve dokularin ¢ok disik sicaklikta sogutularak,
butun biyolojik aktivitelerinin durdurulmasi, minimum hasar ve fonksiyon kaybi
olmaksizin gelecekte kullaniimasi amaciyla uzun sure saklanmasini ifade eder (Tunal
2014, Yeni vd 2017). Kriyoprezervasyon, hlcre yapisi Uzerinde zararl etkilere neden
olmasina ragmen sifir sicakliklarda spermin canlihgini, minimum hasari ve iglevselligini

korumay! amaclamaktadir (Grétter vd 2019).

Sperm kriyoprezervasyonu, ilk olarak Lazaro Spallanzani'nin 1776'da yaptigi
arastirmasinda spermi karda sogutarak korumaya c¢alisti§i (Hezavehei vd 2018, Grotter
vd 2019) ve dondurulan spermlerin ¢ozdurildikten sonra motilitelerini az da olsa
koruyabildiklerini gézlemlemesi sonrasi gelismeye baslamistir (Tunali 2014). 1949'da
Polge ve ark. tarafindan gliseroliin KPA 6zelliklerinin kesfi ile dnemli bilimsel ilerlemeler
kaydedilmistir (Hezavehei vd 2018). Gegirgen bir kriyoprotektif ajan olarak gliserolin
kesfinden ve daha sonra 1959da Lovelock ve Bishop tarafindan DMSO’nun

bulunmasindan sonra birgcok farkli hicre dondurularak saklanmistir (Sieme vd 2016).

1949'da Polge ve ark. gliserolin kanatli spermasi Uzerindeki kriyoprotektif
etkisini dogrulamiglardir. Bu bulgudan esinlenerek, gliseroliin teke spermasi Gzerindeki
etkileri ilk olarak 1950'lerde degerlendirilmistir. Spermlerin %50’ye varan kismi
dondurup ¢ézdurildikten sonra canliigini kaybeder. Dondurma-¢dzdirme sirasinda
spermatozoa, buz kristallerinin olusumu, soguk soku, kimyasal toksisite, ozmotik stres
ve OS gibi cesitli stres turleriyle yluzlesmek zorundadir. Bu stresler dncelikle plazma
membranini etkiler ve sonug olarak fertilizasyon oraninin digsmesine yol agar (Lv vd
2019a).



Kriyoprezervasyon sirasinda ozmotik stres agirlikli olarak hucre disi buz
kristallerinin  olugsmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica, kriyoprotektif ajanlarin
eklenmesi ve c¢ikarilmasi da hudcreleri ozmotik strese maruz birakir (Sieme vd 2015,
Najafi vd 2019). OS, zayif sperm fonksiyonunun etiyolojisinde 6nemli bir faktordur,
morfolojik degisikliklere ve DNA, membranlar ve proteinlerde oksidatif hasara neden
olur. Ayrica, fazla ROS ve serbest radikal olusumu, infertil erkeklerin seminal
plazmasinda ve sperminde siklikla tespit edilmistir (Moretti vd 2012). OS, ROS’un
Uretimi arttiginda veya spermin antioksidan savunmalari azaldiginda meydana gelen
dengesizlik sonucu olusur (Avdatek vd 2018, Najafi vd 2019). Dondurma-¢ézdirme
suregleri, sperm membraninda OS’ye neden olarak, sperm yapisinda geri doénusu
olmayan hasara ve ayrica membran akiskanhginda ve enzimatik aktivitede
degisikliklere neden olur. Bu degisiklikler sadece spermin motilitesini, canhligini ve
fertilizasyon yetenegini bozmakla kalmaz, ayni zamanda DNA hasarini da artirir (Alcay
vd 2016).

Sperm kriyoprezervasyon islemi infertilite calismalarinda faydal bir teknik
olmakla birlikte, hucrelerde morfoloji, motilite, canlihk ve DNA butinligl dahil olmak
Uzere hicre dizeyinde olusturdugu hasarlarla, spermin ¢ézilme sonrasi kalitesini
olumsuz etkiler (Zribi vd 2012). Bu hasarlar, ¢ézilme sonrasi sperm kalitesinde en az
%50 kadar dusluse yol acar (Amidi vd 2016, Banday vd 2017). Teke spermi plazma
membrani, diger gevis getiren hayvanlara kiyasla, fosfolipidler bakimindan zengin
PUFA igerigine sahiptir (Ren vd 2019, Falchi vd 2020, Wahjuningsih vd 2021b).
Dolayisiyla, ROS miktari ile spermin dogal antioksidan aktivitesi arasindaki dengesizlik
nedeniyle OS’ye ve o6zellikle ROS tarafindan meydana gelen LPO’ya karsl oldukg¢a
hassastir (Al-Mutary 2021). Kriyoprezervasyon isleminde LPQO’ya yatkinlik nedeniyle,
teke spermine zarar verebilecek yuksek bir OS, toksik yad asidi peroksitlerinin

birikmesine yol acar (Ren vd 2019).

Tipik seminal plazma ve sperm, ROS'u temizleyen ve olasi hilicresel hasari
onleyen, CAT, SOD, GSH-Px gibi gesitli enzimatik antioksidanlar ve GSH, E vitamini, C
vitamini, Urat ve albimin gibi enzimatik olmayan antioksidanlar igerir (Moretti vd 2012,
Najafi vd 2019). Hem enzimatik hem de enzimatik olmayan antioksidanlarin OS’ye
karsi koruyucu etkileri, saklamadan o6nce sulandiricida semen seyreltiimesini takiben
onemli dlgide azalir (Al-Mutary 2021). Semen bir antioksidan sisteme sahip olmasina
ragmen, bu sistemin aktivitesi LPO’nun yogunlugunu artiran kriyoprezervasyon
isleminden etkilenir. Bu nedenle, dogal antioksidanlar, dondurma-¢ézdirme islemi

sirasinda sperm hiicrelerinde LPO’yu dnlemede yetersiz kalmaktadir. Bundan dolayi,
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sulandiriciya antioksidanlarin eklenmesi olumlu sonuglar ortaya ¢ikartir (Mehdipour vd
2020). Sonug olarak, ROS dengesini korumak ve saklama sirasinda spermleri OS’den
korumak icin, dondurmadan Once semen sulandiricilarina eksojen antioksidanlarin
eklenmesi gerekmektedir (Seifi-Jamadi vd 2016, Zhu vd 2017, Al-Mutary 2021).
Dondurma ortaminin gesitli antioksidanlar (E vitamini benzeri, glutatyon, L-sistein,
melatonin, L-karnitin, taurin, hipotaurin, CAT, SOD, kolesterol yukli siklodekstrinler) ile
desteklenmesi sperm motilitesini, canhligini, DNA bGtinlGgunu iyilestirir, akrozomal

membran butlnligind korur ve LPO’yu ve ROS lretimini azaltir (Hezavehei vd 2018).

Kriyoprezervasyon isleminde kriyoprotektanlarin kullaniimasina yoénelik ¢ok
farkli maddelerle yapilan bircok calisma bulunmaktadir. Tekelerde, Tris-sitrik asit
sulandiricisina arbutin eklenmesinin, motiliteyi, akrozomal membran bUutinligini ve
membran akigkanhdini olumlu yonde etkileyerek kriyoprezerve teke sperm kalitesini
iyilestirdigi belirlenmistir (Aboagla ve Maeda 2011). Motilite, membran ve DNA
batinliglu gibi spermatolojik parametrelerinin  timu, sisteamin ve butillenmis
hidroksitoluen (BHT) eklenmesinin ardindan artmistir (Algay vd 2016). Yousefian ve
ark. (2018), sulandiriciya koenzim Q;, eklenmesinden sonra ¢dzulen spermde motilite
ve canlilik agisindan olumlu etkiler bildirmistir. Fulvik asitlerin ise motiliteyi ve membran

bUtinlGgunG artirdigi gézlenmistir (Xiao vd 2018).

Spermlerin sekil, hacim, organellerin boyutu ve bilesiminde farkliliklar oldugu
icin kriyoprezervasyon protokolleri tlrler arasinda farkliik gdsterir (Barbas ve
Mascarenhalar 2009). Bu islem, minimal sitotoksik etkileri olan kriyoprotektif ajanlarin
kullanimini gerektirmekle birlikte, maksimum canlilik igin belirli bir sogutma hizini da
gerektirir (Sieme vd 2016). Dondurma hizina goére, sperm kriyoprezervasyon teknikleri
iki ana kategoriye ayrilir: yavas dondurma (geleneksel) ve hizli dondurma (vitrifikasyon)
(Said vd 2010, Rosato ve laffaldano 2013).

Kriyoprezervasyon, hizli dondurma ve yavas dondurma yontemleri kullanilarak
ya da programlanabilir bir dondurucu ile yapilabilmektedir. Bu yontemlerde, sperm
hicrelerinde buz kristallerinin olusumunu 6nlemek icin islenmis bir semen 6rnegine
duguk molekuler agirlikhi bir KPA eklenir. Bu kimyasallar ozmotik basinci ve ph'yi
optimize eder, spermlere hucre disi enerji saglar ve bakteriyel kontaminasyonu
engeller (Sharma vd 2015).



11

2.2. Kriyoprotektanlar

Kriyoprezervasyon hasarlarini en aza indirmek icin kriyoprotektif ajanlar
kullanilir, ancak ¢ok ylksek konsantrasyonlarda kullanimi hicreler igin toksik etki
yaratir (Sieme vd 2016). Hlcreyi kriyoprezervasyon sirecinde c¢esitli kriyohasarlara
karsl korumak i¢in sulandirici ortamina eklenen KPA'lar (Saraswat vd 2013, Allai vd
2018), bir maddenin donma noktasi ile (sivi fazinda bulunan tuz ve ¢oziciu miktarini
azaltarak) sperm iginde buz olusumunu azaltarak etki gosterir (Said vd 2010).
C6zdlrme sonrasi hicre sagkalimini en Ust diizeye ¢ikarmak icin, yeterli bir sogutma
hizi saglamak, boylece kriyoprezervasyonun meydana geldigi sulu ¢ozeltilerin fiziksel-
kimyasal davranisini degistirmek gerekir. Bu nedenle, dondurucu ortama kriyoprotektif
ajanlar eklenir. Temel islev, belirli bir ¢dzeltinin sivi halde kaldigi minimum sicakhgin
azaltiimasidir (Grotter vd 2019).

KPA'lar, plazma membranina diffiz etme kapasitelerine goére iki sinifa

ayrilmaktadir (Saraswat vd 2013);

internal kriyoprotektanlar (gecirgen kriyoprotektanlar): Bunlar, Gliserol, DMSO,

etilen glikol, metanol ve propilen glikoldir (Saraswat vd 2013, Gangwar vd 2016, Xin vd
2017, Li vd 2019). Gegirgen kriyoprotektif ajanlar genellikle kig¢ik iyonik olmayan
molekdllerdir. En yaygin olarak kullanilan hicre membranini gegen kriyoprotektif
ajanlar DMSO ve gliseroldir (Sieme vd 2016). Hlcre igindeki viskoziteyi artirirlar,
bdylece su molekullerinin buz kristalleri olugturmasini énlerler (Xin vd 2017). Membran
lipid ve proteinlerinin yeniden dizenlenmesine neden olarak membran akigskanhgdinin
artmasina, dusuk sicakliklarda daha fazla dehidrasyona, hiicre i¢i buz olusumunun
azalmasina ve kriyoprezervasyona kadar hayatta kalmanin artmasina neden olur. Ek
olarak, bu KPA'lar, kriyoprezervasyon ortaminda sekerleri ve tuzlari ¢ozen ¢oziculerdir

(Barbas ve Mascarenhalar 2009).

Eksternal kriyoprotektanlar (gecirgen olmayan kriyoprotektanlar): Yumurta

sarisi, fruktoz, laktoz, mannoz, rafinoz ve trehaloz (Saraswat vd 2013), sukroz,
albuminler, dekstran, hidroksietil ve polietilen glikollerdir (Xin vd 2017, Li vd 2019). Bu
KPA'lar, kristallesme ve yeniden kristal olusma durumu gibi dondurma-¢ézdirme
olaylarinin neden oldugu hucresel hasari 6nler (Xin vd 2017). Ayrica, bunlar plazma
membranini gegemez ve yalnizca hicre disi olarak etki ederler. Bu nedenle, gegirgen

olmayan kriyoprotektanlar, ortamin donma sicakhgini digtren ve hucre disi buz
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olusumunu azaltan bir ¢6zinen madde olarak hareket ederler (Barbas ve
Mascarenhalar 2009) (Tablo 2.1).
Tablo 2.1 Kriyoprotektif ajanlar (Elliott vd 2017)
Alkoller ve Sekerler ve Polimerler Siilfoksitler ve Aminler
Turevleri Seker Alkolleri Amidler
Metanol Glikoz Polietilen glikol Dimetil sulfoksit Prolin
Etanol Galaktoz Polivinil pirolidon Asetamid Glutamin
Gliserol Laktoz Dekstranlar Formamid Betain
Propilen glikol Sukroz Fikol Dimetil asetamid
Etilen glikol Trehaloz Hidroksiletil

Rafinoz Serum proteinleri

Mannitol St proteinleri

Sorbitol Peptonlar

2.3. Kriyoperzervasyon Sirasinda Oksidatif Stresin Sperm Kalitesi Uzerine

Etkileri

Seminal plazmanin antioksidan kapasitesini asan kontrolsiz ROS uretimi,

sperm igin zararl olan OS’ye yol agar. Lipidler, proteinler, nikleik asitler ve sekerler

dahil tim hucresel bilesenler OS’nin potansiyel hedefleridir (Bansal ve Bilaspuri 2011)

(Sekil 2.1).
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Sekil 2.1 Reaktif oksijen turevlerinin kaynaklari (Agarwal ve Majzoub 2017)

Sinirh miktarda, H,0,, O? ve OH gibi ROS dretimi (Amidi vd 2016), sperm
kapasitasyonu, hiperaktivasyon akrozom reaksiyonu, zona pelusidaya baglanma ve
orta parcadaki mitokondriyal kapsulun stabilizasyonu gibi spermin normal fizyolojik
fonksiyonlari ile iligkilidir (Bansal ve Bilaspuri 2011, Amidi vd 2016, Mehdipour vd
2016).

Tipik olarak seminal plazma hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
antioksidanlar  igerir.  Bununla  birlikte, OS’ye kargsi  koruyucu etkileri,
kriyoprezervasyondan o6nce semenin sulandiricilarla seyreltimesi sonucu 6énemli
Olclde zayiflar. Ayrica, yliksek PUFA seviyeleri ve spermin dogal antioksidan aktivitesi
ile ROS seviyeleri arasindaki dengesizlik nedeniyle, spermin plazma membrani OS’ye
ve Ozellikle ROS tarafindan LPQO’ya karsi olduk¢a hassas hale gelir (Al-Mutary vd
2021).

Sperm kriyoprezervasyonu sirasinda ROS Uretimi arttid1 igin, plazma
membranindaki PUFA’larin LPO’su olur ve sonucgta o6zellkle MDA gibi sitotoksik
sekonder drlnler ortaya ¢ikar. Bdylece ROS ile antioksidan aktiviteler arasindaki denge
ortadan kalkar (Mehdipour vd 2016). Bu durum, yiksek ROS konsantrasyonlarina
maruz kalma, mitokondriyal ve plazma membranlarinin bozulmasina, kromozomal ve

DNA fragmentasyonuna neden olmakla birlikte sperm motilitesinde ve canliiginda
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azalmaya yol agar. ROS varlidi ile sperm antioksidan aktivitesi arasindaki dengesizlik,
sperm kriyohasarinin ana nedenidir (Amidi vd 2016). Bununla beraber, fertilizasyon
bozulur, implantasyon ve gebelik engellenir, bolinme orani en aza indirgenir, embriyo
kalitesini duser ve blastosist olusumu gerceklesmez (Al-Mutary vd 2021) (Sekil 2.2).
Sonug olarak, ROS varligi ile sperm antioksidan aktivitesi arasindaki dengesizlik,

sperm kriyohasarinin ana nedeni oldugu soylenebilir (Amidi vd 2016).

. Ty - e
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v DMA hasar vo
Kriyoprezervasyon sirasinda ’ Blastosist olusumu
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Akrozom yaralanmasi

Sekil 2.2 Kriyoprezervasyon islemi sirasinda oksidatif stresin sperm kalitesi Uzerine
etkileri (Al-Mutary vd 2021)

2.4. Dondurma-Goézdiirme Sirasinda Kriyohasarlarin Prensipleri

Kriyoprezervasyon, hicre yapisi Uzerinde zararli etkilere neden olmasina
ragmen sifir sicakliklarda sperm canliligini ve islevselligini korumayi amaglamaktadir.
1972°de “iki faktor hipotezi” kavrami ileri surGimuUgstir. Belirtilen hipoteze gore,
kriyoprezervasyon sirasinda hucresel hasarin iki farkli mekanizma yoluyla gercgeklestigi
belirtiimektedir: 1) buz kristallerinin olusumu, 2) hucresel dehidratasyon veya ozmotik

stres. Bu faktorlerin her ikisinde de sogutma hizi 6nemlidir (Groétter vd 2019).

Spermler, sicaklik dedisimlerine oldukga hassastir (Aka vd 2017). Sogutma hizi,

spermdeki kriyohasarin derecesini belirlemede 6nemli bir rol oynar (Said vd 2010).
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Dondurma-¢ézdirme prosedurlerinde temel sorun, diastk sicakliklarda hicre igi ve
hiucre digi suyun faz degisimi ile iligkili olan kriyohasardir (Yeste 2016). Bununla
birlikte, disuk sicakliklardan ziyade, dondurma ve ¢6zdirme sirasinda hucreler igin
temel zorluk, sivi azot sicakliginda depolama siresine direnme yetenekleri degil, -15°C
ila -60°C arasindaki bir ara sicaklik araliginin zararidir (Yeste 2016, Grotter vd 2019).
Hicreler ve hicre disi ortam, donmamis halde kalir. -5°C ile -15°C arasindaki
sicakliklarda, ¢cevre ortamda buz olusur, ancak hicre ici icerikler donmamis ama asiri
sogutulmus olarak kalir. Suyun kimyasal potansiyeli, asiri sogutulmus (hicre ici)
donmus (hicre disi) durumdan daha yiksek oldugu icin, su hiicre disina c¢ikar ve
disarida donar. Sogutma hizi bundan sonra ne olacagini belirler. Sicaklik -5°C’ye
dusuruldiginde, cevre ortamda buz olusur ve su hlcreden disari ¢ikar (Yeste 2016)
(Sekil 2.3).

-30 °C

)
i

i

Dustk el

29 °C sogutma
-10°C h|z| Dptlmum
Sngutma
5°C de
buz olusumu Yilksek
Su cikislar ofutma hizi

Buz kristalleri @

Sekil 2.3 Kriyoprezervasyon iglemi sirasinda hicrede meydana gelen fiziksel olaylar
(Grotter vd 2019).

Kriyoprezervasyon iglemi sirasinda sogutma hizi ¢ok ylksek olursa intraselller
sivinin difuzyonu yeterli olamayacag! icin hucre icinden su tamamen ¢ikamaz ve
sitoplazmada buz kristallerinin olusmasi sonucunda kriyohasar olusur (Yeste 2016, Aka
vd 2017, Groétter vd 2019). Hizh sogutmada, ¢ok hizl bir sekilde buz kristalleri olusur
ve yavas sogutma yontemine gore olugsan buz kristallerinin boyutu daha kuguktur (Aka

vd 2017). Hucre ici buz olusumu sadece sogutma hizina ve sicakhida degil, ayni
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zamanda KPA konsantrasyonuna da bagl oldugundan, bu ajanlarin kullanimi bu
olusumu hafifletebilir (Yeste 2016). Yavas sogutmada hicre digi buz kristalleri buyuk
boyutlu ve ¢cok miktarda olur (Aka vd 2017). Sogutma hizi ¢ok yavasgsa, hlcre i¢i buz
kristalleri olusumu olmaz, suyun ¢ogu disari ¢ikar, dehidratasyon asiri olur (Yeste
2016, Grotter vd 2019) ve hucresel dehidratasyon ve ozmolarite degigikliklerine bagh
hicre hasari ve 8limu gergeklesebilir (Aka vd 2017). Ortaya cikan hipertonik stres,
elektrolit dengesini degistirebilir ve bdylece, hicrelerin normal izotonik hacminin
Otesinde sismesine ve daha sonra ¢ozlilme Uzerine lize olmasina neden olabilir (Yeste
2016). Spermler, yavas dondurma yontemi sonrasi hizli ¢ézdurulirse, hicre icine hizlh
difizyon sonucu, 6édem ve ozmotik sok olusur, bdylelikle lize ugrayabilirler (Aka vd
2017).

Hucre canlihginin korunmasinda, sogutma isleminin optimum stirede yapilmasi
kritik 6nem tasir (Aka vd 2017). Optimal sogutma hizlari, hicre ici buz olusumunu
Onleyecek kadar dusuk, ancak ¢dzlnen konsantrasyon ve hacim bluzulmesinden dolayi
kriyoyahasarlari en aza indirecek kadar ylksektir (Yeste 2016). Sperm motilitesi,
plazma membran butinlidd ve mitokondriyal fonksiyon sogutma hizlariyla ters
orantihdir, bu da ¢ok hizli veya ¢ok yavas sogutma hizlarinin bu parametrelerin

bozulmasina neden olabilecegini gdsterir (Said vd 2010).

Kriyoprezervasyon sonrasi hucrenin hayatta kalmasini, sadece donma
sirasinda degil, ayni zamanda ¢o6zulme slresince de olugabilen kriyohasarlar
etkilemektedir. Dusuk ¢ozulme hizlar yeniden kristallesmeyle sonuclanirken, KPA’lar
hicreden yeterince hizli ayrilamaz ve bdylece, hicre igi yiksek oranlarda KPA
bulunmasi sonucu ozmotik stres artar. Sitoplazmada bu tir ozmotik artis hicre igine

suyun girmesine neden olur ve plazma membranini bozar (Yeste 2016).

2.5. Dondurma-Coézdiirme Siirecinde Ortaya Cikan Kriyohasarlar

Kriyohasarin arkasindaki mekanizma, ozmotik stres, soguk sok, hlcre i¢i buz
kristali olusumu, ROS’un asiri Uretimi, antioksidan savunma sistemlerinde degisiklik ve
bu kosullarin kombinasyonlari ile iligkilidir (Amidi vd 2016). Dondurma veya ¢ozdurme
islemi sirasinda spermler, hizli sicaklik degisiminden kaynaklanan streslere maruz
kalirlar. OS’nin, proteinler, lipidler ve DNA dahil olmak Uzere spermin hucresel
bilesenlerinde geri donlsU olmayan hasarlara neden olan ana stres oldugu bildirilmistir

(Zhu vd 2019). Kriyoprezervasyon isleminde, hem gecirgen hem de gegirgen olmayan
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KPA'lar kullanilsa bile, kag¢inilmaz olarak spermlerin canlihidi, akrozom butinlGgad,

motilitesi ve fertilizasyon yetenegi azalir (Yeste 2016) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Dondurma-¢cdézdirme prosedirlerinden kaynaklanan temel kriyohasarlar
(Yeste 2016).

1. Kriyoprezervasyondan etkilenen ilk vyapilardan biri sperm plazma
membranidir  (Peris-Frau vd 2020). Sperm kriyotoleransi, dogrudan plazma
membraninin bilesiminde yer alan PUFA’lar (kolesterol/fosfolipid orani) ile ilgilidir
(Yeste vd 2017). Sperm plazma membrani yiksek dizeyde doymamis fosfolipid ve
disuk seviyelerde kolesterol igerir. Ozellikle dusik kolesterol igerigi, spermin
dondurma-g¢dzdurme slrecine kargi direncini azaltir (Peris-Frau vd 2020). Sperm
plazma membrani, doymamis fosfolipidler agisindan zengindir, bu da onu soguk soka
karsi ¢ok hassas hale getirir. Sperm plazma membrani kolayca dengesizlesir ve iyon
kanallarinda degisikliklere neden olur. Boéylece, kalsiyum, bikarbonat ve ortam
bilesenlerinin gamete girmesine izin vererek segici gecirgenligini kolayca kaybeder
(Yeste vd 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/acrosome
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2. Homeostaz bozulur, proteinlerin ve mRNA’larin degradasyonuna neden olur.

3. Kriyoprezervasyon, ayrica nukleoproteinlerin (Protamin 1 ve Histon 1)

lokalizasyonunu degistirebilir.

4. Protaminlerin sistein kalintilari arasindaki disulfit kdprilerini bozabilir.

5. Sperm DNA hasari, kriyoprezervasyon sirasindaki OS ve mekanik
streslerden kaynaklanmaktadir (Peris-Frau vd 2020). Coéziulme sonrasi DNA
fragmentasyonu hemen goézlenmese de, dondurulmus-¢ézdirilmis spermler 37°C’de

en az 2-4 saat inkiibe edildiginde gizli hasar belirginlesir.

6. Dondurma-c¢ozdirme islemi mitokondriye zarar verir, aktivitelerini azaltir ve
sonug olarak sperm moatilitesini etkiler. Mitokondriyal hasar da ROS’un retimini artirir,
ancak bunun siddeti turlere goére degisir (Yeste vd 2017). OS mitokondriyal aktiviteyi
bozar. Kriyoprezerve edilmis spermin azalmis motilitesi, muhtemelen hem aksonem
protein hasarinin hem de enzim modifikasyonlari nedeniyle enerji kullanilabilirligindeki

degisikliklerin sonucu olarak ortaya gikar (Peris-Frau vd 2020).

2.6. Antioksidanlarin Kriyoprezevasyon Sulandiricisina Eklenmesi

Sperm  kriyoprezervasyonu, santrifijleme, sperm seyreltme, sogutma,
dondurma ve ¢dzdlirme gibi adimlardan olusur ve her bir asama, normal sperm
fonksiyonunu ve fertilizasyon potansiyelini bozan sperm hasarina neden olur. Spermin
sogutulmasi, dondurulmasi ve ¢ézdiridlmesi sirasinda ROS gibi asiri miktarda oksijen
metabolitlerinin olusumu hilicre hasarina ve apoptoza neden olabilir (Saraswat vd
2016).

Asiri miktarda ROS uretimi, savunma mekanizmalarinin kapasitesini asarsa
hicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzimlerinde hasarlar olusturur. ROS
hasarina karsi lipidler en hassas yapilardir. Yag asitlerindeki doymamig baglarla ROS
kolayca reaksiyona girer ve LPO’ya neden olurlar. PUFA’nin oksidatif hasari, kendi
kendine devam eden zincirleme bir reaksiyondur ve geri dénisimsiz olarak membran

hasarlarina neden olmaktadir (Omur 2015).



19

Spermi oksidatif hasardan koruyan seminal plazma ve sperm, gesitli
antioksidanlar ve antioksidan enzimler igerir. OS’yi azaltan ve sperm maotilitesini
iyilestiren antioksidanlar, erkek infertilitesinin tedavisinde kullanilabilir (Saraswat vd
2016). Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu OS’ye karsi ana savunma
faktorleridir (Amidi vd 2016).

Antioksidanlarin serbest oksijen radikallerine karsi etkileri siralanacak olursa;
zincir reaksiyonun baslamasini durdurmalari, baslayan radikal zincir reaksiyonunu
kirmalari, radikal olusumunun baslamasina engel olmalari, peroksitleri parcalamalari

ve lokal oksijen yogunlugunu azaltmalari seklindedir (Omar 2015).
Antioksidanlar (Sekil 2.5), fonksiyonlarina gére enzimatik ve enzimatik
olmayanlar olmak Uzere 2 grupta siniflandirilirlar (Amidi vd 2016, Saraswat vd 2016,

Kurt 2019).

Enzimatik antioksidanlar, viicutta sentezlenen (endojen) antioksidanlardir (Kurt

2019) ve hucreleri ROS’a kargli koruyan makromolekullerdir (Allai vd 2018). Ayni
zamanda dogal antioksidanlar olarak da bilinirler; fazla ROS'u nétralize eder ve
hicresel yapiya zarar vermesini engeller (Amidi vd 2016). Seminal plazma ve sperm,;
GSH-Px, GR, SOD ve CAT gibi enzimatik antioksidanlar icerir (Petruska vd 2014,
Omiir vd 2015, Allai vd 2018, Kurt 2019).

Enzimatik olmayan antioksidanlar, vicutta sentezlenemeyen eksojen olarak

alinan antioksidanlardir (Kurt 2019). Bu antioksidanlara sistein, ergotionin, metionin,
askorbik asit (C vitamini), a-tokoferol (E vitamini) (Allai vd 2018), indirgenmis GSH,
urat, meletonin, taurin, hipotaurin, karotenoidler (B3-karoten), ubikinonlar (Petruska vd
2014, Amidi vd 2016, Kurt 2019) ve selenyum, mangan, bakir, demir ve ¢inko gibi iz
elementler 6rnek verilebilir (Kurt 2019). Sentetik antioksidanlar veya diyet takviyeleri
olarak da bilinen enzimatik olmayan antioksidanlar, hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar
olmak Uzere ikiye ayrilir. indirgenmis GSH, oksitlenmis glutatyon, Urik asit, askorbik asit
(C vitamini), tiyoller, proteoglikanlar ve hiyaluronik asit gibi hidrofilik (suda ¢6zinar)
antioksidanlar protein, karbonhidrat ve nlkleer materyal oksidasyonuna ve LPO’ya
kargl koruma saglar. Diger yandan, esas olarak a-tokoferol (E vitamini), B-karoten (A
vitamini), flavonoidler, ubiquinol (Koenzim Qic), bilirubin ve melatonin’den olusan
lipofilik antioksidanlar lipitleri peroksidasyonun zincir reaksiyonlarindan korurlar.
Enzimatik olmayan antioksidanlarin islevi, LPO reaksiyonunda zincir baslangicini

inhibe etmek ve zincir ilerleme asamalarini kirmaktir (Saraswat vd 2016).
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Kriyoprezervasyon ortaminin antioksidanlarla desteklenmesi farkh tlrlerde
pozitif sonuglar ortaya koymustur. Ornegin; insanlarda, dondurma ortamina E
vitamini, hipotaurin ve Opuntia ficus- indica gibi dogal antioksidanlar eklemek, sperm
motilitesini artirmis ve ¢ézdlirme sonrasi DNA fragmentasyonunu azaltmistir (Yeste
2016). Kriyoprezervasyonu iyilestirmek ve ¢6zdirme sonrasi spermin kalitesini artirmak
icin antioksidanlarin uygulanmasi Uzerine kapsamli arastirmalar yapilmigtir. Hem
enzimatik antioksidanlar hem de enzimatik olmayan antioksidanlar asiri ROS’u
noétralize edebildigi ve hicresel yapiya zarar vermesini 6nledigi rapor edilmistir (Zhang
vd 2012).

Kriyoprezervasyon sulandiricilarina antioksidan olarak; RSV, GSH, QUE,
iyodiksanol, sisteamin, L-arginin, CAT, melatonin, sistein (Zhang vd 2012, Amidi vd
2016, Al-Mutary 2021), E vitamini (a-tokoferol/Trolox), SOD, askorbik asit (C vitamini),

L-glutamin, ergotionin, selenyum, genistein ve dogal bitki ekstraktlari [Biberiye

(Rosmarinus officinalis)], ilave edilmesinin sperm kalitesi lizerinde kriyoprotektif bir etki
sagladigini, boéylece ROS’un zararl etkisini en aza indirdigini ve ¢dézdirme sonrasi
sperm kalitesini artirdigini géstereren galismalar bulunmaktadir (Zhang vd 2012, Amidi
vd 2016).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hypotaurine
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/opuntia-ficus-indica
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/opuntia-ficus-indica
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dna-fragmentation

ANTIOKSIDANLAR

o Enzimatik Olmayan
Enzimatik Antioksidanlar Antioksidanlar
Primer Enzimler — Mineraller
50D, Katalaz, GSH-Px Ginko, Selenyum
Sekonder Enzimler o
Glutatyon Rediiktaz —— Vitaminler
ACE

Karotenoidler
f-karoten, Likopen,
Lutein, Zeoksantin

Organosiilfiir Bilegikleri
Allium, Alilsilfit,
Indoller

Diigiik Molekiil Agirhkl
Antioksidanlar
Glutatyon, Urik Asit

—— Antioksidan Kofaktorler
Koenzim Q10
Polifenoller
Flavonoidler Fenolik Asitler
izoflavonoidl —
Conistom ravonller | Hidroksisinnamik Asider
Kaem fer,ol Ferulik Asit,
P p-Kumarik Asit
Antosiyanidinler Flavanoller
Sivani.di.n, Kategin, EGCG
Delfinidin L Hidroksibenzoik Asitler
Flavonlar Flavanonlar Gallik Asit, Ellagik Asit
Krisin Hesperedin

Sekil 2.5 Antioksidanlarin siniflandiriimasi (Ugar 2016)
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2.7. Flavonoidler

Tibbi Dbitkilerin antioksidan icerigiyle ilgili son vyillarda birgok aragtirma
yapilmigtir. Tibbi bitkilerin tohum, cicek, yaprak ve kdk kisimlarindan elde edilen
ekstraktlan flavonoid, polifenol, tanen, gallik asit, karoten ve esansiyel yaglar gibi
antioksidan maddeler bakimindan zengindir. Sentetik antioksidanlara gore bitkisel
kaynakl antioksidanlarin sitotoksisitesi daha azdir. Flavonoidler, hidrolize olabilen
tanenler, terpenler, tokoferoller gibi fenolik bilesikler, bitkilerin antioksidan 6zelliginden

sorumlu en énemli bilesenlerdir (Kurt 2019).

Polifenoller, suda ¢dzlinen antioksidanlarin en énemli grubudur. Hemen hemen
tim meyve ve sebzelerde yiksek miktarlarda bulunurlar ve saglik Gzerine olumlu etkiye
sahiptir. Son zamanlarda polifenollerin antioksidan aktivitesini ortaya koyan birgok
arastirma yapilmistir. Polifenoller, bitkilerde dogal olarak bulunan ve antioksidan
Ozellige sahip ¢cok dnemli sekonder metabolitlerdendir (Meral vd 2012). Polifenoller,
temel olarak fenolik asitler ve flavonoidler olarak ikiye ayrilir (Meral vd 2012, Kasnak ve
Palamutoglu 2015). Flavonoidler, polifenollerin genis bir grubunu temsil eder (Glven vd
2010, Meral vd 2012).

Flavonoidler, cesitli dogdal bitkilerde yaygin olarak bulunan 4.000'den fazla
polifenolik bilesik iceren énemli bir dogal organik bilesik sinifidir (Wang vd 2019).
Flavonoidler, bitkiler tarafindan sentezlenen dugsuk molekudl agirlklhi biyoaktif
polifenollerdir (Deveodlu ve Karadag 2011, Tanwar ve Modgil 2012). Flavonoidler
yuzyillardir bitki pigmentleri olarak bilinmektedir. Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri ile
ilgili ilk arastirma 1936’da Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan yapiimistir (Glven vd
2010).

Flavonoid sdzcugu, sari renkli olmalarindan kaynakl Latincede ‘flavus'
kelimesinden turetilmistir. 15 karbon atomlu 2 benzen halkasi iceren bazik bir C6-C3-
C6 fenil-benzopiron omurgasina sahiptirler (Kahraman vd 2002). Flavonoidler,
meyvelerde, sebzelerde, tahillarda, bitkilerin ¢esitli kisimlarinda (yaprak, kok, gévde,
kabuk, sap, cicek) (Deveoglu ve Karadag 2011, Moretti vd 2012, Zhandi vd 2017), cay
ve sarapta (Moretti vd 2012, Zhandi vd 2017) yani bitkisel gidalarda bol miktarda ve
yaygin olarak bulunan bilesiklerdir (Kahraman vd 2002).
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Flavonoidler; temel olarak 6 sinifa ayriimaktadir; flavonlar, flavanonlar,
flavonoller, flavanoller (Zzhandi vd 2017, Ye vd 2020), izoflavonlar, antosiyanidinler
(Capanoglu ve Boyacioglu 2009, Ating ve Kalkan 2018) (Tablo 2.2).

Flavonoller, bitkisel gidalardaki flavonoidlerin en yaygin olanlaridir (Tanwar ve
Modgil 2012). Yapraklar, meyveler ve sebzeler dahil olmak Uzere bitkilerin cesitli
kisimlarinda bulunur (Rahsid vd 2019). Esas olarak QUE, kaempferol ve mirisetin ile
temsil edilirken, metillenmis tlrev isorhamnetin de olduk¢a yaygindir. Diyette bulunan
cesitli flavonollerden kuersetin en yaygin olanidir. Ozellikle yiiksek konsantrasyonlarda
soganda (Allium cepa) bulunur (Tanwar ve Modgil 2012). Flavonollerin, antioksidan
aktivitesinin bitkilerde H,O, tarafindan olusan nikleer DNA hasarini 6nledigi deneysel

olarak gosterilmistir (Melidou vd 2005).

Flavonlar, yapisal olarak flavonollere cok benzerler ve sadece C halkasi
Uzerinde 3-konumunda hidroksilasyon yoklugunda farklilik gdsterirler. Flavonlar esas

olarak diyette apigenin ve luteolin tarafindan temsil edilir (Tanwar ve Modgil 2012).

Flavanonlar, esas olarak naringenin, hesperetin ve eriodiktol ile temsil edilir.
Flavanon yapisi oldukga reaktiftir ve hidroksilasyon, glikosilasyon ve O-metilasyon
reaksiyonlarindan gegtigi rapor edilmistir. Flavanonlar sadece turuncggillerde glikozidik

formlarinda bulunur (Tanwar ve Modgil 2012).

Antosiyanidinler, suda ¢6zinUr bitki pigmentleridir ve 6zellikle ¢esitli kirmizi,
mavi ve mor renklerden sorumlu olduklari meyve ve cicek dokusunda belirgindir.
Dogada yaklasik 17 antosiyanidin bulunur, ancak sadece 6 tanesi (siyanidin, delfinidin,
petunidin, peonidin, pelargonidin ve malvidin) yaygin olarak bulunur ve beslenme

acisindan énemlidir (Tanwar ve Modgil 2012).

izoflavonlar, flavonoidlerin gogunun aksine B halkasinin C2 konumundan ziyade
C3’e baglanir. Bitkilerde ¢ok sinirli bir dagilima sahiptirler ve baklagil (soya fasulyesi)
tirlerinde bulunurlar. izoflavonlar, 6strojenik aktiviteleriyle bilinirler ve meme kanseri ve
osteoporozun 6nlenmesinde 6nemli rollere sahiptir. Genistein, daidzein ve glisitin
izoflavonlara ornektir. Polar, suda ¢o6zunur bilesiklerdir. izoflavonlar ayrica metilasyon,
hidroksilasyon ve polimerizasyon gibi ¢esitli modifikasyonlara ugrar (Tanwar ve Modgil
2012).
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Flavanoller, yapisal olarak, basit monomerlerden (katesin, epikatesin)
oligomerik ve polimerik proantosiyanidinlere (tanenler) kadar degisen flavonoidlerin en
karmasik sinifidir. Bitkilerde en ¢ok proantosiyanidin tird, (epi)katesin birimlerinden
olusan prosiyanidinlerdir. Flavanoller, kayisi, visne, Gzim ve bdgurtlen gibi meyvelerde
bol miktarda bulunur (Tanwar ve Modgil 2012).

Flavonoidlerin birgok arastirmada, dogal antioksidanlar olarak hicrelerde
OS’nin neden oldugu zararlar azalttigi (Rashid vd 2019) ve ayrica antihipertansif,
antimutajenik, antiproliferatif, antitimér, antiinflamatuar (Ating ve Kalkan 2018, Wang
vd 2019), antimikrobiyal (antibakteriyel, antifungal, antiviral) (Deveoglu ve Karadag
2011, Rashid vd 2019), hepatoprotektif, antidiyabetik (Tanwar ve Modgil 2012, Wang
vd 2019), bagisiklik uyarici, antiapoptotik, néroproteksiyon etki ve antialerjik aktivitelere
sahip oldugu bildirilmistir (Deveoglu ve Karadag 2011, Wang vd 2019, Ye vd 2020).

Flavonoidler, yiksek dizeyde antioksidan ve selatlama o6zelliklerine sahip
maddelerdir (Capanoglu ve Boyacioglu 2009, Kasnak ve Palamutoglu 2015). Hemen
hemen her flavonoid grubunun en iyi tanimlanan 6zelligi, antioksidan goérevi gérme
kapasiteleridir. Flavonlar ve katesinler, vicudu ROS’a karsi korumak icin en gugla
flavonoidlerdir (Tanwar ve Modgil 2012). Flavonoidler, antitoksidan &zelliklerini
gOsterebilmek icin serbest radikallerle reaksiyona girerek ROS’u etkisiz hale getirirler
(Moretti vd 2012, Atin¢ ve Kalkan 2018). Flavonoidlerin kimyasal yapisi ile antioksidan
aktiviteleri arasinda bir iliski kurulmustur (Moretti vd 2012, Ye vd 2020), 6zellikle OH
gruplarinin sayisi ve konumu onlarin antioksidan gucunu etkilemektedir (Moretti vd
2012).

Cok sayida galigma flavonoidlerin erkek Ureme sistemi islev bozuklugunda
koruyucu etkiler gosterdigini bildirmis ve ilgili molekller mekanizmayi ortaya
cikarmistir. Potansiyel inhibitér olarak birgok dogal urGn arasinda flavonoidler, erkek
ureme sistemi disfonksiyonunun tedavisi icin kapsamli bir sekilde arastiniimigtir.
Flavonoidler amfipatik molekiullerdir ve membranlarin lipid ¢ift tabakasina nifuz ederek
tim sperm ve akrozom membrani igin olasi bir koruma saglar, oksidatif hasari dnler ve

fertilizasyon icin gerekli olan sperm akrozom reaksiyonunu olugturur (Ye vd 2020).

Bitkisel kaynakli bircok maddenin, sperm canliigi Uzerindeki etkileri
arastirilmaktadir. Cesitli bitki Grtnleri flavonoidler, tanenler, kumarinler, kurkumanoidler,
ksantonlar, fenolikler, lignanlar ve terpenoidler gibi antioksidan bilesikler igerir (Vahedi

vd 2018, Kurt 2019). Flavonoidler, tanenler, terpenler, tokoferoller gibi fenolik bilesikler
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bitkilerin antioksidan 6zelliginden sorumlu en dnemli bilesenlerdir. Fenolik maddeler, C
vitamini, E vitamini ve karotenoidler sahip olduklari hidrojen iyonlarini serbest
radikallere vererek onlari kararli hale getiren glgli antioksidan maddelerdir (Kurt
2019). Bu nedenle, bitkisel Urunlerin dogal antioksidanlar olarak kullaniimasina

arastirmacilar arasinda artan bir ilgi vardir. Spermin dondurma-¢ézdirme sirecinde

bitkisel antioksidanlarin kullaniimasinin sperm kalitesi Gzerinde olumlu etkileri oldugunu

gosteren birgok calisma bulunmaktadir (Vahedi vd 2018).

Tablo 2.2 Flavonoidlerin siniflandiriimasi (Deveoglu ve Karadag 2011, Meral vd 2012,
Atin¢ ve Kalkan 2018, Rashid vd 2019)

Flavon Flavanon Flavonol Flavanol izoflavon Antosiyanidin
Apigenin Eriocitrin Fisetin Katesin Biochanin A Siyanidin
Baicalein Eriodictyol Galangin Epikatesin Daidzein Delfinidin
Krisin Hesperetin Gossypetin Epigallokatesin-  Formononetin ~ Malvidin
Genkwanin Hesperidin izorhamnetin 3- gallat Genistein Pelargonidin
Luteolin Naringenin Kaempferide Glisitin Petunidin
Tangeritin Naringin Kemferol Peonidin

Narirutin Rhamnetin

Neoeriocitrin  Rhamnazin

Prunin Kuersetin

Morin Mirisetin
Natsudaidain
Astragalin
Rutin

2.8. Teke Seminal Plazmasinin Ozellikleri

Teke spermleri igin kullanilan en yaygin kriyoprezervasyon sulandiricilari
yumurta sarisi veya yagsiz sut icerir. Ancak, teke spermlerinin yumurta sarisi veya sut
iceren sulandiricilarla seyreltimesi sperm hucrelerine zarar verebilir. Seminal plazma
ve yumurta sarisi arasindaki zararli etkilesimler ilk olarak Roy 1957°de tarafindan, sut
ile olan zararl etkilesimler ise Nunes ve ark. (1982) tarafindan ortaya konmustur
(Purdy 2006, Gangwar vd 2016). Teke seminal plazmasi, sut veya yumurta sarisi

varliginda spermlerin canliligini tehlikeye atabilecek 6zel bir yumurta sarisi pihtilasma
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enzimi (EYCE) igerir (Lv vd 2019a). Roy yaptidi calismada, yumurta sarisinin,
bulbourethral kokenli bir enzim (fosfolipaz A) nedeniyle pihtilagtigini rapor etmis ve bu
sebeple enzim, EYCE olarak adlandiriimigtir (Purdy 2006, Gangwar vd 2016). EYCE,
yumurta sarisini pihtilastirabilen ve lesitini yag asitlerine ve lizolesitinlere hidrolize
edebilen bir enzimdir. Bu enzim ayrica, akrozomal reaksiyonu ve kromatin
yogunlasmasini indikler (Lv vd 2019a). Benzer sekilde, Nunes ve ark. tarafindan, teke
bulbourethral bezinden sit bazli sulandiricilarda seyreltiimis, sogutulmus ve
dondurulmus teke sperminin hayatta kalmasini azaltan (Purdy 2006, Gangwar vd
2016), 55-60 kDa'luk bir glikoprotein lipaz SBUIIl (daha sonra BUSgp60 olarak
adlandirilan) tanimlanmistir. Bu enzim ayni zamanda akrozomal reaksiyonu
indUkleyebilmektedir (Lv vd 2019a). Bazi arastirmacilar, EYCE ve SBUIII'Un ayni
protein olabilecegini distnmektedir (Purdy 2006, Lv vd 2019a). Dolayisiyla, teke
sperm kriyoprezervasyonu sirasinda EYCE ve SBUIIl ile yumurta sarisi veya sut

arasindaki negatif etkilesim dikkate alinmalidir (Lv vd 2019a).

Teke spermasinin seyreltiimesinde, Tris, sodyum sitrat ve yagsiz sut yaygin
kullanilmaktadir. Yumurta sarisi igerisinde bulunan fosfolipit, kolesterol ve disik
yogunluktaki lipoproteinler soguk soktan koruyucu etkiye, sutteki kazein miselleri ise pH
degisikliklerine kargl koruyucu 6zellige sahiptir. Ancak tekelerde, bulbouretral bezden
salgilanan EYCE ve SBUIIl, sulandiricilarla tepkimeye girdiginde, spermlerde
motilitede dusus, toksikasyon, akrozomal ve hicresel bozulmalarda artis gérulmustir
(Cetin ve Karaca 2019).

Seminal plazma ile yumurta sarisi ve sut proteinlerinin zararli etkilesimlerinin
Ustesinden gelmenin geleneksel yontemi, teke sperm ornegini tamponlu bir sulandirici
icinde seyreltmek ve ardindan seminal plazmayi santrifijleme yoluyla spermden
uzaklastirmaktir (Purdy 2006). Bununla birlikte, seminal plazmanin uzaklastiriimasi,
teke sperminin dondurularak hayatta kalmasini artirsa da, seminal plazmada dogal

olarak bulunan bazi bilesenlerinde kaybolmasina sebep olur (Lv vd 2019a).

EYCE ve SBUIII'Un olumsuz etkilerinden kaginmanin bir bagka yolu da yagsiz
sut bazhh dondurma sulandiricilari kullanmaktir. Son arastirmalar, yumurta sarisi
konsantrasyonunun %?2.5’e dusurilmesinin teke sperminin ¢dzdurilme sonrasi
canhliina zarar veremeyecegini goOstermektedir. Bu nedenle, teke sperminin
dondurulmasi icin dusik konsantrasyonlarda yumurta sarisi igceren dondurma
sulandiricilari kullanilabilir. Fosfatidilkolin gibi yumurta sarisindaki fosfolipidler, spermin

plazma membraninin kriyokorumasi igin énemlidir. Bununla birlikte, soya fasulyesi
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lesitini gibi bazi benzer bilesenlerin, teke sperm kriyoprezervasyonu igin kullanilan

yumurta sarisinin yerini alabilecegi bildirilmigtir (Lv vd 2019a).

2.9. Tekelerden Sperm Toplanmasi

Semen suni vajina veya elektroejakulasyon yontemi kullanilarak toplanabilir (Lv
vd 2019a, Konyali 2020). Ancak bu yontem, seminal plazmanin bilesenlerini
degistirerek spermin kriyohasarlari tolere etme yetenegini azaltmaktadir (Lv vd 2019a).
S6z konusu yéntemlerden en yaygin ve etkin kullanilani suni vajina yontemidir. Suni
vajina yontemi, tim ejakulatin kolay ve temiz bir sekilde alindigi, stresi engelledigi ve
basit bir ydntem oldugu icin de yaygin olarak kullaniimaktadir. Tekelerde kullanilan suni
vajina yaklasik 17 cm uzunlugunda, sicakligi 43-46°C araliginda olmalidir. Bu yéntemin
uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken ise, tekelerin alistiriimis olmalari gerektigidir
(Konyali 2020). Semen toplandiktan hemen sonra kalitesi degerlendirilir. Semen
kalitesinin degerlendiriimesinde, spermin konsantrasyonu, motilite, morfolojik normallik,
termal direng testi, akrozom ve membran butinligd, hipo-ozmotik sisme testi (HOST)

ve in vitro fertilizasyon testleri gibi parametreler kullanilir (Lv vd 2019a).

2.10. Teke Sperminin Seyreltiimesinde Kullanilan Sulandiricilar

Semen kriyoprezervasyonu igin kullanilan sulandiricilarin amaci, hcreleri
sicakliga bagli hasarlardan korumak, plazma membraninin stabilizasyonunu tesvik
etmek, enerji kaynagd1 saglayarak hem motiliteyi hem de fertilizasyonu korumak ve
spermlerin gegcici olarak hayatta kalmasini saglamak icin uygun bir ortam olusturmaktir
(Purdy 2006, Vidal vd 2013). Bu o6zellikler, pH ve ozmolaritedeki degisikliklerin zararli
etkilerini azaltir, bakteri Gremesini engeller ve sperm hucrelerini sogutma, dondurma ve

¢6zulmenin neden oldugu hasarlardan korur (Vidal vd 2013).

Yagsiz sut-glukoz, tris-sitrik asit-glukoz-yumurta sarisi ve sodyum sitrat-glukoz-
yumurta sarisi gibi sulandiricilar, teke spermasinin kisa veya uzun sureli
saklanmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Dorado vd 2007, Kulaksiz ve Dagkin
2009). Yumurta sarisinin digtk yogunluklu lipoproteinleri (LDL) spermleri saklama,
sogutma ve dondurma sirasinda hasara karsi korur. Sit kazeinleri, saklama sirasinda
sperm motilitesini ve canhligini korurken, seminal plazma proteinlerinin sperme

baglanmasini sadlar ve ayni zamanda sperm lipid kaybini da azaltir. Ek olarak, bu



28

bilesenlerde bulunan lesitinin, soguk sok sirasinda kaybedilen fosfolipitleri geri

yukleyerek plazma membranini korudugu digstnulmektedir (Vidal vd 2013)

Yumurta sarisi, donma asamasinda soguk sokuna karsi koruma saglar. Fiziksel
ve kimyasal stresler sirasinda akrozomal ve mitokondri membranlarinin batanltganun
yani sira, sperm motilitesini ve uzun 6murliligind korumadaki etkisi nedeniyle de
sulandiricilarda  kullanilmistir.  Sulandiricidaki ~ yumurta  sarisinin  optimum
konsantrasyonu, tirler ve diger bilesenlerin tiri ve seviyesi dahil olmak Uzere birgok
faktorden etkilenir. Ancak, teke sperminde yumurta sarisinin kullaniminda, sperm
pihtilasmasi ve 6lum gibi komplikasyonlarla karsilasiimistir. Teke seminal plazma ve
yumurta sarisi arasindaki zararh etkilesim daha sonra sut bazli sulandiricilar i¢in rapor
edilmis ve bunun fosfolipaz A ve bulbouretralden salgilanan bir glikoprotein lipaz
(SBUIII = BUSgp60) nedeniyle oldugu gosterilmistir. Bu salgilarin sperm membrani ile
etkilesimi sonucu toksik maddelerin agiga ¢ikmasi spermin pihtilasmasina ve dlimuine
neden olur. Bununla birlikte, bu salgilarin kesin etki mekanizmasi tam olarak

aydinlatiimamistir (Zamiri vd 2020).

Genel olarak, teke spermi kriyoprezervasyon ortami, gecgirgen olmayan bir
kriyoprotektan (sit veya yumurta sarisi), gegirgen bir kriyoprotektan (gliserol, etilen
glikol veya DMSO), bir tampon (Tris), bir veya daha fazla seker (glikoz, fruktoz, laktoz,
rafinoz, sakaroz veya trehaloz), tuzlar (sodyum sitrat), organik asit (sitrik asit) ve
antibiyotiklerden (penisilin, streptomisin) olusmaktadir (Purdy 2006, Barbas ve
Mascarenhas 2009, Gangwar vd 2016).

2.11. Teke Sperm Kriyoprezervasyonunda Kullanilan Kriyoprotektanlar

Kriyoprezervasyon surecini optimize etmek, teke spermlerinin kriyohasarini
azaltmak igin antioksidanlar, oligosakkaritler (trehaloz) ve antifriz proteinler (AFP)
kullaniimistir (Lv vd 2019a). Birgok membran gegirgen kriyoprotektan (gliserol, DMSO,
etilen glikol ve propilen glikol) ve bunlarin kombinasyonlari, teke spermiyle test
edilmistir, ancak en sik kullanilan gegirgen kriyoprotektanin gliserol oldugu ortaya
konmustur. Gliserol ilavesi, 37°C veya 5°C’de 1, 2 veya 3 asamali olarak
gerceklestirilebilir (Gangwar vd 2016). Gliserol, DMSO ve etilen glikol, genellikle %1-8
araliginda kullanihrlar, fakat ¢ozdirme sonrasi en bluylk sperm geri kazanimi gliserol
ile basariimistir (Purdy 2006).
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Gliserol ilavesi spermde ozmotik hasara neden olabilir, ancak hasarin boyutu
tire gore degisir. Bununla birlikte, teke spermleri bu ozmotik kosullara makul dl¢cide
toleranslidir ve gliserole hizli maruz kalmaya dayanabilirler. Adim adim gliserol ilavesini
test eden denemeler, gliseroliin eklendigi sicakliga bagh olarak degisken sonugclar
vermigtir (Purdy 2006). Kullanilan en yaygin nufuz etmeyen kriyoprotektanlar ise

yumurta sarisi (% 2-20) ve yagsiz sattar (% 10, w/v)(Purdy 2006, Gangwar vd 2016).

2.12. Teke Sperm Kriyoprezervasyonu Prosediirleri

1) Semen numuneleri seyreltildikten sonra, sperma 0.25 veya 0.5 ml’lik payetlere
yuklenir ve sulandirimis teke spermasi 1.5-2 saat 5°C’de sogutulur (Purdy
2006, Lv vd 2019a).

2) Ardindan, sogutulmus sperma bu sicaklikta 2-4 saat daha dengelenir (Lv vd
2019a).

3) Semen numuneleri seyreltildikten ve sodutulduktan sonra, 0.25 veya 0.5 ml'lik
payetlerdeki sperma ornekleri bir rafa yerlegtirilerek sivi nitrojen buharinda
dondurulur. Sivi nitrojen igeren bir strafor kutu, teke spermasini dondurmak igin
kullanilir (Purdy 2006).

4) Sogutulmus bir raf kullanildiginda, payetler genellikle sivi nitrojen buharinda (-
75°C ile -125°C arasinda) (sIvi nitrojen yuzeyinin 4-6 cm Uzerinde) 7-10 dakika
onceden dondurulur.

5) Son olarak, 6nceden dondurulmug sperma dogrudan sivi nitrojene daldirilir (Lv
vd 2019a).

Teke sperminin dondurularak saklanmasi igin, gliserol bir veya iki adimda

eklenebilir. Gliseroliin son konsantrasyonu genellikle %6-7’dir (Lv vd 2019a).

2.13. Teke Sperminin Cézdiirilmesi

Spermde, bulunan herhangi bir hucre ig¢i buzun yeniden kristallesmesini
onlemek icin hizlh ¢bézdirme gereklidir. Hizh bir sekilde ¢ozulen sperm, konsantre
¢bzunen maddeye ve kriyoprotektana daha kisa surede maruz kalir ve bodylece, hucre
ici ve hicre disi dengenin restorasyonu, daha yavas ¢6zilmeye gdre daha hizli
gerceklesir. Teke spermi genellikle 30 saniye boyunca 38-42°C’de ¢6zullr. Semen,

dondurma sulandiricisinin (gliserol olmadan) bilesimine bagli olarak fizyolojik serumda
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veya degisken bir ¢dzdirme solliisyonunda da ¢ozulebilir (Barbas ve Mascarenhalar
2009).

2.14. Teke Sperm Kriyoprezevasyon Sulandiricisina Eklenen Antioksidanlar ile

ilgili Literatiirler

Birgcok arastirmaci cesitli antioksidanlari kullanarak farkli yontemlerle teke

spermlerini dondurmustur.

Rezaei ve ark. (2021), Mahabadi teke spermi temel sulandiricisina (soya
fasulyesi lesitini) 0, 2, 4, 6, 8, 10 ve 12 mM piridoksin ilave edilerek kriyoprezerve
etmigti. En yUksek toplam motilite %58.37 olarak 6 mM piridoksin ilavesinde
gozlenmistir. 6 mM piridoksin ile takviye edilmis sperm sulandiricisinin Mahabadi teke
sperm motilite, canliik ve plazma membran butunligu gibi kalite parametrelerini

iyilestirdigini ve ¢ézduruldikten sonra teke sperminde OS’yi azalttigini géstermiglerdir.

Guanzhong teke sperm sulandiricisina farkli konsantrasyonlarda GSH [0
(kontrol), 1, 2, 3 ve 4 mmol/l] ilave edilmig ve dondurulmustur. 2 mmol/l GSH
eklenmesi, ¢ozdurildikten sonra sperm toplam motiliteyi %62.14, progresif motiliteyi
%25.47 ve akrozomal membran butlinligund %70.87 oranlarinda en ylksek seviyede
korumustur. Antioksidan indeksleri acgisindan, SOD ve GSH-Px &énemli olglide
yukselmis, ROS ve MDA degerleri anlamli derecede dismdistir. Ayrica, spermin

fertilizasyon oranini énemli élgtide artirmistir (Zou vd 2021).

Saanen teke sperm kriyoprezervasyonunda, lesitin bazli sulandiriciya %8
oraninda gokkusag! alabaligi seminal plazma eklenmesi (RTS 8 grubu) sperm
motilitesini, akrozomal membran batanligint, plazma membrani fonksiyonel
butiinliguni ve mitokondriyal fonksiyonunu kontrol grubuna gére daha iyi korudugunu
gOstermistir. RTS 8 grubunda, ¢ozduruldikten sonra, motilite 0. saatte %55.33, 6.
saatte %16.67 ve ayrica akrozomal membran butunlugd 0. saatte %82.13, 6. saatte
%76.73 oranlarinda diger calisma gruplarina gére en ylksek seviyede tespit edilmistir
(Alcay vd 2020).

Brito ve ark. 2020’de yaptiklari ¢alismada, teke sperm sulandiricisina farkh
dozlarda (0.04, 0.08 ve 0.12 mg/ml*) RSV ilave ederek seyreltme, sojutma ve

¢bzdurme sonrasi spermlerde progresif motilite, canhlik, membran butunligu ve
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akrozomal membran bitinlugind degerlendirmiglerdir. Seyreltme sonrasi ve sogutma
sonrasi progresif motilite, canlilik ve akrozomal membran bitinligu agisindan higbir
fark bulunamamistir. Bununla birlikte, motilite ve canlilik parametreleri, ¢bztlme
sonras| fazda lineer olarak azalmistir. RSV, ¢dzdUrilme sonrasi sperm progresif
motilitesindeki ve canliiyindaki kayiplari engellememis, ancak, teke sperminin plazma
membran biitiinligini 0.04 mg/ml™e kadar optimum seviyede korumustur. 0.04
mg/ml* RSV ilave edilen grupta ¢dzdirme sonrasi motilite %70.7 ve akrozomal
membran bdtanligu %47.4 olarak diger gruplara kiyasla en yuksek seviyede

belirlenmigtir.

Yagsiz sit ve Tris-yumurta sarisi sulandiricilari ile sulandirilan teke spermine
farkl oranlarda bal ilavesinin, kisa sureli saklamada spermatolojik 6zelliklere ve yasam

suresine herhangi bir etkisinin olmadigi saptanmistir (Cetin ve Karaca 2019).

Teke sperminin, yagsiz sut sulandiricisina 4 ve 6 mM L-arginin ilave edilerek 5
gln saklanmasi, canhlik, membran butinlugl ve motilite gibi sperm parametrelerini
iyilestirdigi, MDA Uretimini engelledigi ve apoptotik orani azalttigi bildirilmistir
(Susilowati vd 2019).

Boga spermasi igin ticari bir sulandirici olan Optidyle 10 ve 50 uM
konsantrasyonlarda RSV ilave edilmesi, ¢6zdlirme sonrasi teke spermlerinde toplam
motilite, progresif motilite, canliik, membran ve akrozomal membran butlinlGgda ile
mitokondriyal aktiviteyi iyilestirmistir. Ayrica, ROS Uretiminde dusis gdzlenmigtir.
Sonug olarak, sperm sulandiricisina 10 veya 50 yM RSV takviyesi, ROS olusumunu
inhibe ederek ¢ozllme sonrasi teke sperm kalitesini iyilestirmigtir. Sulandiriciya 50 yM
RSV ilavesiyle, toplam motilite %78 ve progresif motilite yaklasik %73 olarak tespit
edilmis ve motilitede iyilesme gozlenmistir. 10 uM RSV takviyesi %51.35 oraninda

akrozomal membran butinlGgund korumustur (Lv vd 2019b).

Yumurta sarisi-sut sulandiricisina (2.5 mg/ml) bovin serum (BSA) eklenmesi,
¢ozdurulme sirasinda ve sonrasinda teke sperm motilitesini ve canhhgini iyilestirmis ve
sitokrom C ekspresyonunu azaltmigtir. 2.5 mg/ml BSA ilavesinde motilite %42.75

olarak tespit edilmis ve motilitede iyilesme gozlenmistir (Suprayogi ve Susilowati 2018).

Yousefian ve ark. (2018) yaptiklari arastirmada, bir lipofilik antioksidan olan
CoQo kullanilarak, kriyoprezervasyonun neden oldugu OS’nin azaldigini ve

¢ozdlrilmis teke spermlerinin  kalitesini iyilestirdigini belirlemiglerdir. Mahabadi
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tekelerinden toplanan sperm o6rnekleri havuzlanmis ve 0 (negatif kontrol, NC), 0.5
(CQO0.05), 1 (CQ1) ve 1.5 (CQ1.5) uM igceren soya fasulyesi lesitini bazli
sulandiricilarda seyreltilip dondurulmustur. Cézdurildikten sonra, toplam motilite
CQ1'de (%53.40), kontrol gruplarina gére 6nemli dlcide daha ylksek bulunmustur.
Sperm canliligl, plazma membran iglevselligi ve mitokondriyal aktivite, kontrol
gruplarina kiyasla énemli olcide artmistir. Sonuglara ek olarak, kontrol ve CQO0.5
gruplarinnin MDA seviyeleri ile karsilastirildiginda, CQ1 ve CQ1.5 gruplarinin MDA
seviyelerinin 6nemli oranda daha duisik oldugu belirlenmistir. 1 uM CoQio, teke

spermini kriyohasardan korumus, sperm parametrelerinde iyilesme goézlenmistir.

Tris-yumurta sarisi bazli teke sperm dondurma sulandiricisina farkl
konsantrasyonda fulvik asit (FA: %0.2, 0.4 ve 0.6) ilave edilerek spermler seyreltiimis
ve dondurulmustur. Sulandiriciya FA’larin eklenmesi, kontrol grubuna kiyasla progresif
motiliteyi, akrozomal ve plazma membran bitinlugunu, stperoksit dismutaz ve katalaz
aktivitelerini artirmis ve anormallik yizdesi ile sperm MDA seviyesini azaltmistir.
Ancak, semen sulandiricilarina agirt FA ilavesi (>%0.4) etkinligi artirmamistir.
Sonuglar, FA’larin teke spermi igin umut verici bir kriyoprotektan olabilecedini

gO6stermistir (Xiao vd 2018).

%5 gliserol veya DMSO iceren sperm sulandiricisina 4 mM BHA ilavesi,
Mahabadi tekelerinde ¢bzdirme sonrasi sperm kalitesini (motilite, canlilik, membran

batanlGgn) iyilestirmistir (Rahmatzadeh vd 2017).

2mM piridoksin (P) tek basina veya E vitamini (E; 0, 2, 4, 6 ve 8 mM), C vitamini
(C; 0, 2, 4, 6 ve 8 mM) ve melatonin (M; 0, 2, 4, 6 ve 8 mM) ile spesifik kombinasyonlar
halinde desteklenen sulandiricilar, MDA konsantrasyonlarini azaltmistir. Sperm
dondurma sulandiricisina 2mM piridoksin+4mM melatonin (PM4) eklenen grup, diger
tim gruplarla karsilastiriidiginda motiliteyi iyilestirmistir ve %89.2 olarak tespit
edilmistir. Akrozomal membran butinligune bakildiginda, 2mM piridoksin+8mM E
vitamini (PE8) takviyeli grupda en yuksek sonu¢ %92 olarak alinmigtir ve akrozomal
membran batanligunin ¢ok iyi korundugu belirlenmistir. PCEM6 kombinasyonunda
motilite %80.4 oraninda tespit edilmistir. PCEM8 grubunda akrozomal membran
butunligu en yuksek seviyede, %79.5 olarak bulunmustur. Bulgular, tek basina veya
diger antioksidanlarla kombinasyon halinde piridoksin ilave edilen sulandiricilarin,
dondurularak saklanan Bati Afrika clice teke spermlerinin canliigini iyilestirdigini ve OS

parametrelerini azalttigini géstermistir (Daramola vd 2017a).
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Alcay ve ark. (2016) yaptiklar calismada, tris-sitrik asit-fruktoz sperm
sulandiricisina, antioksidanlar olarak 5 mM metiyonin, 5 mM sisteamin ve 5 mM BHT
ilave ederek, kontrol grubu (antioksidansiz) dahil 4 grup olusturmuslardir. Sperm
ornekleri, motilite, plazma membrani, akrozomal ve DNA buatunluga ve ayrica LPO
bakimindan dederlendiriimistir. Sperm dondurma sulandiricisina 5 mM BHT ilave
edilmis grubun ¢ézduruldikten hemen sonra (0. saat) sperm motilitesi %58, akrozom
hasar orani %26.64 ve 6 saat sonra motilite %12.67 ve akrozom hasar orani %48.6
olarak tespit edilmistir. 5 mM BHT ile desteklendiginde 6 saatlik inklibasyondan sonra

bile ¢ézdirilmis teke sperminde daha yuksek bir kalite elde edilmistir.

Tris bazh sulandiriciya ¢esitli konsantrasyonlarda antioksidan (hipotaurin 5, 10
ve 20 mM; sistein 5, 10 ve 20 mM) ilave edilererek Boer teke spermleri kriyoprezerve
edilmigtir. Hipotaurin ve sistein, kriyoprezervasyondan sonra Boer teke sperm
motilitesi, membran butlinligd, morfolojisi, akrozomal membran batanligu ve
canhliginin o6zelliklerini énemli oOlglde iyilestirmistir. Sperm sulandiricisina 10 mM
hipotaurin ilavesi ¢ézduruldikten sonra, sperm motilitesi %66 ve akrozomal membran
butinligu %%59.6 olarak belirlenmistir. 5 mM konsantrasyonda sistein eklenmesi,
motiliteyi %64.7 iyilestirmis ve akrozomal membran butlinligunid %59.2 oraninda
korumustur. Sulandiricilara 10 mM hipotaurin ve 5 mM sistein eklenmesi, sivi ve
dondurulmug Boer teke sperminin sitolojik Ozelliklerinde maksimum iyilesme

saglamistir (Memon vd 2015).

Beetal tekelerinde, Tris yumurta sarisi sulandiricisinda BHT’nin, sperm motilite,
canhlik ve membran bitlnligu Uzerinde higbir etkisi kaydedilmemis, ancak akrozomal
butlnlukte kuguk bir gelisme gdstermistir. Tris bazli sperm sulandiriciya BHT (0.0, 2.0
ve 5.0 mM) eklenerek akrozomal membran butinlGgindn iyilestigi gdzlenmistir.
Akrozomal membran butinligindeki bu gelismenin kademeli oldugu ve kontrole
(%20.3) gore sulandiricida hem 2.0 mM BHT (%27) hem de 5.0 mM BHT’nin (%27.7)

artan konsantrasyonlarinin eklenmesiyle iyilestigi tespit edilmistir (Igbal vd 2015).

Salmani ve ark. (2013), Mahabadi teke sperminin dondurularak saklanmasi icin
soya fasulyesi lesitini bazli sperm sulandiricisina, 5 ve 10 mM GSH eklenmesinin
kontrollerle karsilastirildiginda ¢6zdirme sonrasi sperm kalite parametrelerini (motilite,

canliik ve membran butinlugu gibi) iyilestirmedigini gdstermigstir.

Mahabadi teke sperminin kriyoprezervasyonu igin sulandiriciya 1 mM BHT

eklenmesiyle, motilite, progresif motilite ve canliligi iyilestirebildigini ve MDA seviyesini
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disUrebildigi gosterilmistir. Sperm sulandiricisina 1 mM BHT ilavesinde, motilite
%60.22 ve progresif motilite %33.6 oranlarinda iyilesme yaptigi tespit edilmigtir.
Akrozomal membran batunligu BHT konsantrasyonlarindan etkilenmemistir. Bu
nedenle, teke sperminin dondurularak saklanmasi i¢in  optimum  BHT

konsantrasyonunun 1 mM oldugu sonucuna variimistir (Naijian vd 2013).

Boer teke spermi, Tris-sitrik asit-fruktoz sulandiricisina antioksidan olarak
askorbik asit (8.5 mg/ml), BHT (2 mM), sistein (5 mM) ve hipotaurin (10 mM) eklenmis
ve dondurulmustur. Coézdirlilme sonrasi, sulandiriclya antioksidan takviyesi
spermatolojik parametreleri (canliik, membran ve akrozomal membran butlnligu)
iyilestirmigtir. Askorbik asit progresif motilite orani (%68.6) ve akrozomal membran
butinligu orani (%65.4) bakimindan en yuksek degerleri vermistir. Parametrelere
bakildiginda en iyi degerler askorbit asitte tespit edilmistir. Antioksidanlarin eklenmesi

LPO oranini 6nemli 6lgctide azaltmistir (Memon vd 2012).

Saraswat ve ark. (2012) vyaptiklari ¢alismada, U¢ antioksidanin farkli
konsantrasyonlari, indirgenmis GSH (3, 5, 7 ve 9 mM), askorbik asit (3, 5, 7, 9 ve 10
mM) ve a-tokoferol (1.5, 2.5, 3.5, 4.5 ve 5.5 mM) ayri ayri teke sperm sulandiricisina
eklemiglerdir. Sirohi teke sperminde baslangi¢, dengeleme sonrasi ve ¢dzdirme
sonrasi progresif motilite degerlendirilmistir. Sperm sulandiricisina ayri ayri 7 mM GSH
(%32), 9 mM askorbik asit (%37) ve 4.5 mM a-tokoferol (%37) antioksidanlarinin
eklenmesinin, ¢alisilan diger gruplara kiyasla, Sirohi teke sperminin ¢ézdirme sonrasi

progresif motilitesini artirdigi gosterilmistir.

Boer teke spermi (0.5, 1, 2 ve 3 mM) BHT igeren Tris-yumurta sarisi bazli bir
sulandirici ile seyreltiimigtir. Tris-yumurta sarisi sperm sulandiricisina 2 mM BHT
konsantrasyonu ilavesi, ¢ozdurme sonrasi Boer teke sperminde motilite (%63.2
oraninda), membran butlnligu, morfoloji, akrozomal membran buatinligu (%61.80

oraninda) ve canlilikta iyilesmeyi gostermistir (Memon vd 2011).

Olayemi ve ark. (2011), tekelerde yaptiklari arastirmada, sodyum sitrat-yumurta
sarisi sperm sulandiricisina, 5, 10 ve 20 ml oranlarinda bal ilave edip kisa sureli
saklama gerceklestirmislerdir. En ylksek motilite ve canliik oranlarinin 5 ml bal
eklenmis grupta oldugu tespit edilmistir. Ayrica, motilite oranlari 6 saat boyunca
degerlendirilmis ve sirasiyla, 0. h %95, 2. h %90, 4. h 87.5 ve 6. h %85.38 olarak

belirlenmisgtir.
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Aboagla ve Maeda (2011), teke spermlerini gesitli konsantrasyonlarda arbutin
(0.0, 0.1, 0.2, 0.3 ve 0.4 M) iceren Tris-sitrik asit-glukoz (TCG) sulandiricilarinda
dondurmuglardir. 0.4 M arbutin iceren grupta, motilite, progresif motilite sperm
yuzdelerinin (sirasiyla %89 ve %70) en ylksek diuzeyde oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
arbutin hem motilite, hem de progresif motilite i¢in, ¢ézllme sonrasi iyilesme oranlarini
artirmistir. 3 saatlik inkibasyondan sonra arbutinli sulandirici, dondurulmus-
¢6zdurtlmas sperm motilitesini (%70) duzeltmistir. 0.4 M arbutin iginde dondurulan
spermlerin, daha yuksek bozulmamis akrozom yuzdesine sahip (% 77.2) oldugu tespit
edilmistir. Saglam akrozomlu sperm ylzdesi, TCG'li sulandiricida arbutin
konsantrasyonlari arttikca 6nemli dlgtide iyilesmistir ve en iyi sonuglar 0.4 M arbutinde

elde edilmigtir.

Saanen teke sperm ornekleri tg farklh sulandirici tris (T), yagsiz sit tozu (M) ve
Laiciphos 488 (L) ile iki farkli antioksidan 5 mM sistein (C) ve 1000 ug/ml hiyaluronik
asit kullanilarak seyreltiimis ve dondurulmustur. Sperm &rnekleri toplam dokuz farkh
¢alisma grubuna ayrilmigtir: T-C, T-H, T-K (kontrol); M-C, M-H, M-K; L-C, L-H, L-K. T
sulandirict gruplari igin, T-C grubundaki motilite ve canllik oranlar, T-H ve T-K
gruplarindaki oranlardan istatistiksel olarak daha yuksek olmasina karsin, gruplar
arasinda anormal akrozom bakimindan o6nemli bir fark belirlenmemigtir. Diger
sulandiricilarda da benzer bulgular gbzlenmistir. Elde edilen in vitro sperm kalitesi
bulgularina goére, motilite ve canlilik oranlar sistein eklenen gruplarda daha ylksek
bulunmustur. 5 mM sistein eklenen gruplarda motilite ylizdeleri T-C i¢in %24.5, M-C
icin %44 ve L-C igin %42 olarak tespit edilmistir. Yagsiz st tozu ve Laiciphos
sulandiricisinin tris sulandiricindan daha Ustin oldugu, ayrica sisteinin bir antioksidan
olarak hiyaluronik asitten daha iyi koruma sagladigi belirlenmistir (Kulaksiz ve Daskin
2010).

Tuncer ve ark. (2010), Ankara tekesi spermini farkli konsantrasyonlarda rafinoz
(2.5, 5, 10 mM), metiyonin (2.5, 5, 10 mM) igeren ve antioksidan icermeyen tris
sulandiricisiyla sulandirmiglar ve dondurma-¢ézdirme sonrasi en iyi motilite oraninin
2.5 MM (%63.6) ve 5 mM (%63.4) metiyoninin eklendiginde gorulduguni belirtmiglerdir.
Metiyoninin, sperm akrozom anormalliklerinde kriyoprotektif etki saglamadigini, MDA
olusumunun ortadan kaldirilmasinda ve antioksidan aktivitelerin sturdurilmesinde etkili
olmadigini géstermiglerdir. Sulandiriciya 5 mM rafinoz ilavesinde akrozom anomaligi
%6.2, 10 mM rafinozda %5.2 olarak tespit edilmistir. 5 mM ve 10 mM rafinoz ilavesi
yapilan gruplar, kontrol gruplarina gére sperm akrozomu ve DNA butinligu Gzerinde

kriyoprotektif etki gdéstermis ve MDA dizeylerini de disurmustar.
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Bucak ve ark. (2010), Ankara tekesi spermini kurkumin (2.5, 5, 10 mM), inositol
(2.5, 5, 10 mM), karnitin (2.5, 5, 10 mM) iceren ve antioksidan icermeyen tris
sulandiricisiyla sulandirmis ve dondurmuslardir. Dondurma-¢dézdirme sonrasi en iyi
sperm motilite orani, sperm dondurma sulandiricisina 2.5 mM kurkumin eklendiginde

gbzlenmis ve %65.3 olarak tespit edilmigtir.

Antioksidan olarak sperm sulandiricisina 5 mM hipotaurin ve 5 mM sisteamin
ilavesi, Ankara teke sperminin dondurulup ¢ozdirilmesinden sonra ROS olusumunu
etkilemeden ve antioksidan kapasitesini yikseltmeden sperm motilitesini, morfolojisini
ve fonksiyonel membran bitlnlGguna iyilestirmistir. Motilite yizdeleri 5 mM hipotaurin
takviyesinde %63.33 ve 5 mM sisteamin ilavesinde %61 olarak tespit edilmistir (Bucak
vd 2009a).

2.5 ve 5 mM glutamin ile takviye edilen sperm sulandiricisi, Ankara tekelerinde
¢ozdirme sonrasi daha ylksek motilite ve HOST oranlarina yol agmistir. Sperm
membran bOtinliglu de 500 pL/ml hiyaluronan ile iyilestirilmistir. Motilite, 2.5 mM
glutamin ile takviye edilen grupta %62.90 ve 5 mM glutamin igeren grupta %57.90
olarak belirlenmigtir. Akrozom hasari ve total sperm anormalligi Uzerine glutamin ve

hiyaluronan’in bir etkisi olmadigi tespit edilmistir (Bucak vd 2009b).

Saanen teke spermi %5 gliserol ve %10 yumurta sarisi igeren yagsiz sut tozu
sulandiricisina 5 mM sistein ve 1000 pug/ml hiyaluronik asit ilave edilmistir. Sperm
dondurma sulandiricisina 5 mM sistein ilavesinde en yuksek motilite orani gézlenmis
ve %44 olarak tespit edilmistir. Ayrica, %35.95 oraninda sulandiricida 5 mM sistein
iceren grupta en dusuk anormal akrozom orani gézlenmigtir. Sonug¢ olarak, sisteinin
spermatolojik ozellikleri iyilestirdigi ve fertilite parametreleri tzerine olumlu bir etki

yaptidi belirlenmistir (Kulaksiz ve Dagkin 2009).

Atessahin ve ark. (2008), Ankara teke spermlerini, tris bazlh sulandiriciyla ayri
ayri sistein (5, 10, 15 mM), taurin (25, 50, 75 mM) ve trehaloz (25, 50, 75 mM) ekleyip
seyrelterek dondurmuslardir. Sulandiriciya 15 mM sistein ilavesi, en yuksek moatilite
oranini vermis ve %61.43 olarak tespit edilmistir. Donma-g6zilme surecini takiben
onemli bir gelisme gozlenmemigtir. Bu yuzden, sperm sulandiricisina taurin, trehaloz
veya sisteinin ilavesinin Ankara tekelerinde ¢ézdirilme sonrasi motilite, akrozomal
butunlik, sperm membran butinligld ve MDA seviyeleri Uzerinde yararh bir etkisinin

olmadigi belirlenmistir.



37

Bucak ve Uysal (2008), Saanen teke spermini 5 mM sistein, 25 mM taurin, 50
mM trehaloz katillan ve antioksidan kullaniimayan tris kontrol grubu sulandiricilariyla
dondurduklari spermlerden, ¢dzdiUrilme sonrasi sirasiyla %64, %46, %54, %53’l0k
motilite elde etmiglerdir. Motilite yuzdesi en yuksek olan sulandirici, 5 mM sistein ilave

edilen grup olmustur ve oranida %64 olarak belirlenmigtir.

Mara ve ark. (2007), teke spermini yagsiz sut tozu, tempol ve
tempol+hiyaluronik asit sulandiricilar kullanarak, 4°C’'de 24 saat kisa sireli olarak
saklamis ve hiyaluronik asit eklenmis sulandirici grubunun sperm motilitesini daha iyi
korudugunu bildirmislerdir. 24 saat sonunda tempol+hiyaluronik asit igeren

sulandiricida motilite orani %60 olarak tespit edilmistir.

2.15. Teke Sperm Kriyoprezervasyonda Kullanilan Flavonoidler ile Illgili

Literatiirler

Mustofa ve ark. (2021) yaptiklari ¢alismada, sperm sulandiricisina yesil cay
ekstraktt (GTE) eklenmesinin, ¢oézdurilmis Kacang teke sperminin Kkalitesi ve
mitokondriyal deoksiribonukleik asit (mtDNA) mutasyonu Uzerinde etkisinin
belirlenmesini amaglamiglardir. 12 adet Kacang tekesinden toplanan spermler
havuzlanmig, TO, T1, T2 ve T3 grubu olarak, sirasiyla 0, 0.05, 0.10 ve 0.15 mg
GTE/100 ml igeren yagsiz sut-yumurta sarisi sulandiricisinda seyreltilmigtir. T2
grubunun (0.10 mg GTE/100 ml), ¢dzdlrildikten sonra Kacang tekelerinde en yiksek
sperm kalitesini korudugunu goézlemlemiglerdir. T2 grubunda sperm canlilik, motilite,
plazma membran batinligunun en yuksek seviyede korundugunu ve en dusiuk MDA
konsantrasyonu, sperm DNA fragmentasyonu ve mtDNA mutasyon sikhgi ylzdelerini

tespit etmislerdir.

Wahjuningsih ve ark. (2021a) calismalarinda, teke sperm sulandiricisina farkli
konsantrasyon seviyelerinde (%0, 2, 4 ve 6) su yoncas! (Marsilea crenata) ekstrakti
(WCE) ilavesinin ¢ozdurilmuis Boer teke spermleri tzerindeki etkisini arastirmiglardir.
Sonuglar, Tris-fruktoz-sitrik-gliserol sulandiricisina WCE takviyesinin, motilite, canhlik
ve plazma membran butunlugu parametrelerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu,
ancak anormallikler Uzerinde herhangi bir etkiye sahip olmadidini gdstermistir.
Arastirma, dondurulmus teke spermini korumanin en iyi yolunun, tris-fruktoz-sitrik-

gliserole %4 WCE eklemek oldugunu gdstermistir.
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Wahjuningsih ve ark. (2021b) yaptiklari calismada, teke sperm sulandiricisina
farkli seviyelerde siyah cincau (Mesona palustris B.) yapragi ekstrakti (% 0, 1.5, 2 ve
2.5) ilavesinin ¢dzdUridlme sonrasi teke sperminin kalitesi Uzerindeki etkisini ve in vivo
fertilizasyonu test etmislerdir. %2 siyah cincau yapragi ekstrakt ile takviye edilmis
sulandiricinin, motiliteyi, canlihgi ve plazma membran buatunliginu korudugunu,
dondurulduktan sonra spermin MDA seviyesini dustrdugini ve fertilizasyon oranini

artirdigini ortaya koymuslardir.

Hassan ve ark. (2021) yaptiklari arastirmada, farkli konsantrasyonda Turraea
fischeri yapragi ekstraktini (TFLE: 0, 125, 250 ve 375 ug/ml) teke sperm sulandiricisina
ilave etmis ve dondurmuslardir. Cézilme sonrasi, TFLE konsantrasyonuna bagli olarak
motilite, canlilik ve membran bitlnliguinde iyilesme derecesinin arttigi tespit edilmistir.
Akrozomal membran butinlidu ve anormal sperm orani, ekstraktan 6nemli 6lglide
etkilenmemistir. Ayrica, 375 ug/ml TFLE'de nekrotik sperm orani énemli 6lglide daha
dusuk bulunmustur. Sulandiriciya TFLE eklenmesi doza bagl olarak teke sperminin
toplam antioksidan kapasitesini (TAC) artirmis ve H,O, konsantrasyonunu azaltmistir.
375 pg/ml TFLE’nin teke spermi sulandiricisina ilavesi, antioksidan kapasiteyi
koruyarak kriyoprezerve edilmis spermin fonksiyonel ve ultrastriktirel o6zelliklerini

iyilestirmis, béylece membran hasarini dnlemis ve apoptozu azaltmistir.

Ariyan ve ark. (2021), Tribulus terrestris etanol ekstrakti (TEE; 25, 50 ve 100
pg/ml) ve Cinnamomum zeylanicum etanol ekstrakti (CEE; 25, 50 ve 100 pg/ml) ve ek
olarak trehaloz (150 mM) ilavesinin teke epididimal sperm fertilizasyonu Uzerindeki
etkisini arastirmiglardir. 50 ug/ml TEE ve 50 ug/ml CEE tek basina ilavesi ve ek
trehaloz iceren sulandiricilarda canlilik, motilite ve progresif motilite oranlari dnemli
Olcide artmis ve MDA konsantrasyonu seviyesi azalmistir. Ayni zamanda DNA
fragmentasyonu azalmis ve bozulmamig sperm baslarinin orani iyilesmistir. Ayrica, 50
pg/ml TEE ilavesi, diger ilave edilenler arasinda en dusuk DNA fragmentasyonunu

gOstermistir.

Azimi ve ark. (2020), teke sperm sulandiricisina semizotu sulu (PAE), metanolik
(PME; 25, 50 ve 100 pg/ml) ve etanolik (PEE; 25, 50 ve 100 pg/ml) ekstraktlarinin
ilavesinin teke sperm parametreleri, DNA fragmentasyonu ve apoptoz oOzellikler
Uzerindeki etkisini degerlendirmislerdir. Sulandiriciya PME 50 pg/ml ilavesinde, en
yuksek toplam motilite, en dlsik MDA seviyesi, plazma membranlarinin bittnliginde
artis ile daha disuk miktarlarda apoptotik ve 6l sperm hicreleri tespit edilmistir. Bu

calismanin sonuglari, 50 pg/ml semizotu ekstraktlarinin kriyoprezervasyon icin
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kullanilabilecegini ve metanolik ekstrakti sonuclarinin diger ekstraktlara goére daha

faydali oldugunu ortaya koymustur.

Borges ve ark. (2020), teke spermlerinin kriyoprezervasyon surecinin farkli
asamalarinda QUE katilarak antioksidan etkisini arastirmiglardir. Doért tekenin her
birinden bes ejakulat toplanmis ve doért gruba ayrilmigtir: G1 (kontrol): QUE olmayan;
G2: santrifijden 6nce, sperm+15 uM QUE; G3: santrifijden sonra, sperm+15 uM QUE;
G4: santrifijlemeden 6nce, sperm+15 uM QUE ve santriflijlemeden sonra, sperm+15
MM QUE (toplam 30 uM QUE) ilave edilip dondurularak saklanmistir. Tim sperm
ornekleri, ¢dézdlirmeden sonra sperm kinetigi, plazma membran butinligid ve ROS
seviyeleri acisindan degerlendiriimistir. Daha dusik ROS konsantrasyonlari
antioksidan takviyesi alan gruplarla iligkili olmasina ragmen, toplam ve progresif
motilitesinde lineer ve doza bagl azalmalar gbézlenmistir. Benzer sekilde, plazma
membran butunligd kontrol grubunda, QUE uygulanan gruplara gore daha iyi
korunmustur. Sonug olarak QUE, sperm dondurarak saklamayla ilgili OS’yi azaltmada
etkili olmasina ragmen, donmus teke sperminin kinetigi ve butlinligld Gzerinde doza
bagl zararl etki gostererek test edilen konsantrasyonlarda kullanimiyla cgelistigi tespit

edilmistir.

ismail ve ark. (2020), Tris sulandiricisina 50 veya 100 g ilave edilen farkl bitki
ekstrakt nanoformulasyonlarinin (NF) [nane (MENF), kekik (TENF) ve kurkumin
(CENF)] dondurularak saklanan teke sperminde, sperm Kkalitesi, apoptoz, kromatin
yogunlasmasi, enzim aktivitesi ve kriyoprezerve edilmis teke sperminin oksidatif
durumu Uzerindeki etkileri degerlendirilmigtir. 100 ug duzeyindeki CENF’ler spermlerin
dondurularak saklanmasi sirasinda TENF’ler ve MENF’lerden daha fazla sperm
parametrelerinde ve antioksidan durumunda iyilesme gosterdigi belirlenmistir.
CENF’ler, TENF’ler ve MENF’lerle karsilastiriidiginda, kriyohasari 6nleme ve
spermlerin kriyotoleransini destekleme acisindan, ¢oézdirme sonrasi teke sperminin
kalitesini iyilestirmigtir. Kurkumin ekstraktinin, spermlerin progresif motilitesini,
canlihgini, membran butunliguni, apoptozu ve oksidatif durumu iyilestirdigi tespit
edilmistir. Kurkumin ekstrakt nanoformulasyonlarinin, teke sperminin kromatin

yogunlagmasini azalttigi belirtilmigtir.

Silva ve ark. (2019), katesin veya epigallokatesin-3-gallat (EGCG)'nin farkl
konsantrasyonlarinin  teke  sperminin  dondurulabilirligi ~ Gzerindeki  etkilerini
arastirmiglardir. 6 adet tekeden, suni vajen yontemiyle 48 saat arayla toplamda 72

ejakllat toplanmisgtir. Kitle hareketi = 3, motilite 2 %70, vigor = 3, konsantrasyon = 2 x
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10° sperm/ml ve toplam sperm patolojileri < %20 kriterlerine sahip spermler segilip
havuzlanmistir. Her bir semen érnedi 1:9 oraninda diliie edilmistir. iki deney grubu
olusturulmus; 1. Deney grubu: 0, 15, 25, 50, 75 ve 100 uM katesin ve 2. Deney grubu:
0, 15, 25, 50, 75 ve 100 yM EGCG ile dondurulmustur. Coézdirildikten sonra
numuneler, O ve 1 saatte kinematik, plazma membrani ve akrozom butunlugu, morfoloji
ve OS acisindan degerlendirilmistir. Katesin eklenmesi, plazma ve akrozomal
membran butinligd, normal morfoloji ve OS olmadan sperm igeren hicrelerin
ylzdesini artirmamistir. Bununla birlikte, 100 uM EGCG ilavesi, ¢ézuldikten hemen
sonra plazma membran bitlinliginid korumus ve ayni zamanda doza bagh bir etki
gOstermistir. Boylece, katesin veya EGCG, daha ylksek konsantrasyonlarda, donmus
teke sperminin kinematigini gecici bir sekilde inhibe ettigi ve 100 yM EGCG’nin plazma

membranini korudugu gosterilmistir.

Wahjuningsih ve ark. (2019a), temel sperm seyrelticisi (yumurta sarisi-yagsiz
sut) icine su yoncasi (Marsilea crenata) ekstrakti (WCE) eklenmesinin ¢dzdurilme
sonras| sperm parametreleri (motilite, canhlik, plazma membran bitinliglu ve sperm
anomalisi) Uzerinde etkisini degerlendirmiglerdir. 3 adet Boer tekesinden 5 hafta
boyunca, haftada iki gin suni vajen ydntemi kullanarak sperm &rneklerini
toplamiglardir. Calismada kullanilan spermler, en az %70 motiliteye ve maksimum %10
anomaliye sahip olanlardan secilmigtir. Alinan spermler yumurta sarisi + yagsiz st
seyrelticisi ile 1:10 oraninda sulandiriimistir. Sperm oOrnekleri, TO (yumurta sarisi-
yagsiz sut + %0 WCE), T1 (yumurta sarisi-yagsiz sut + %1 WCE), T2 (yumurta sarisi-
yagsiz sut + %3 WCE) ve T3 (yumurta sarisi-yagsiz sit + %5 WCE) olmak lGzere 4
gruba ayrilmistir. Dondurma ve ¢ozdirme sonrasi spermlerin motilite, canlilik, plazma
membran butinligu ve sperm anomalisi dizeylerine bakilmigtir. Sonuglar, yumurta
sarisi-yagsiz sut sulandiricisina WCE eklenmesinin, spermin motilitesi, canlihgi ve
plazma membran batinlugu Gzerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugunu, ancak sperm
anormallikleri Gzerinde oOnemli bir etkiye sahip olmadigini gostermigtir. Arastirma,
yumurta sarisi-yagsiz sut sulandiricisina %3 WCE eklenmesinin, dondurulmus teke

sperminin kalitesini korumak igin en iyi konsantrasyon oldugunu gostermigtir.

Wahjuningsih ve ark. (2019b), CEP-2 yumurta sarisi sulandiricisinda bulunan
Moringa oleifera yapragi ekstraktinin (MLE), Senduro teke sperminin gézdurme sonrasi
sperm Kkalitesi Uzerindeki etkisini degerlendirmiglerdir. Ejakulatlar, suni vajen
kullanilarak olgun bir tekeden on hafta boyunca haftada bir toplanmistir. Cesitli
konsantrasyonlarda MLE (%1, 3, 5 ve 7) iceren CEP-2 yumurta sarisi sulandiricisi

hazirlanmigtir. Semen kalitesi, ¢o6zduruldikten sonra sperm motilitesi, canliligl,
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anormalligi ve plazma membran butinligine goére degerlendiriimistir. Sonug, CEP-2
yumurta sarisi sulandiricisi igine farkli konsantrasyonlarda MLE eklenmesinin, sperm
motilitesi, canliigi ve membran butinlugl yuzdesi Uzerinde 6nemli bir etkiye sahip
oldugunu gdstermigtir.  Ancak, anormallik bakimindan &nemli bir etkisi
gbzlemlenmemistir. Sonuglar, semen sulandiriciya %5 MLE eklenmesinin ¢ézdirme

sonrasli sperm Kkalitesini iyilestirdigini ortaya koymustur.

Senduro tekesinden sperm ornekleri haftada iki kez suni vajen yoluyla
alinmistir. Bu arastirmada, sperm sulandiricisina MLE ilave edilerek dondurulmus
Senduro teke spermlerinin kalitesi ve fertilizasyon Uzerindeki etkisi analiz edilmistir.
Motilitede minimum %70’in Uzerinde ve anormallikte %10’dan az olan Ornekler
segcilmistir. Semen, Tris-yumurta sarisi sulandirici iginde seyreltiimis ve sirasiyla %0, 1,
3 ve 5 MLE ile desteklenmigstir. %3 MLE kullanimi, ¢6zllme sonrasi en yuksek semen
kalite 6zellikleriyle sonuglanmistir. Tris-yumurta sarisi sulandiricisina %3 MLE ilavesi,
Senduro tekesinin donmus sperminin Kkalitesini ve fertilizasyonunu iyilestirmistir
(Wahjuningsih vd 2019c).

Mao ve ark. (2018), kadmiyum (Cd*?) tarafindan indiiklenen OS altinda QUE’nin
teke spermleri ve zigotlar Uzerindeki etkisini arastirmiglardir. Tekelerden toplanan
spermler, 60 uyM CdCl,, 60 ypM CdCl, + 10 yM QUE, 10 uM QUE ve higbir sey
icermeyen kontrol grubu olmak lizere 4 gruba ayriimistir. Ornekler, 4, 8 ve 12 saat

+25

boyunca inklbe edilmistir. Calismada, QUE, teke sperminde Cd"“nin neden oldugu
MDA ve ROS dlzeylerini azaltmistir, bu da spermin motilite, canliik, membran
bGtinlGglu ve mitokondri aktivitesi gibi ozelliklerini iyilestirmistir. Ozetle, QUE’nin
eklenmesi, sperm Kkalitesini, fertilizasyon oranini ve teke erken embriyolarinin in vitro
gelisim kapasitesini etkili bir sekilde iyilestirmistir. Cd*? tarafindan indiiklenen OS
altinda, QUE ilavesinin mitokondriyal fonksiyonu korudugunu ve GSH-Px, CAT, GSH
ve SOD dahil olmak uzere antioksidan tirlerinin aktivitelerini veya miktarlarini

artirdidini ve daha az peroksidasyon urlinlerine yol acgtigini gostermigtir.

Maidin ve ark. (2018), 5 adet Jermasia tekesinden toplanip havuzlanmis
spermleri kullanmisglardir. Spermler, tris-yumurta sarisi sulandiricisina Nigella sativa
(corek otu) yagi, bal ve ikisinin kombinasyonu ilave edilmis ve gruplara ayrilmigtir;
Kontrol (ilave yok), Grup 1 (%0.5 ¢drek otu), Grup 2 (%2 bal) ve Grup 3 (%0.5 ¢orek
otu ve %2 bal). Spermlerin tim parametreleri, semen toplandiktan hemen sonra ve
dondurulduktan 48 saat sonra ¢ozdurllip degerlendirilmistir. Sperm parametreleri,

semen toplandiktan sonra 0, 0.5, 1, 1.5 ve 2 saat sonra gdzlenmistir. Sonuglar, ¢orek
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otu yagi (Grup 1; sirasiyla %73.8 ve %72) ve bal (Grup 2; sirasiyla %73.3 ve %72)
ilave edilenlerden 1.5 ve 2 saat sonra yeni toplanmis sperm motilitesinin, kontrollerden
(%93 ve %79,8 motilite) %20 (1.5 h) ve %8 (2 h) olarak daha dusuk oldugunu
gOstermistir. Progresif skor ve sperm anormalligi gruplar arasinda anlamli
bulunmamigtir. Grup 3’te (%60.33 motilite; ¢érek otu ve bal ile desteklenmisg) 0. saatte
¢bzdurme sonrasi semen motilitesinin, kontrollere (%24.33 motilite) kiyasla daha
yuksek oldugu, 0.5 saatte grup 3'te motilitenin (%61.83) 0. saate gore daha yuksek
oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle, ¢érek otu yagi ve balinin teke sulandiricisina ilave
edilmesinin, sperm plazma membranini OS’ye bagh hasarlardan korudugu ve

kriyoprezervasyon sirasinda buz kristali olusumunu 6nledidi ileri strilmustar.

Daramola ve ark. (2017b), Bati Afrika clicesi tekelerinin spermlerini, mucuna
tohumu ekstrakti (MSE) ilave edilmis tris sulandiricisiyla seyreltmis ve daha sonra
vitrifiye edilmis spermlerin, fonksiyonel bitlnlikleri (akrozom ve membran buttnlikleri)
ve OS indekslerini (MDA ve akrosin aktivitesi) arastirmiglardir. Semen 6rnekleri, tris
sulandiricisina farkli oranlarda; 0, 0.25, 0.5, 0.75 ve 1 g/100 ml MSE ilave edilerek
seyreltiimigtir. Sonuglar, MSE ile vitrifiye edilen spermin kontrole kiyasla MDA
konsantrasyonlarini azalttigini ortaya koymustur. 0.25 g MSE disindaki tium gruplar
kontrole kiyasla daha yiksek akrosin aktivite gostermistir ve optimal degerler 1 g
MSE’de kaydedilmistir. Bulgular, tris sulandiricilarina MSE ilavesinin akrosin aktivitesini
artirdigini, MDA konsantrasyonunu azalttigini ve vitrifiye edilmis teke spermlerinin

akrozom ve membran butunliklerini korudugunu gostermigtir.

Seifi-Jamadi ve ark. (2017), enzimatik olmayan bir antioksidan olarak QUE’nin,
gliserol veya dimetilasetamid (DMA) ile kombinasyon halinde, teke sperminin
dondurulmasi Uzerindeki etkinligini degderlendirmislerdir. Ejakulatlar, 4 saglkli olgun
Mahabadi tekesinden suni vajen kullanilarak haftada iki kez art arda u¢ hafta boyunca
toplanmigtir. Calisma suiresi boyunca toplam 24 ejakulat kullanilmisgtir. Tim ejakdlatlar,
= %80 motilite ve £ %10 morfolojik anormalliklere sahip olanlar ¢alisma grubuna
alinmigtir. Ejakulat érnekleri 6 esit pargcaya bolinmustir. %5 gliserol ve DMA ile birlikte
farkli konsantrasyonlarda QUE (0, 10 ve 20 uM) ile desteklenen yumurta sarisi bazl
sulandirici ile seyreltilmistir. Sulandiriimis semen dondurulmus ve ¢6zdurildikten
sonra spermler motilite, canhlik, anormallik, membran bitinligu ve LPO icin MDA
degerlendirilmigtir. Sonuclar, DMA iceren sulandiricida sperm canlldi, toplam motilite
ve progresif motilitenin daha yuksek oldugunu, anormallik ylzdesi ile MDA
konsantrasyonunun daha disuk oldugunu goéstermistir. Sonug olarak, sulandiricinin

DMA ile kombinasyon halinde 10 pM QUE ile takviyesi, teke sperm motilitesini



43

iyilestirmis ve dondurma ve c¢o6zdirilme sonrasi LPO’sunu baskilamigtir. Ayrica
DMA’nIn, teke spermi dondurulmasinda daha etkili bir KPA oldugu ve bir KPA olarak

gliserole alternatif olabilecegi sonucuna variimistir.

Silva ve ark. (2016), farkli konsantrasyonlarda trans-RSV veya QUE’nin teke
sperminin kriyoprezervasyona dayanma kabiliyeti Uzerindeki etkisini
degerlendirmislerdir. Altt  tekeden elde edilen alti sperm havuzu, farkl
konsantrasyonlarda RSV veya QUE ile muamele edilmis (Deney 1: 0, 15, 25, 50, 75 ve
100 uM RSV; Deney 2: 0, 15, 25, 50, 75 ve 100 uM QUE) ve dondurulmustur.
Cozdurdldikten sonra spermler, 0 ve 1 saatlik inkibasyonun ardindan sperm
kinematigi, plazma ve akrozomal membran butlnliglu, morfolojisi ve OS agisindan
degerlendirilmistir. 1 saatlik inkibasyondan sonra, 15, 50 ve 75 uyM QUE ilave
edilenlerde, toplam motilite ve ayrica tim QUE konsantrasyonlarindaki plazma
membran butunlugu 0. saate gbre daha dusuk ¢ikmistir. Bu ¢calismada, RSV veya QUE
varlhiginda, plazma ve akrozomal membran butinligu, sperm morfolojisi ve OS

parametrelerinin degismedigi belirtiimigtir.

2.16. Nepeta L. Cinsinin Genel Ozellikleri

Nepeta L., Lamiaceae familyasinin en blyuk cinsidir (Goldansaz vd 2019,
Sharma vd 2021). Bu cinsin ¢ogu aromatik olan yaklasik 300 tlrd bulunmaktadir (Acar
vd 2011, Formisano vd 2011). Dlnya genelinde yayilis gbsteren bu cins, genellikle ¢ok
yilhk bitkileri icerir (Sariktrk¢t vd 2019). Bu turler, kediler Gzerindeki etkilerinden dolayi
catnip veya catmint olarak bilinir. Ana bilesenleri nepetalaktondur (Agar vd 2011).

Nepeta turleri Turkge’de “kedi nanesi” olarak bilinir (Yiimaz vd 2020).

Bircok alanda yayilis gOsteren cins Nepeta L.’nin adi, Roma déneminde ve
glinimiizde yaygin olarak italya’nin Nepi sehri merkezli catmints olarak bilinen

Nepete’den gelmektedir (Sharma ve Cannoo 2013, Acimovic vd 2020).

Nepeta turlerinin genellikle Avrupa, Guney-Bati ve Orta Asya, Kuzey Amerika,
Kuzey Afrika (Acar vd 2011, Acimovic vd 2020) ve Akdeniz bdlgelerinde lokalize oldugu
gorilmektedir (Akdeniz vd 2020, Yilmaz vd 2020). Nepeta cinsinin ana gesitlilik
merkezi Guneybati Asya ve Bati Himalayalar'dir (A¢ar vd 2011). Endemizm orani %50
(Acar vd 2011, Acimovic vd 2020) olan Nepeta (Lamiaceae) cinsi Turkiye'de 19'u

endemik olmak Uzere toplam 50 takson, 39 tur ile temsil edilmektedir (Yilmaz vd 2020).
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Birgok bitkisel ugucu yag, ¢esitli hastaliklarin ve patolojik durumlarin tedavisinde
faydali olan tibbi 6zelliklere sahiptir (Salehi vd 2018). Nepeta bitkileri halk arasinda
idrar sokturtcu, spazm giderici, astim 6nleyici (Goldansaz vd 2019, Kaska vd 2019),
balgam sokturlcu, ©Oksurik kesici (Sharma vd 2021), sakinlestirici, antiseptik
(Sarikirkct vd 2019), ates dusdrucd, alerji dnleyici (Ashrafi vd 2020) ve kas gevsetici
olarak kullaniimaktadir (Akdeniz vd 2020).

Nepeta tirleri, antioksidan (Azizian vd 2021), antikanser, antiparazit (Ashrafi vd
2020), antibakteriyel, antiinflamatuar (Kaska vd 2019, Sitarek vd 2020), antiplatelet,
antianjiyogenez (Al-Sheddi vd 2018), antimikrobiyal, antiviral (Sharma ve Cannoo
2013, Afshar vd 2017), antifungal, insektisit (Stntar vd 2018, Sharma vd 2021),
sitotoksik, fitotoksik (Formisano vd 2011), genotoksik, apoptoz indiiksiyonu (Sintar vd
2018), antitimor, larvisit, analjezik, antidepresan, antikonvilsan gibi ¢ok sayida
biyolojik aktiviteye sahiptir (Suntar vd 2018, Akdeniz vd 2020).

Nepeta tiirleri, zengin fitokimyasal icerikleri ile dikkat ¢ekmektedir (Safak vd
2022). Nepeta cinsine ait tdrlerin fitokimyasal bilesimi, 6zellikle ana bilesenleri
nepetolakton izomerleri (Azizian vd 2021), terpenler (monoterpen, diterpen, triterpen ve
seskiterpen), fenolik asitler, flavonoidler ve steroidlerden olusur (Akdeniz vd 2020,
Sharma vd 2021, Safak vd 2022). Bu bitkilerden elde edilen ugucu yadlar, hos kokulari
nedeniyle gok degerlidir (Sarikirk¢u vd 2019) ve monoterpen 6zellikle de nepetalakton
bakimindan zengindir (Formisano vd 2011). Flavonlar, flavonoller, flavanoller ve
flavanon dahil olmak Gzere Nepeta turlerinden farkli tirlerde otuz besten fazla flavonoid
izole edilmistir (Sharma vd 2021). Cirsimaritin, izotimusin, genkwanin, luteolin,
apigenin, salvigenin gibi flavonoidler (Sharma vd 2021, Safak vd 2022) birgok Nepeta
turinde bulunmaktadir ve bu cinsin ayirt edici bir kemotaksonomik 6zelligi olarak iglev
gorurler (Sharma vd 2021).

N. menthoides (Delshad ve Parvizi 2014), N. cataria L. (Emami vd 2016), N.
deflersiana (Al-Taweel vd 2017), N. gloeocephala (Ashkezary vd 2017) gibi farkh
Nepeta turlerinden elde edilen ugucu yag ekstraktlarinin cesitli insan kanser hicre
hatlarinda apoptotik aktivitesi aragtiriimistir. Ayni zamanda, N. Deflersiana’nin (Al-oqail
vd 2015, Al-Sheddi vd 2018) antikanser ve N. cataria var. citriodora (Becker), N. cataria
L. (Suschke vd 2007), N. menthoides Boiss & Buhse (Kahkeshani vd 2014), N.
ucrainica L. spp. kopetdaghensis (Shakeri vd 2014), N. sintenisii Bornm (Shakeri vd
2016), N. binaloudensis (Afshar vd 2017), N. curvidens Boiss. & Balansa (Ashrafi vd
2020), N. govaniana (Dar vd 2014), N. heliotropifolia ve N. congesta subsp. kriptotanta
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(Akdeniz vd 2020), N.rtanjensis Diklic & Milojevic, N.sibirica (Tsuruoka vd 2012) gibi
Nepeta tdrlerinin sitotoksik potansiyellerini dederlendirmek igin ¢esitli calismalar

yapilmigtir.

Nepeta tirleri arasinda, N. cataria L. en ¢ok calisilan tirdir. Ote yandan
arastirmalarin N. cataria disinda bircok Nepeta tlrine de odaklandigi géralmustar.

Nepeta tlrlerinin _tibbi 6zellikleri genellikle ucucu vyadlarindan ve flavonoidlerinden

kaynaklanmaktadir. Nepeta turlerinin blyik ¢cogunlugu yapraklarinin yizeyinde flavon

grubunun lipofilik flavonoidlerini icerir. Antioksidan ve serbest radikal temizleme
kapasiteleri nedeniyle, bu bitkiler terapoétik etkiler gosteren etkili bilesenleri icermektedir
(Delshad vd 2011).

Nepeta cinsinden izole edilen ugucu yaglar, yagdaki nepetalakton varligina
bagl olarak iki gruba ayriimistir. Kategori-l, ugucu yaglarinda ana bilesen olarak
nepetalakton ve tiirevine sahip tirlerden olusmaktadir. Ote yandan, kategori-1I tiirler
nepetalakton disindaki bilesikleri ve bunlarin tdrevlerini (1,8-sineol, a-citral, B-
citronellol, nerol, limonen, linalool, neral, a-pinen, a-terpinolen, terpinen-4-ol, 3-elemen,
B- karyofilen, karyofilen oksit, B-farnesen vb.) igerir (Sharma ve Cannoo 2013, Sharma
vd 2021).

Literaturler, Nepeta cinsinin farkl tarlerinden esansiyel yaglarin izolasyonunun,
esas olarak Clevenger tipi aparat kullanilarak buhar ve hidrodistilasyon yoluyla
gergeklestirildigini ortaya koymustur. izolasyon siiresi 2 ila 6 saat arasinda degisebilir,
ancak ¢ogu durumda 3 saat olmustur. Ayrica, iyi sonuclar elde etmek igin esansiyel
yag izolasyonu icgin gerekli olan bitki materyalinin agirlikli olarak tam ciceklenme

déneminde toplanmasi 6ngorulmustir (Sharma vd 2021).

2.17. Nepetaitalica subps. cadmea

Nepeta cadmea Boiss, A.L. Budantsev tarafindan Nepeta italica’nin bir alt
turdne indirgenmistir ve Nepeta italica subsp. cadmea (Boiss.) [Bot. Zhurn. (Moscow &
Leningrad) 76(11): 1603 (1992)] olarak duzenlenmigtir. Ayrica Nepeta italica subsp.
cadmea (Boiss.), Nepeta cadmea Boiss. ile sinonimdir. Nepeta italica L. subsp.
cadmea (Boiss.) A.L. Budantsev, Nepeta cinsinin endemik tirlerinden biridir ve
Tarkiye’nin Bati, Glney ve Gilneybati Anadolu bdlgelerinde yayilis gdstermektedir

(Dirmenci 2003). Turkgede "honaz pisikotu" olarak bilinen endemik tir N. cadmea
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Boiss., otsu, gok yillik, genellikle aromatik, ugucu yag icerigi bakimindan zengin bir
bitkidir (Dirmenci 2012, Yilmaz vd 2020).

Bu bitkiler gdvdelerinde dik ve yogun salgi tlayleri iceren 30-120 cm
uzunlugunda birka¢ dal bulundurur. Nepeta italica subsp. cadmea (Boiss.) bitkisinin
yapraklari Gggen-ovat 3-6x1-3 cm boyutlarinda ve yesildir. Ciceklenme, ¢ok sayida
cicekli vertisillatlar seklinde, en alttakiler belirgin bir sekilde birbirinden ayri,
yukaridakiler internodlar halinde goérilemeyecek kadar yakin, vertisillatlar oldukc¢a kisa
saphdir. Kaliks tibuler ve 9-12 mm uzunlugundadir. Korollasi, sari baslikli ve beyaz alt
dudakhdir ve boyutlari 12-15 mm’dir (Davis 1982, Yiimaz vd 2020) (Sekil 2.6).

Tarkiye'nin endemik turlerinden Nepeta cadmea Boiss., antioksidan potansiyeli
ve fenolik bilesik karakterizasyonu acisindan incelenmistir. Kaska ve ark. (2018)
yaptiklari calismada, N. cadmea’nin cesitli ekstraktlarinin (etanol, metanol, aseton ve
su) fenolik bilesiklerini, antioksidan, antihelmintik ve sitotoksik aktivitelerini
belirlemiglerdir. N. cadmea’nin c¢esitli ekstraktlarinin arasinda, sulu ekstrakti en ytksek
miktarda radikal sUplrme potansiyeli gostermistir. Diger ekstrakt kombinasyonlarina
gore, aseton ekstraktinin toplam flavonoid icerigi daha yiksek, 77.09 £ 8.69 mgQEs/g
olarak tespit edilmistir. Ayrica etanol ekstraktinin fenolik igerigi HPLC kullanilarak
incelenmis ve epikatesin, klorojenik ve kafeik asitler belirlenmistir (Kaska vd 2018).
Baska bir arastirmada, Nepeta italica subsp. cadmea’nin hidroetanolik ekstraktinin total
flavonoid igerigi 60.89 + 1.30 mgQEs/g olarak bulunmustur (Kaska vd 2019). Nepeta
italica subsp. cadmea ekstrakti naringin, epikatesin, kuersetin, rutin gibi flavonoidler
icermektedir (Kaska vd 2018, 2019).
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Sekil 2.6 Nepeta italica subsp. cadmea

2.18. Hipotez

Nepeta italica subsp. cadmea bitkisi esansiyel yaginin en etkili dozunun, Ankara

tekesi sperma kriyoprezervasyonunda kriyoprotektif etkisi olabilir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Nepeta italica subsp. cadmea Bitkisinin Toplanmasi ve Ekstraktinin

Hazirlanmasi

Nepeta italica subsp. cadmea 6rnekleri, Temmuz-Adustos aylarinda Denizli ili
Honaz Dagrndan toplanmistir (T.C. Tarim ve Orman Bakanhgi, Doga Koruma ve Milli
Parklar Genel Mudurligi’nden, 09.07.2020 tarihinde arastirma izni alinmigtir). Bitkiler,
karanlik ve nem almayan ortamda 4 hafta boyunca surekli takip edilerek kurutulmustur.

Daha sonra kurutulan bitkilerin gicek, yaprak, tohum ve gdvdeleri kiiglik parcalara

ayrilarak parcgalayicida 6gutiimus ve toz haline getirilmigtir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Kurutulmus ve 6gutliimis Nepeta italica subsp. cadmea

Bitki ekstraktinin eldesi, distilasyon ydntemlerinden, su distilasyonu
(Hidrodistilasyon) ile Clevenger diizenegi kullanilarak yapilmistir. islem, sogutucu ile
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baglantili bir cam balon icerisindeki su ve bitki (toz) materyalinin 4-6 saat sure ile
kaynatilarak, su buhari ile birlikte hareket eden yad molekillerinin sogutucuda
yogunlastirilip sudan ayristirimasiyla gergeklestiriimistir (Sekil 3.2). Elde edilen,
esansiyel yag, amber sisede 4°C’de saklanmistir.

Sekil 3.2 Clevenger diizenegi ile ekstrakte edilmis Nepeta italica subsp. cadmea yagi

3.2. Tekelerin Temini ve Bakimi

Calismamiza, Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu'ndan
09.09.2019 tarihinde PAUHDEK-2019/28 ile 30.11.2021 tarihinde degisiklik talebimiz
nedeniyle PAUHDEK-2021/01 ile onay verilmistir. Bu ¢alismada, 2-4 yaslarinda 5 adet
ergin Ankara tekesinden (Sekil 3.3) alinan ejakulatlar kullaniimigtir. Tekelerin bakimi ve
beslemesi Selguk Universitesi Veteriner Fakultesi Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde
yapilmistir. Hayvanlara, gunlik ihtiyaclarini karsilayacak kadar uygun yem ve su

verilmistir.
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Sekil 3.3 Calismada kullanilan Ankara tekeleri

3.3. Sperma Alinmasi

Arastirmamizda kullandigimiz 5 adet tekeden, elektroejakulasyon cihazi (Sekil
3.4) ile treme mevsiminde, haftada 3 kez olmak Uzere 6 hafta suresince ejakulatlar
alinmigtir. Alinan ejakulatlar (Sekil 3.5), 35-37°C’de su banyosunda bekletildikten
sonra, uygun 6zellie sahip (sperma yogunlugu =2x10° spermatozoa/ml; motilite =%

80) olanlar birlestirilerek dondurma islemine gegilmistir.



Sekil 3.4 Elektroejakulator

Sekil 3.5 Elektroejakulator kullanilarak alinan semen numuneleri
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3.4. Sperma Dondurulmasinda Kullanilan Tris Ana Stok Sivisinin Hazirlanmasi

Trizma: 297.58 mM, Sitrik asit: 96.32 mM, Fruktoz: 82.66 mM dozlarinda 500
ml'de olacak sekilde tartilip, distile suyla 500 ml'ye tamamlanmistir. Hazirlanan
solUsyon uzerine 0.5 ml penisilin-streptomisin-amfoterisin B karisimi eklenmis, pH’si
6.90 ve ozmotik basinci 304 mOsm/kg olarak ayarlanmistir. Spermanin dondurulma
isleminde, Tris Ana Stok Sivisi Uzerine %15 oraninda yumurta sarisi ilave edildikten
sonra santriftj edilmistir. Supernatantlari alinip %5 oraninda gliserol ilave edildikten
sonra temel sulandirici olusturulmustur. Sollisyon 60°C’de 5 dakika bekletilmistir
(Evans vd 1987, Bucak vd 2010).

3.5. Nepetaitalica subsp. cadmea Esansiyel Yaginin ve Gruplarin Hazirlanmasi

Yagin ¢ézinebilmesi icin 0.5 ml yag Gzerine 1 ml DMSO ilave edilmistir. Yagin
¢6zindiginden emin olmak igin, Uzerine Tris Ana Stok eklenerek kontrol edilmistir.
Ardindan bu hazirlanan yag karisimindan, sulandirici gruplari hazirlanmistir. Deney
gruplari, temel sulandirici (kontrol), ve bu sulandiriciya Ug¢ farkli dozda Nepeta italica

subsp. cadmea esansiyel yagi eklenerek olusturulmustur.

Gruplar: 1- Temel sulandirici (Kontrol)
2- Temel sulandirici + 0.75 pl/10 ml
3- Temel sulandirict + 1.5 pl/10 ml

4- Temel sulandirici + 6 pl/10 ml

3.6. Sperma Kriyoprezervasyonu

35-37°C’deki su banyosunda  birlestiriimis  spermalarin  yogunlugu,
hemositometrik metot ile belirlenerek, bir payette (0.25 ml) yaklasik 200 milyon
spermatozoa olacak sekilde yukaridaki sulandirict gruplar ile sulandiriimigtir.
Sulandirilan sperma, oda sicakliginda payetlere (0.25 ml) gekilmis, agik uglari polivinil
ile kapatimig ve 25-3 saat 4°C'de ekilibrasyona birakilmistir (Sekil 3.6).
Ekilibrasyondan sonra, payetler sivi azot seviyesinden 5 cm ylikseklikte yaklasik -
120°C’de 15 dakika sivi azot buharinda tutularak dondurulmustur (Sekil 3.7). Daha
sonra, sivi nitrojen buharinda dondurulan sperma, ~-196°C’deki sivi azotta

saklanmistir.
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Sekil 3.6 Ekilibrasyon asamasinda buzdolabina yerlestirilen metal tepsilerdeki payetler

Sekil 3.7 5 cm yukseklikte sivi azot buharinda dondurulan payetler

3.7. Spermanin Gézdiiriilmesi ve Degerlendirilmesi

Dondurulmus spermler sivi azot tankinda en az 1 hafta muhafaza edildikten

sonra, 37°C’deki su banyosunda 30 saniye tutulmustur. Arastirma, 5 replikasyon
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seklinde gergeklestirilmistir. Calismada, dondurma/gézdirme (1 hafta sonra) sonrasi in
vitro spermatolojik parametrelerden; motilite, akrozomal membran butinliginin tespiti
icin  FITC/PNA-PI, DNA fragmentasyonunun saptanmasi igin TUNEL testi

degerlendirilmigtir.

3.8. in vitro Spermatolojik Parametreler

3.8.1. Sperm motilite testi

Sperm numunesinden bir damla lam Uzerine alinip UGzerine lamel kapatildiktan
sonra, 37°C’lik i1sitma tablall faz-kontrast mikroskop altinda x400 buyitmede en az 3-5
farkl mikroskop sahasinda ileri yonde dizgin dogrusal hareket eden spermler g6z
Oonune alinarak yapilmistir. Sahalardaki motilite degerlerinin ortalamasi alinmis ve %

motilite orani olarak kaydedilmistir (Evans ve ark 1987).

3.8.2. Akrozomal membran biitiinliigiiniin degerlendirmesi

Nagy ve ark (2003)nin yontemi modifiye edilerek kullaniimistir. Akrozoma
spesifik Floresein izotiyosiyanat (FITC-PNA)/Propidium iyot (PI) (Fluorescein
isothiocyanate conjugated to Arachis hypogaea/Propidium iodide) floresan boyamasi
uygulanmistir. 60 ul alinan sulandiriimis numunenin Gzerine 10 pl FITC-PNA ve 3 pl PI
¢ozeltilerinden eklenerek 37°C’de 10 dakika inkube edilmistir. Ardindan, 1 ul Hankok
sivisi eklenerek reaksiyon sonlandiriimigtir. 2.5 pllik numune lam Uzerine alindiktan
sonra lamel ile kapatiimis ve 450-490 nm dalga boyunda floresan atagmanl faz-
kontrast mikroskopta (Leica DM3000, Germany) akrozomal membran buatanliagu
yonunden degerlendirilmistir. Akrozomu yesil boya alanlar hasarli akrozomlu spermi,
akrozomu yesil boya almayanlar ise saglam akrozomlu spermi gostermistir. Her bir
numune igin en az 200 hicre sayllmis ve sperma akrozomal membran butinliga %

olarak ifade edilmistir (Nagy vd 2003).

3.8.3. DNA fragmentasyonu incelemesi

TUNEL (TdT-mediated dUTP nick end labelling), hucrelerin apoptotik surecte
endonukleazlarin aktivasyonu nedeniyle olusan DNA kiriklarini (~180-200 baz cifti)
gOsteren bir ydntemdir. Bu yontem igin, sivi azotta saklanan payetlerdeki spermler,

37°C’deki su banyosunda 30 saniye tutularak c¢oézdarilmis ve ependorflara



55

aktarildiktan sonra, 2500 rpm'de 5 dakika santriflij edilerek sulandiricilari
uzaklastinimigtir. Daha sonra, fosfat tamponlu tuz (PBS) ile 3 kez yikanan spermler
Uzerine 100 pl PBS eklenmig, alinan 10 pl'lik numune poli-L-lizin kapli lamlara smear
seklinde yayildiktan sonra, oda sicakliginda 30 dakika kurutulmustur. Bu asamadan
sonra, TUNEL kit (Roche, InSitu Cell Death Detection Kit, POD, Roche- 11 684 817

910) prosedurd, uretici firmanin dnerilerine goére uygulanmistir.

Slaytlar, oda sicaklidinda 1 saat %4’lik paraformaldehitte fikse edilmis ve PBS
ile U¢ kez yikanmistir. Fiksasyondan sonra yikanan slaytlar, bloklama soltusyonu (%3
H,O,, metanolde) ile 10 dakika inkibe edilerek PBS ile yikkanmistir. Daha sonra,
slaytlar buz Uzerinde, permabilizasyon solusyonu (%0.1 Triton X 100 ve %0.1 Sodyum
sitrat) ile 10 dakika inkibe edilmis ve yikanmistir. Label sollisyonu (450 pl) + enzim (50
MI) karisimindan, her bir slayt icin 50 ul eklenerek, lamelle kapatiimistir. Karanlik, nemli
bir ortamda 37°C’de 60 dakika inkibe edilmis ve PBS ile l¢ kez yikanmistir. Slaytlara
sinyal donustirme islemi icin, converter-POD’dan her 6rnede 50 ul eklenerek lamel ile
kapatiimistir. Karanlik ve nemli ortamda 37°C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
yikama yapilmigtir. Slaytlar, renk olusturma islemi igcin érnek bagsina 100 yl DAB
substrati eklenerek, karanlk ortamda 30 dakika bekletiimis ve yikamadan sonra
%0.5’lik metil yesili ile zit boyama yapilmis ve sonra yikanmistir. Slaytlar kapatildiktan
sonra, her birinin 6 farkli boélgesinden x1000 bldylitmede TUNEL-pozitif hlcreler

sayllarak istatistik analizi yapilmigtir.

3.9. Istatistiksel Analizler

istatistiksel analizlerde, 5 farkl replikasyondan elde edilen verilerin ortalamalari
kullanilmigtir. Farkli esansiyel yag dozu igeren ve igcermeyen sulandirici gruplarinin
karsilastirilmasinda, IBM SPSS (Versiyon 22) programinda Varyans analizi, aralarinda
onemli farklilik bulunan ikiden fazla grubu karsilastirmak igin de ¢oklu karsilastirma
testlerinden Post Hoc Duncan HSD testi kullaniimis ve farkhligin p<0.05 dizeyinde

olmasi 6nemli olarak kabul edilmigtir.



4. BULGULAR

4.1. Nepeta italica subsp. cadmea Ugucu Yaginin Kimyasal Kompozisyonu
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Su Distilasyonu (Hidrodistilasyon) yontemi kullanilarak Clevenger dizenegi ile

cikarilan Nepeta italica subsp. cadmea ektraktinin ugucu yag analizi Bezmialem Vakif

Universitesi Fitoterapi Egitim, Uygulama ve Arastirma Merkezi'nde yaptirilmistir (Tablo

4.1).

Tablo 4.1 Nepeta italica subsp. cadmea esansiyel yaginin kimyasal kompozisyonu

BILESIK YUZDE MIKTARI (%)
a-Pinene 0,522
Sabinene 0,440
a-Terpinene 0,261
1,8-Cineole 1,155
y-Terpinene 0,509
Linalool 3,965
Caryophyllene 6,889
4-Terpineol 1,423
a-Copaene 0,349
a-Humulene 0,330
Lavandulol 0,930
a-Terpineol 0,349
Germacrene 0,863
y-Cadinene 0,518
Calamenene 1,326
Caryophyllene oxide 2,293
~ Nepetalactone 74,008

(Izomerler Toplami)
Diger 3,870
TOPLAM: 100
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Nepeta italica subsp. cadmea yaginin temel icerigi Nepetalactone %74.008
olarak bulunmustur. Ayrica, icerik monoterpenler bakimindan da zengindir. Bu

maddelerin antioksidan 6zellikleri bilinmektedir.

4.2. Cozdiirme Sonrasi Spermatolojik Bulgular

4.2.1. Spermatozoa motilitesi

Sivi azot tankinda muhafaza edilen payetler, ayarlanabilir dijital su banyosunda
37°C’de ve 30 saniyede ¢ozdurilmus ve spermatolojik parametreler degerlendirilmistir.
Spermatozoa motilitesi, 37°C’lik 1siya sahip isitma tablali faz-kontrast mikroskopta lam-
lamel arasina alinan sperma orneginde en az 3 farkli mikroskop alanina bakilarak
degerlendirilmigtir. Alanlardaki motilite degerlerinin ortalamasi % motilite orani olarak
kaydedilmistir. C6zim sonrasi teke spermasi motilitesi, canli spermatozoa aktivite
oranlar1 0.75 pl/10 ml yag oraninda (63 £ 1.23) diger yag oranlarina goére daha ylksek
sonug verdigi gosterilmistir (p<0.05) (Tablo 4.2, Sekil 4.1).

Tablo 4.2 Dondurma-¢6zdirme sonrasi motilite degerleri

Gruplar Motilite (Ort. £ S.H.)
Kontrol 46.25 + 1.25°

Yag 0.75 pl/10 ml 63 £ 1.232

Yag 1.5 pl/10 ml 58.75 + 1.25"

Yag 6 ul/10 ml 41.67 +1.67¢

P 0.0000

abed. 5<0.05 oldugu igin gruplar arasindaki farkhliklar istatistiksel olarak
anlamhdir.
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MOTILITE (*)
100
80
a

60

d

40 =
20
0

1
= Kontrol ®Yag 0,75 ul/10 ml

mYag 1,5 ul/10ml = Yag 6 ul/10 ml

Sekil 4.1 Dondurma-¢dézdirme sonrasi gruplar arasi motilite oranlari grafigi
(*): p<0.05 oldugu igin gruplar arasindaki farkhlklar istatistiksel olarak
anlamhdir.

4.2.2. Spermatozoa akrozomal membran butunlagu

Dondurma-¢6zdurme sonu akrozomal membran batunlagu
degerlendiriimesinde, sulandiriciya eklenen yagin 0.75 ul/10 ml dozu %71.71 + 0.33
degeri olarak, kontrol (%65.58 + 0.44) ile 1.5 pl/10 ml (%65.34 £ 0.41) ve 6 pl/10 ml
(%60.64 + 0.53) dozlarina gére daha yiksek degerde bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.3,
Sekil 4.2). Yesil kapli sperm basi akrozomu hasarli olan spermi, basinda yesil kap

gérinmeyenler akrozomu saglam olan spermi gostermistir (Sekil 4.3).

Tablo 4.3 Dondurma-¢6zdirme sonrasi elde edilen akrozomal membran butlinlugu

degerleri

Gruplar Akrozomal Membran Bitiinliigii
(Ort. £ S.H.)

Kontrol 65.58 + 0.44°

Yag 0.75 pl/10 ml 71.71+£0.33%

Yag 1.5 pl/10 ml 65.34 + 0.41°

Yag 6 pl/10 ml 60.64 + 0.53°

P 0.0000

abe: n<0.05 oldugu icin gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak anlamlidir.
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FITC-PNA/PI (-) *
100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
= Kontrol ®Yag 0,75 ul/10 ml
Yag 1,5 ul/10 ml = Yag 6 pul/10 ml

Sekil 4.2 Dondurma-¢6zdiirme sonrasi akrozomal membran butinligu degerleri
*: p<0.05 oldugdu icin gruplar arasindaki farkhliklar istatistiksel olarak anlamhdir.

Sekil 4.3 Akrozomal membran butlinliginin goésteriimesi. FITC-PNA/PI boyamasi.
Spermatozoonun basinda yesil kap gérinenler akrozomu hasarli olan
spermatozoonlardir (kirmizi ok). Spermatozoonun baginda yesil kap gérinmeyenler
akrozomu saglam olan spermatozoonlardir (yesil ok).
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4.2.3. DNA fragmentasyonu (TUNEL Testi)

Dondurma-goézdiurme sonu DNA fragmentasyonu analizinde, sulandiriciya
eklenen yagin 0.75 pl/10 ml dozu 3.23 + 0.19 degeri olarak, kontrol (5.70 £ 0.30 )
ile 1.5 pl/10 ml (5.90 + 0.88) ve 6 pl/10 ml (7.77 + 0.78) dozlarina gére daha duslk
degerde bulunmustur (p<0.05) (Tablo 4.4, Sekil 4.4). Bu bulgu, yagin 0.75 pl/10 ml
dozunun DNA fragmentasyonunu diger gruplara gore azalttigini gostermektedir.
Sperm basinda tunel-pozitif DNA fragmentasyonu, agik kahverengi boyanmayla
ayirt edilmistir (Sekil 4.5)

Tablo 4.4 DNA fragmentasyon sonuglarinin gruplara goére degerlendiriimesi

Gruplar DNA fragmentasyonu (Ort. * S.H.)
Kontrol 5.70 + 0.30°

Yag 0.75 pl/10 ml 3.23 +£0.19°

Yag 1.5 pl/10 ml 5.90 + 0.88°

Yag 6 pl/10 ml 7.77 +0.78°

P 0.001

abed. h<0.05 oldugu icin  gruplar arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak

anlamhdir.

10,001

8,004

5,00

DMA Fragmentasyonu «

4,00

0,75 A Oml NE 1.5 i Ol HE

Gruplar

Sekil 4.4 Cozdurme sonrasi DNA fragmentasyon yuzdeleri (NE: Nepeta italica

subsp. cadmea esansiyel yagi)
*: p<0.05 oldudu igin gruplar arasindaki farkhliklar istatistiksel olarak anlamhdir.



Sekil 4.5 TUNEL-pozitif DNA fragmentasyonu (ok), x1000
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5. TARTISMA

Yardimci Ureme teknolojisi, tip, veterinerlik, tarim ve biyoteknoloji alanlarinda,
tremeye yonelik bircok calismada kullanilan farkli teknikleri icerir. Ureme hiicrelerinin
korunmasina yoénelik tekniklerin gelistiriimesi, bu hicrelerin kalitelerini artirarak, en
saghkh ve verimli irklarin, fertilizasyonda ve embriyolojik calismalarda basarih
uygulamalarin gerceklestirimesinde olduk¢ca 6nemlidir. Dusuk sicakliklarda Ureme
hicrelerinin - korunmasina  yonelik  yapilan birgok arastrmada, hicreleri
kriyohasarlardan  koruyacak birgok  kriyoprotektan kullanilarak  arastirmalar
surdurilmektedir. 1949°'da Polge’nin, gliserolin spermler Uzerindeki kriyoprotektif
etkisini kesfetmesi ile spermleri dusuk sicakliklarda koruyabilen bir bilesigin ortaya
cikmasi ve sperm kriyobiyoloji alaninin olusmasi saglanmistir (Yoshimoto vd 2017).
Sonug olarak, ureme hdcreleri kriyoprezervasyonu, yardimci tGreme tekniklerinin temel

bir parcasi haline gelmistir (Nashtaei vd 2018).

Sperm sulandiricilarina eklenen cesitli antioksidan bilesiklerin etkileri Gzerine
yapilan calismalar son yillarda giderek hiz kazanmaktadir. Bu konuda, bir¢cok bitkinin
antioksidan etkileri arastirmacilarin dikkatini cekmektedir. Flavonoidler ve fenoller gibi
biyoaktif bilesikleri nedeniyle bazi bitkiler, serbest radikallerin neden oldugu zararlari
azaltabilen antioksidan ozelliklere sahiptir (Ariyan vd 2021). Flavonoidler,
membranlarin lipid ¢ift tabakasi ile etkilesime girebilen amfipatik molekullerdir (Moretti
vd 2012). Bunlarin, ROS stpurme, oksidaz inhibisyonu, metal selatlama aktivitesi ve
DNA hasarina kargi koruma gibi gesitli 6zellikleri bulunmaktadir (Seifi-Jamadi vd 2016).
Bitkilerden elde edilen antioksidanlarin dondurma sulandiricisina eklenmesinin,
kriyoprezervasyon sirasinda teke spermini OS’den koruyabildigi gdsterilmistir (Ren vd
2019). Dondurma ortamina rezene (Foeniculum vulgare) (Malo vd 2012), biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) (Motlagh vd 2014), yesil cay (Camellia sinensis) (Mehdipour
vd 2016) ve Tribulus Terrestris (Asadmobini vd 2017) ekstraktlarinin eklenmesinin,
kriyoprezerve edilmis sperm hicre kalitesini iyilestirdigi gosterilmistir (Azimi vd 2020).

Salvia officinalis ekstrakti kriyoprezervasyon sonucu olusan OS hasarina karsi
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konsantrasyona bagli olarak sperm Kkalitesini iyilestirmis ve spermleri korumustur
(Monton vd 2015). Malo ve ark. (2012), rezeneden (Foeniculum vulgare) elde edilen
antioksidanlarin plazma membrani Uzerinde koruyucu etki yaptigini ve sperm
motilitesini iyilestirdigini bildirmistir. Sperma Albizia harveyi yapragi ekstrakti ile
muamele edildiginde, sperm parametrelerinde (progresif motilite, canlilik, membran
batinlGgu, kromatin hasari, apoptoz) dondurma ve ¢dézdlirme sonrasi genel bir iyilesme
g6zlenmistir. Bu aktivitelerin, incelenen ekstrakttaki tanenler, flavonoidler ve fenolik

asitlerin varligindan kaynaklandigi bildirilmistir (Sobeh vd 2017).

Sperm motilitesi, suni tohumlama o6ncesi dikkate alinmasi gereken semen
kalitesinin édnemli bir parametresidir. Motilite, spermin yumurtay! délleme yetenegi ile
yuksek oranda iligkilidir (Wahjuningsih vd 2021b). Yumurta sarisi ile dondurulan teke
sperminin ¢o6zdurilme sonrasi motilitesi birgok ¢alismada %35.4 ile %63.2 arasinda
degismektedir (Kulaksiz ve Dagkin 2010, Tuncer vd 2010, Memon vd 2011, Kiguk vd
2014, Lopez-Saucedo vd 2014, Salmani vd 2014). Teke sperm sulandiricilarina, 50
pa/ml Tribulus terrestris etanol ekstrakti+trehaloz (150 mM) takviyesinde spermlerde
toplam motilite %51.25 ve progresif motilite %52.25 (Ariyan vd 2021), 375 pg/ml
Turraea fischeri yaprag! ekstraktinin ilavesinde ise progresif motilite %60 (Hassan vd
2021), 50 ug/ml semizotu metanolik ekstraktinin eklenmesinde toplam motilite %54.71
ve progresif motilite %28.29 (Azimi vd 2020) olarak belirlenmigtir. Yagsiz sut-yumurta
sarisi sperm sulandiricisina, 0.10 mg GTE/100 mL yesil cay ekstrakti (GTE)
eklenmesinin, ¢dzdurildikten sonra Kacang tekelerinde en ylksek dizeyde sperm
kalitesini korudugu gézlemlenmistir. Sperm motilitesinin iyilestigi oran, %45.25 olarak
tespit edilmistir (Mustofa vd 2021). Sperm sulandiricisina, %4 su yoncasi (Marsilea
crenata) ekstrakti (WCE) ilavesinde ¢ozdurulmis Boer teke sperm motilitesi %55.5
(Wahjuningsih vd 2021a), %2 siyah cincau (Mesona palustris B.) yapragi ekstrakti
eklendiginde ise ¢dzdurilme sonrasi motilite %50.4 (Wahjuningsih vd 2021b) olarak
tespit edilmis, ¢b6zdurdlme sonrasi teke sperm motilitesinin édnemli dlglide arttigi
belirlenmigtir. ismail ve ark. (2020) yaptigi arastirmada, Tris sulandiricisina 100 ug
ilave edilen kurkumin ekstrakt nanoformilasyonunun (CENF), teke sperm
parametrelerinde daha fazla iyilesme go6sterdigini rapor etmiglerdir. 100 ug CENF
eklenmesiyle sperm progresif motilitesi %42.1 olarak belirlenmis ve sperm motilitesinin
¢6zdirme sonrasi iyilestigi gdézlenmistir. Wahjuningsih ve ark. (2019a) yaptigi
calismada, temel sperm sulandiricisi (yumurta sarisi-yagsiz sut) icine %3 WCE
eklenmesinin ¢ézdurme sonrasi, Boer teke sperminin kalitesinin korunmasinda en iyi
konsantrasyon oldugu ve sperm motilitesini iyilestirdigi (%58.50) sonucuna variimistir.

Wahjuningsih ve ark. (2019b) yaptigi bir diger arastirmada ise, CEP-2 yumurta sarisi
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sulandiricisina %5 Moringa oleifera yapragdi ekstraktinin (MLE) eklenmesinin, Senduro
teke sperminin ¢oézdirme sonrasi motilitesini artirdigi ve oranin %40.5 oldugu
belirlenmigtir. Tris-yumurta sarisi sulandiricisina %3 MLE ilavesi, Senduro tekesinin
donmus spermlerinin kalitesini ve fertilizasyonunu iyilestirmis ve ¢dzdlirme sonrasi
sperm motilitesinin arttigi ve oranin %51.50 oldugu tespit edilmigtir (Wahjuningsih vd
2019c). Maidin ve ark. (2018), yaptiklari calismada Jermasia teke sperm (tris-yumurta
sarisi) sulandiricisina %0.5 Nigella sativa (¢érek otu) yagdi ve %2 bal kombinasyonu
ilavesinin, ¢ozdurlldikten 0.5 saat sonra motiliteyi %61.83 olarak bulmuslar ve bu

kombinasyonun daha iyi koruma sagladigini ileri strmasglerdir.

Yaptigimiz bu calismada, dondurma sulandiricisina (tris+sitrik
asit+fruktoz+yumurta sarisi), antioksidanlar ve flavonoidler iceren Nepeta italica subsp.
cadmea esansiyel yaginin farkli dozlarini (0.75, 1.5, 6 upl/10 ml) ilave ederek
dondurma-¢dézdirme sonrasi teke spermlerinde motilite, akrozomal membran
batinliglu ve DNA fragmentasyonu parametreleri arastiriimistir. Nepeta italica subsp.
cadmea yaginin 0.75 ul/10 ml, 1.5 pyl/10 ml ve 6 pl/10 ml oranlarinin, ¢cézdirme sonrasi
sperm motilitesi Gzerine etkileri kontrol grubu ile istatistiksel olarak karsilastirilmistir.
Buna gore, en ylksek sperma motilite degeri, %63 + 1.23 olarak 0.75 ul/10 ml
oranindaki yagda tespit edilmigtir. 0.75 ul/10 ml yad oraninin, sperm
kalitesini/motilitesini korumak icin en iyi konsantrasyon/doz oldugu belirlenmistir. Bu
motilite sonucu yukarida belirtilen calismalarda ortaya konulan degerler ile genel olarak

benzerlik saglamistir.

Akrozomal membran bitinligad, dondurulmus ve ¢dzdirilmas spermin fertilitesi
bakimindan o6nemlidir (Alcay vd 2016). Sperma kriyoprezervasyonu, akrozomal
membran butiinligunid olumsuz olarak etkiler. Bu olumsuz etki fertilizasyon kayiplarina
yol acar (Alcay vd 2020). Teke sperm sulandiricisina, 50 pg/ml Cinnamomum
zeylanicum etanol ekstrakti+trehaloz (150 mM) ilavesi sonucu akrozomal membran
bUtinliginG %59.75 olarak (Ariyan vd 2021), 50 ug/ml semizotu etanolik ekstraktinin
(PEE) ilave edilmesinin akrozomal membran butinldgind %58.71 (Azimi vd 2020)
oraninda korudugu belirlenmigtir. Hassan ve ark. (2021) yaptiklari ¢alismada, farkl
konsantrasyonda Turraea fischeri yapradi ekstraktini (TFLE; 0, 125, 250 ve 375 pg/ml)
teke sperm dondurma sulandiricisina ilave ederek dondurmuslardir. Cézilme sonrasi
TFLE konsantrasyonuna bagli akrozomal membran buatunlugu oranlari, TFLE'den
onemli dlcide etkilenmemistir. Teke sperm dondurma sulandiricisina 50 veya 100 ug
MENF, TENF ve CENF eklenmesi, ¢bzdlirme sonrasi sperm akrozom membran

butinligu agisindan gruplar arasinda anlamli farklilik olugturmamigtir. 50 ug MENF
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grubunda akrozomal membran butunligu en yuksek duzeyde %91.4 olarak tespit
edilmistir (ismail vd 2020). Daramola ve ark. (2017b) yaptiklari ¢alismada, Bati Afrika
cucesi tekelerinin spermlerini, 0.25 g mucuna tohumu ekstrakti (MSE) ilave edilmig tris
sulandiricisiyla seyreltmisler ve dondurma-¢gézdirme sonrasi akrozomal membran
bUtinligunU yaklasik %65 oraninda tespit etmiglerdir. Bulgular, tris sulandiricisina
MSE ilavesinin akrosin aktivitesini arttirdigini, dondurulmus teke spermlerinin
akrozomal membran batinliklerini korudugunu gdstermistir.  Yapilan bagka bir
calismada, katesin (0, 15, 25, 50, 75 ve 100 uM) ve epigallokatesin-3-gallat'in (EGCG:
0, 15, 25, 50, 75 ve 100 uM) farkli konsantrasyonlari teke sperm dondurma
sulandiricisina ilave edilmis, ¢ézdlruldikten sonra numuneler 0. ve 1. saatte
degerlendirilmistir. Sperm sulandiricisina katesin veya EGCG eklenen gruplar arasinda
akrozomal membran batanliglu agisindan anlamh  bir fark bulunamamistir.
Cozdurdldikten hemen sonra en yuksek akrozomal membran butinligd 100 uM
EGCG ilave edilen grupta gézlenmis ve %49.7 olarak tespit edilmistir (Silva vd 2019).
Teke spermi kullanilan bir¢cok calismada, akrozomal membran butinligunin ¢ézilme
sonrasi sonuglari %57.9-78 oranlarindadir (Aboagla ve Terada 2004, Memon vd 2011,
Lopez-Saucedo vd 2014). Calismamizda, motilite sonuglarimizla uyumlu olarak,
akrozomal membran butunlugu degerleri 0.75 pl/10 ml esansiyel yag dozunda, kontrol
grubu dahil 1.5 pl/10 ml ve 6 pl/10 ml yag dozlarina gbére akrozomal membran
bUtinlGglinG en ylksek degerde korumustur (p<0.05). 0.75 ul/10 ml yag dozundaki
%71.71 + 0.33lik degeriyle yukarida belirtilen c¢alismalardaki konsantrasyona bagli

olarak ortaya konulan degerlerle genel olarak uyum géstermistir.

Dondurma-¢6zdirme islemine karsi sperm DNA’sI oldukga hassastir (Algay vd
2016). Spermlerin dondurulup ¢ézdurilmesinin, sperm motilitesi ve canlih§i tzerinde
etkisi olmakla birlikte DNA hasarinda da etkili oldugu bilinmektedir (Zribi vd 2012). DNA
hasari, dokularda veya hucreler iginde asiri ROS Uretiminden kaynaklanabilir (Bucak
vd 2020). Sperm kriyoprezervasyonu sirasinda meydana gelen OS, DNA’ya zarar verir,
sonugta spermlerin fertilizasyon yetenegi azalir (ismail vd 2020). Dolayisiyla, DNA
butiinligunin sperm icin hayati bir isleve sahip oldugu ileri strdlebilir (Bucak vd 2013,
Alcay vd 2016). Her ne kadar sperm DNA’sI yuksek oranda sikistirilmis ve kararli bir
sekilde paketlenmis olsa da, ROS kaynakli oksidatif hasar, kriyoprezervasyonun
ardindan kromatin anormallikleri ve DNA hasarini meydana getirir (Nashtaei vd 2018).
DNA batanlagunun degerlendiriimesi, hasar goérmuis spermlerin  belirlenmesinde
oldukca dnemli bir parametredir. Spermin DNA hasar dizeyi, spermin kalitesi ve Ureme
potansiyeli hakkinda olduk¢a 6nemli ipuglari saglar. Bu nedenle TUNEL teknigi

kullanilarak DNA hasarinin belirlenmesi bayuk 6nem tasir.
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Birgok farkh o6zellikli kriyoprotektanlarin, DNA hasarlari Uzerine etkilerini
gOsteren calismalar yapilmaktadir. Anderson ve ark. (2000) flavonoidlerin, ROS
tarafindan DNA Uzerinde induklenen radikal bolgelere elektronlari transfer ederek DNA
zincir kirilmasini ve baz hasarini azaltabildigini go&stermislerdir. Teke sperm
sulandiricisina, 50 pg/ml Tribulus terrestris etanol ekstrakti ilavesi en disuk (%2.53)
DNA fragmentasyonunu gostermistir (Ariyan vd 2021). Azimi ve ark. (2020), teke
sperm sulandiricisina 50 pg/ml semizotu metanolik ekstraktinin takviyesinin DNA
fragmentasyonunu (%2.29) azalttigini gostermislerdir. Ko¢ sperm sulandiricisina %5
gliserol ve 60 mM trehaloz ile birlikte 10 uM taksifolin hidrat eklenmesinin, hem DNA
fragmentasyonunu hem de dondurma-¢ézdiurme isleminin DNA'ya zarar veren etkisini
onledigi belirtiimistir (Bucak vd 2020). Ko¢ sperminin dondurulmasinda antioksidan
olarak ilave edilen 1mM sistein’in, dondurma ¢6zdirme iglemleri ve 6 saat inkubasyon
sonrasi en disik DNA hasari (%8.8) olusturdugu tespit edilmistir (Alcay vd 2017).
Alcay ve ark. (2016), TUNEL yoénteminin sonuglarina goére, ¢dézdirme sonrasi DNA
hasarli sperm yuzdesinin kontrol grubunda, BHT grubundan daha yuksek oldugunu
go6stermislerdir. 6 saatlik inkibasyondan sonra, antioksidan gruplarinin kontrol grubuna
gbre daha iyi DNA batlinligine sahip oldugu tespit edilmistir. Sperm dondurma
sulandiricisina 5 mM BHT ilave edilmis grubun ¢ézdirmeden hemen sonra (0. saat)
DNA fragmentasyonu tespiti i¢in yapilan TUNEL testinde pozitif oran %4 ve 6 saat
sonraki pozitif oran %5.27 olarak tespit edilmistir. En disik DNA fragmentasyonu 5
mM BHT ilave edilmis grupta gézlenmistir ve diger gruplarla karsilastirildiginda DNA
bOtinlGglinG yUksek oranda korudugu gézlenmistir. Allai ve ark. (2016) yaptigi
¢alismada, koglardan alinan spermin dondurma sulandiricisina %21 Opuntia ficus indica
cladodes’den elde edilen ekstraktin eklenmesinin, sperm DNA fragmentasyonu
Uzerindeki olumsuz etkilerini etkili bir sekilde azalttigini bildirmiglerdir. Sperm dondurma
sulandiricisina ilave edilen 10 mM rafinoz ve 5 mM rafinoz+2.5 mM hipotaurin (H+R)
¢6zdurtlmas kog sperminin DNA fragmentasyonunu azaltmistir (Bucak vd 2013). Bu
calismada ise, sulandiriciya eklenen Nepeta italica subsp. cadmea esansiyel yaginin
0.75 pl/10 ml (3.23 £ 0.19) dozu, kontrole (5.70 £ 0.30) ve yagin 1.5 pl/10 ml (5.90 %
0.88) ile 6 pl/10 ml (7.77 £ 0.78) dozlarina gére DNA fragmentasyonunu azalttigi
gOsterilmistir (p<0.05). Bu bulgu, yagin 0.75 ul/10 ml olarak deney gruplari arasi en
duglk dozunun, motilite ve akrozom butinligu caligmalarinda oldugu gibi,
kriyoprezervasyon sonrasinda pozitif etki gdsterdigi ortaya c¢ikmistir. Calismamiz
yukarida belirtilen ¢alismalarla uyumlu olarak, iceriginde antioksidanlar barindiran bitki
ekstraktlarinin farkli dozlarinin test edilerek, dondurma-¢6zdirme sonrasi sperm
parametreleri Gzerine olasi iyilestirici etkilerinin belirlenmesinin blylik énem tasidigini

gOstermistir.
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6. SONUG

Nepeta italica subsp. cadmea esansiyel yaginin 0.75 ul/10 ml dozunun, Ankara
tekesi sperma motilitesi, akrozomal membran butinligid ve DNA fragmentasyonu
Uzerine kriyoprotektan olarak pozitif etki gosterdigi ortaya cikmistir. Bitki esansiyel
yagindaki nepetalakton ve diger maddelerinin, yagin dozuna bagh olarak
kriyoprezervasyon sonucu meydana gelen OS’den kriyoprotektif ajan olarak koruyucu
etki gosterdigi soylenebilir. Bununla birlikte, bitki esansiyel yaginin belirlenen dozlarinin

olasi etkilerini, farkl parametrelerle de caligilarak ortaya konmasina ihtiyac vardir.
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L INTRODUCTION

Nepeta L. is the largest genus of the Lamiaceae family (Goldansaz et al., 2019; Sharma
et al_, 2021). There arc about 300 specics of this genus, most of them arc aromatic (Acar e af |
2011; Formisano ef al., 2011). It is rep d by 39 specices, 19 of which arc endemic with a
total of 50 taxa (Yilmaz er al/, 2020). It spreads throughout the world, gencrally includes
perennial plants (Sankurkcu er o/, 2019). The man diversity center of the genus Nepera is
Southwest Asia and the Western Himalayas (Acar er al, 2011).

N arc used d ic, anti d1 1asth ic (Goldansaz er al., 2019; Kaska er
al., ’019). expectorant, cough supptmm (Sharma er al, 2021), scdative, antiscptic
(Sankurkcu ct al | 2019), antipyretic, antiallergy (Ashrafi er a/., 2020) and as a muscle relaxant
(Akdemiz er al., 2020). Besides, it also has many biological activitics such as antioxidant
(Aziznan er al., 2021), ib 1al, 1l. y (l\nska et al., 2019; Sutarck er al., 2020),
anticancer, antiparasitic (Ashrafi er a/., 2020), antip 2108 is (Al-Sheddi er al.,
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2018), antimicrobial, antiviral (Sharma and Cannoo, 2013; Afshar er o/, 2017), antifungal,
insecticide (Suntar e al., 2018; Sharma er al, 2021), cytotoxic, phytotoxic (Formisano ef al,,

2011), genotoxic, apoptotic (Suntar er /., 2018), antitumor, larvicide, analgesic, antidepressant
and anticonvulsant (Santar er al., 2018; Akdeniz er al., 2020).

TlnphytodtmwcompoauonsoftbcspcacsbdoogwgtodtmNepaa
particularly inc isomers (Azizan et al., 2021), terpenes, phenolic acids,
ﬂavonoodsndstcmds(;\kdcmzelal 2020; Sharma er al., 2021). Essential oils obtained from
these plants are very valuable due to their pleasant smell (Sankurkeu er o/, 2019) and are nich
in monoterpencs (Formisano ef al., 2011). More than thirty-five flavonoids from different
species have been isolated from Nepeta species, including flavonols, flavones, flavanols, and
flavanoncs (Sharma er al., 2021).

The medicial effects of Nepeta specics are gencrally duc to their flavonoids and essential
oils. The majority of Nepeta specics contain ipophilic flavonoids of the flavone group on the
surface of their leaves, and there are cffective components of these plants that show their
therapeutic effects duc to their free radical scavenging and antioxidant capacitics (Delshad er
al., 2011).

Ostcosarcoma is the most common primary bone cancer in children and adolescents, and
its diagnosis is difficult duc to the known heterogencous nature of its pathogencsis.
Ostcosarcoma has been associated with cytogenctic and genctic abnormalitics, such as
activation of oncogencs and mutations in tumor suppressors (Kumar er al, 2016).
Ostcosarcoma anses in mesenchymal bone-forming cells, and it 1s one of the most common
malignant tumors of the musculoskeletal system. Chemotherapy for osteosarcoma is far from
satisfactory, especially because of the presence of metastases or poor response to combination
chemotherapy (Anderson ef al., 2010). The idea that natural molecules can mhibit cancer
development was put forward more than 100 years ago, and the effects of small molecules
extracted from fungi and plants on tumor development and growth in laboratorics have begun
to be studied. In this direction, studies have focused on the ability of these natural components
to regulate signaling pathways and control basic cellular functions such as cell death, cell
differentiation and cell proliferation (Amado et al., 2014). For this reason, natural products of
plant onigin have begun to attract more and more attention in recent years duc to their anticancer
functions (Han er al., 2015).

Essential o1l extracted from vanous Nepeta specics such as N. menthoides Boiss. & Buhse
(Delshad and Parvizi, 2014), N. cataria L. (Emamu et al., 2016), N. deflersiana Schweinf. ex
Hedge (Al-Taweel er al, 2017), N. gloeocephala Rech. f. (Ashkezary et al, 2017) can be used
in vanious human cancer cell lincs were investigated for its apoptotic activity. At the same time,
there 1s N. deflersiana (Al-Oqail er al., 2015; Al-Sheddi et al., 2018) anticancer and various
studics have been conducted to evaluate the cytotoxic potential of Nepeta specics such as N.
cataria L.. var. citriodora (Becker) Balb., N. cataria L. (Suschke er al., 2007), N. menthoides
(Boiss & Buhsc) (Kahkeshani er al., 2014), N. ucrainica 1. kopetdaghensis (Shaken et al
2014), N. sintenisii Bornm (Shaken eral., 2016), N. binaloudensis Jamzad (Afshar et al., 2017),
N. curvidens Boiss. & Balansa (Ashrafi er al., 2020), N. govaniana (Wall. cx Benth.) Benth,
(Dar et al, 2014), N. heliotropifolia Lam. and N. congesta Fisch. & C.A. Mcy. subsp.
cnyptantha (Boiss. & Hausskn.) Dirmenci & Yild (Akdeniz er al, 2020), N. rtanjensis Dikhic
& Milojevic, N. sibirica L. (Tsuruoka et al., 2012).

N. cadmea Boiss was reduced to a subspecics of N. italica by A L. Budantsev and N.
italica L. subsp. cadmea 1s amanged as. In addition, Nepeta italica L. subsp. cadmea is a
synonym for N. cadmea Boiss (Dirmenci, 2003). The endemic species N. cadmea Boiss. 1s a
herbaceous, perennial, gencrally aromatic plant rich in essential oil content (Yilmaz er al,
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2020). It 1s distributed in Western, Southem and Southwestem Anatohian regions of Turkey
(Dirmenci, 2003).

We aimed to mvestigate the anticancer propertics of N. italica L. subsp. cadmea oil in
Saos-2 Osteosarcoma cell line through the apoptosis pathway in this study.

2. MATERIAL and METHODS

2.1. Plant Material and Essential Oil Preparation

N. italica subsp. cadmea samples were collected from Honaz Mountain in July-August.
It was dned by monitoring continuously for 4 weeks in a dark, light and moisture-free
environment. Then, the flowers, leaves, sceds and stems of the dried plants were cut into small
picces and ground into powder in a grinder. The plant extract was obtained by using the
Clevenger apparatus with Hydrodsstillation-HD, onc of the distillation methods. The process
was carried out by boiling the water and plant (powder) matenial in a glass balloon connected
with the cooler for 4-6 hours, condensing the oil molecules moving with the water vapor in the
cooler and scparating them from the water,
2.2. Gas Chromatography of Nepeta italica subsp. cadmea Oil

Analysis of Nepeta italica subsp. cadmea cssential ol (EO) was performed by gas
chromatography (GC) using two types of detectors, flame iomization (FID) and mass-
spectrometric (MS) by Bezmialem Vakaf University Phytotheraphy Education Rescarch and
Application Center (BITEM).
2.3. Cell Culture

For Saos-2 human osteosarcoma cell culture, DMEM-high glucose (Gibeo) culture
medium supported by 10% FBS (Gibco) and 1% penicillin-streptomycin (Gibeo) was used.
Saos-2 osteosarcoma cells were grown in 5% COz, 95% air humidified incubator at 37 °C under
suitable cell culture conditions. The medium was removed, and fresh completed medium was

added every 2-3 days. After Saos-2 cells reached 80% to 90% confluency m culture dishes,
trypsmization was performed using 0.25% trypsin-EDTA (Gibeo).

24 MTT Assay

The Effects of V. italica subsp. cadmea oil on cell proliferation in Saos-2 osteosarcoma
cells were determined via MTT colonmetnic-based assay according to manufacturer
methodology (MTT Cell Viability Assay Kit; Biotium cat no: 30006). Saos-2 cells were sceded
into 96-well plates at a concentration of 1x10* cells per well. Saos-2 cells were sceded in 96-
well culture plates, 1310 cells per well, and following their adherence, the cells were treated
with different concentrations of N. italica subsp. cadmea cssential oil in a dosc range of 0.5
pg/ml and 10 pg/ml. Following incubation at doses treated for 24, 48, and 72 hours, the dose
and time-dependent cytotoxic potential of the essential oil was investigated by MTT test. The
essential o1l was dissolved with cthanol and since the concentration of solvent cthanol was kept
below onc thousandth in applications, a working group was not formed for the solvent.
Following the incubation, MTT solution was added, and reading was performed at 570 nm and
630 (reference wavelength) wavelengths with the help of a microplate reader (Biotek). Cell
viability was determined in the groups treated the plant oil depending on the dose and time.

2.5. Analysis of Gene Expression by Real-Time PCR

Total RNA from the control group of Saos-2 cells and ICs dose group (10 pg/ml Nepeta
oil) of essential o1l for 24 hour was isolated by using RNcasy Mini Kit (Qiagen Cat: 74104)
according to the manufacturer’s protocols. Complementary DNA (cDNA) was synthesized
based on the total RNAs using the Quantitect Reverse Transcription Kit (Qiagen, 205311),
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according to the manufacturer’s protocol. mRNA expression changes of apoptosis related genes
such as caspasc-9, caspase-8, caspase-3, caspasc-7, caspase-10, Bel-2, Bax genes were detected
in this study. Beta-actin was used as house-keeping gene for normalization of the PCR data.
Real-time PCR tests were performed by Rotor Gene (Qiagen) according to the Quantitect
SYBR Green PCR kit (Qiagen, 204143) protocol.

2.6. Apoptosis Detection

Effects of Nepeta oil on apoptosis in Saos-2 cells were determined by In Situ Cell Death
Detection kit (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland. Saos-2 cells were plated per well onto
Lab-Tek 11 Chamber Slides (Nalge Nunc International, Tokyo, Japan) as 3x10* cells per plate.
Sample slides of control and dosc groups were incubated kit reaction mixture according to the
manufacturer’s protocols.
2.7. Statistical Analysis

All MTT, Tunel and RT-PCR assays were performed as triplicated. The mean + standard
error was cvaluated by Microsoft Excel. RT-PCR data were analyzed with the 2T method
and quantitated with an online analysis platform (https://dataanalysis2 quagen.com/per). RT2-
Profiles™PCR Armay Data Analysis program was used for fold calculation and statistical
analysis. “Student t-test” was used for the comparison of gence expressions in the control and
dosc groups. (p< 0.05 was cvaluated as significant statistically).

3. RESULTS and DISCUSSION

3.1. Chemical Composition

According to the GC-MS data (Table 1) and chromatogram (Figure 1), stercoisomers of
nepetalactone, a monoterpenc, constitutes the bulk of the essential oil composition (74%). 'I’hal
the second most abundant substance was caryophyllene (6.89%). The other
linalool (3.97%), caryophyllene oxide (2.29%), 4-terpincol (1.42%), Calamenenc (1.33%), | 8-
cincol (1.116%) were determmned.

Table 1. The percentage composition of N. italica subsp. cadmea oil detected by GC-MS and GC-FID

analysis.

Compounds (%)
a-Pinene 052
Sabinene 044
a-Terpinene 026
1,8-Cincole 1,16
y-Terpinene 051
Linalool 39
Caryophyliene 6,89
4-Terpineol 142
a-Copaene 035
a-Humulene 033
Lavandulol 093
a-Terpineol 035
Germacrene 086
1-Cadinene 052
Calamenene 133
Caryophyllene oxide 229
Nepetalactone (Total isomers) 74
Other Compounds 387
Total 100
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Figure 1. The chromatogram of N. iralica subsp. cadmea oil detected by GC-MS and GC-FID analysis.

— . - S o
-

N T JL. M

- We AR R A WM SR MW e we B o me Mm A e me e o we e

3.2. Apoptotic Effects of Nepeta

To mvestigate whether the growth inhibitory cffect of N. italica subsp. cadmea oil is
associated with apoptosis, expressive quantity of apoptosis-related genes such as Bel-2,
Caspase 9, Bax, Caspase 3, Caspase 8, Caspasc 7, Caspase 10 was cammied out. Caspasc$,
Caspase 10 were overexpressed while Bel-2 was downregulated (Figure 2).
Figure 2. Fold Regulation of Apoptosis Related Genes. * indicates statistically important (2<0.05)

5
s

Tunel assay results showed apoptotic cells in control and induced group (Figure 3). The
cells with brown staining were TUNEL-positive cells, namely the apoptotic cells. We found
similar positive cells in the Nepeta-treated group like in the control group.
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Figure 3. Apoptotic levels of Nepeta induced cells.

Essential oils of Nepeta species such as N. ucrainica L. spp. kopetdaghensis, N. cataria
var. citriodora (Becker), N. sintenisii Bornm, N. cataria L., and N. menthoides Boiss & Buhse
have been declared to have cytotoxic activity in various human cancer cell lines (Sharma ez al,
2021).

Apoptosts stimulated by N. cataria L. in human prostate and breast cancer cells under in
vitro conditions. These extracts showed much more cytotoxic effects against estrogen-receptor-
positive prostatic cell ine PC3 compared to low hormone receptor expressing prostatic cells
DU-145 (Emam et al, 2016). Essential oils of N. cataria L. and N. cataria var. citriodora have
been demonstrated to exhibit cytotoxic effect against both BEAS-2B human bronchial epithelial
and HaCaT human keratinocyte cell lines (Suschke er al, 2007).

N. deflersiana ethanolic extracts” (NDEE) cardioprotective cffect against isoproterenol
(ISP)-induced myocardial damage in rats was investigated. Itis suggested that NDEE treatment
can obstruct oxidative stress, inflammation, and programmed cell death, thus making an
effective approach against myocardial apoptosis. It has been showed that NDEE has potent

ive, antioxidant, anti-apoptotic and anti-inflammatory potential opposed to
myocardial damage (Al-Taweel er al., 2017).

It has been reported that N. menthoides has an anti-apoptotic effect on axotomized spinal
motoncurons. N. menthoides can induce a ncuroprotective cffect on axotomized dorsal root
ganglion scnsory ncurons by reducing apoptotic cell death (Delshad and Parvizi, 2014).
Likewise, the anti-tumoral propertics of N. menthoides Boiss & Buhse were studied. The
cytotoxic activity of the essential o1l opposed to T47D breast ductal carcinoma, HT-29 and
Caco-2 colorectal adenocarcinoma, and NIH-3T3 fibroblast cells has been described
(Kahkesham et al., 2014).

The presence of the main volatile component, which is nepetalactone denvatives, is
associated with the cytotoxic potential of the essential oil. Coated with nepetalactone extracted
from N. gloeocephala Rech f. treatment induced apoptosis in Hela cervical carcmomas.
Phosphorylation of integrin-related kinase in Thr-173 and Ser-246 was decreased by Si0z-
antisense molecules without affecting integnn-related kinase levels and gave rise to cell cycle
arrest in G2/M. In addition, Si02-antisense coated with nepetalactone decreased downstream
AKT-Thr308 phosphorylation and AKT-Ser473 devoid of affecting the total amount of protein
kinase B/AKT (Ashkezary er al., 2017).

N. ucrainica L. spp. kopetdaghensis essential oil exhibit cytotoxic effects against both
ovanan carcinoma A2780 and mammary adenocarcinoma MCF-7 cell lines (Shaken er al,,
2016). N. curvidens essential oil's cytotoxic, antifungal, and antimicrobial activitics were
investigated in vitro. Also, anti-inflammatory and antinociceptive effects were appraised in
vivo. The cytotoxicity against human lung cancer A549, human oral epidermal carcinoma KB,
bladder cpithclial carcinoma C450 was appraised. Meanwhile, A549 lung cancer cell linc has
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the highest inhibition at the lowest concentration of the essential oil. The C450 bladder cancer
cell line, was the most resistant to the essential oil. Furthermore, the essential oil showed mild
toxicity for the human normal linc and high toxicity for cancer cell proliferation (Ashrafi er al.,
2020).

N. govaniana cssential o1l displayed depending on the concentration growth inhibition
with cell line linked growth of cancer cells and has highest activity towards A-549 lung cancer
cell line, followed by Colo-205 colon cancer cell line (Dar et al., 2014).

The cytotoxic potential of the extract N. glomerata Montbret & Aucher ex Bentham plant
has been shown to be more active in the renal adenocarcinoma cell line (48%) then amelanotic
melanoma (28%) (Rigano er al., 2011). The cytotoxic and cell viability effects of niosomal
form of the N. persica Boiss. extract in MG63 bone cancer cells were evaluated. It has been
stated that N. persica extract has anti-cancer effects (Abocepoor er al., 2020).

The cytotoxicity of N. juncea Benth. extracts were studied in MCF-7 human breast
adenocarcinoma cells and human HepG2 human hepatocellular carcinoma cells and N. juncea
extracts showed antiproliferative activity in MCF-7 and HepG2 cells at a dose-dependent
manner. It was also reported that of N. juncea methanolic extracts exhibit maximum cytotoxic
effect in both cancer cell lines, while minimal cytotoxic effect was observed in aqueous extracts
(Shanfi-Rad er al., 2020).

Anticancer and antimicrobial effects of active phytochemicals of ethanol extract (NDE)
obtained from the acnal parts of N. deflersiana (ND) and NDE identified by gas
chromatography-mass spectroscopy (GC-MS) were investigated. NDE's lung cancer NCI-H460
inhibited the proliferation of A549 cells. NDE demonstrated a dose-dependent inhibition in
cancer cell migration. A dosc-sensitive increase in carly and late phase apoptosis was
investigated in these cancer cells. While significant increases were noted in Bax and Caspase 3
levels, NDE decreased anti-apoptotic Bel-2 levels in both cell lines. Ahmad et el. explaned that
NDE has anticancer cffects on lung cancer cells, which may involve mitochondna-mediated
apoptosis (Ahmad er al., 2020).

The cytotoxic effects of monoterpenes have previously been showed against different
cancer cells. 18-cincol, the major compound found in N. binaloudensis oil, has been
demonstrated to inhibit the proliferation of HepG2 and A549 cells (Kladniew eral,, 2014). In
another study showed that 1 8-cincol supressed proliferation of colon cancer cells by activating
apoptosis (Murata ef a/., 2013). Alpha terpincol has been declared to inhibit the growth of
cancer cells through a mechanism that includes inhibition of the NF-kB pathway (Hassan e al.,
2010). At a concentration of 320 pg/ml, y-terpincol induced typical genome DNA
fragmentation after 12, 24, 36, 48 hours and hallmark apoptosts in multiples of 180-200 bp. y-
terpincol not only induced apoptosis in human liver cancer BEL-7402 cell lines, but also greatly
reduced BEL-7402 cell protein expression (Wu er o/, 2014). The anti-tumor cffect of a-pincnin
has been reported on human hepatoma cell lines by inducing G2/M cell cycle arrest (Chen er
al., 2015). a-pmenin has been shown to inhibit BEL-7402 cells by arresting cell growth in the
G2M check point via down-regulating Cde25C expression and decreasing cycle dependence
on kinase | (CDK1) (Chen er al., 2014).

4. CONCLUSION

This study was carricd out to confirm the cytotoxic and apoptotic effect of essential o1l
obtained by hydrodistillation from the acnal parts (flower, leaf, seed and stem) of N. italica
subsp. cadmea. Various studics have been made to appraise the anti-apoptotic, anticancer, and
cytotoxic potentials of different essential oil extracts from different specics of the genus Nepeta.
Extracts of these essential oils can be exerted by a vanety of mechanisms, including cytotoxic
and anti-cancer potential, increased membrane permeability, depolarization of cell membrane
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integnity and disruption, decreased activity of membrane-bound enzymes, modification of the
mevalonate metabolism pathway, and apoptosis induction. This study wall contribute to the
literature about cffects of N. italica subsp. cadmea and its anticancer activitics in Saos-2
osteosarcoma cells.
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Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal Ogretim
Uyesi Dog. Dr. Nazan KESKIN tarafindan yiiritilleceZi ifade edilen "Nepeta italica subsp.
cadmea ekstraktimn dondurulmus-¢6zdiiriilmiis tavsan spermleri iizerine etkisinin
arastirilmas1” isimli proje ¢aligmas: kapsaminda ekte yer alan aragtirmaci personelin
yiiriitmesi planlanan arazi galismalan ile ilgili Bilimsel Arastrma Izin Bagvurusu Genel
Midiirligimiiz yetki ve sorumluluklan cercevesinde incelenmis olup, buna gére;

® Caligmalarin sahada bulunan flora, fauna, dogal ve kiiltirel degerlerin yam sira
ekosistem biitiinliigiine de zarar vermeyecek sekilde yapilmas: ve boyle bir tahribatn n
gorilmesi durumunda ¢aligmanin kesinlikle durdurulmas:,

® S6z konusu alanlann 6zelliklerinin kaybolmamasina 6zen gosterilerek yaban hayatinn
tahrip edilmemesi,

® S5z konusu ¢aiymalann 2873 Sayih Milli Parklar Kanunu kapsaminda yer alan surlar
dahilinde kalmas: nedeniyle caliymanin siire¢ ve sonucu hakkinda mutlak suretle ilgili
Milli Park Midiirliiklerine bilgi verilmesi ve bu alanlarda gerceklestirilecek olan
caligmalarda flgili Milli Park Midiirliigiiniin talimatlan dogrultusunda hareket edilmesi,

® Arazi ¢ahsmalarmm 2873 Sayih Milli Parklar Kanunu kapsaminda yer alan smrlar
dahilinde kalmas: nedeniyle bu kisimlarda ¢cahsma yapilirken Bdlge Miudiirligumiizden
bir mihmandar egliginde araziye ¢ikilmasimn saglanmasi,

® Aragtirma sirasinda elde edilen fotograf, video vb. dijital verinin kurumumuzun ayn bir
izni olmaksizin medya vb. organlarda yaymmlanmamas:, bilimsel maksatlar haricinde
yaym yapilmamasi,

® Arazi cahsmalanmn yapilacags yerin il merkezlerinde Valilige, ilgelerde ise
Kaymakamhiga bilgi venilmesi,

® Caliymalar kapsammda dogadan toplanmas: hedeflenen tir olan Honaz Pisikotu'nun
endemik ve IUCN'e gore CR kategonsinde olmas: nedeniyle; toplama yapilacak her
popiilasyondan en fazla %S5 orammnda ve toplamda em fazla 150 adet toplama
yapimas:.

® Cahsmalar kapsaminda yurt disina genetik materyal ihtiva eden herhangi bir materyalin
gondenlmemesi ve toplanan 6meklerin kesinlikle ticarete konu edilmemes:,

® Araghrma ara ve sonug raporunun basili ve dijital ortamda birer kopyasimn Genel
Midirligimiize ve ilgili Bolge Mudiirlitkklenne gonderilmesi,
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sartiyla bahse komu c¢ahiymalann yapilmasi Genel Midirligimiizce uygun
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