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OZET

Kuersetinin Merinos Irki Ko¢ Spermasinin Akrozom Reaksiyonu Uzerindeki

EtKkinliginin Arastirilmasi

Amag: Koyunculukta yiliksek verim alabilmek i¢in ko¢ spermasinin dolleme yetenegi
yiiksek olmalidir. Giiglii bir antioksidan olan kuersetinin farkli tiirlerde sperma iizerine
olumlu etkisi oldugu goriilmiistiir. Bu tezin amaci kuersetin maddesini kullanarak Merinos
irk1 kog spermasinin dol verimini yiikselterek dolleme yeteneginin arttirilmasidir.

Materyal ve Metod:Merinos koglardanalinan ejakiilatlardan uygun 6zellik (sperm
yogunlugu >3x10° spermatozoa/ml; motilite >% 80) gosterenler spermanin sulandirilmasi
isleminde kullanildi.Spermalarin sulandirilmasinda Tris sulandirici kullanildi. Ejakiilatlar
32°C’de 4 esit hacme boliindii.Farkli dozlarda kuersetin(15, 30, 45 pg/mL) katilarak 3 grup
olusturuldu. 4’tincti grup olan kontrol grubuna antioksidan(kuersetin) katilmadi. Spermalar
Tris sulandiricistyla ml’de yaklasik 4x108 spermatozoa olacak sekilde sulandirildi ve
donduruldu. Cozdiiriildiikten sonra 60ul sperma, 10ul FITC-PNA ve 2.5ul Pl ile ana karisim
hazirlanarak 20 dakikada 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan 10pl Hancock
soliisyonuyla muamele edildikten sonrareaksiyon sonlandirildi. Ornekten 2.5ul’lik miktar
alinarak floresan mikroskopta 400’liik biiylitmede 200 adet sperm sayildi.Yesil renk veren
spermler hasar gormiis akrozom, yesil renk vermeyen spermler ise hasar gormemis akrozom
olarak degerlendirildi. Calisma 6 replikasyondan olusturuldu.

Bulgular: 15, 30, 45ug/mL dozlarinda kuersetin katilan ti¢ grup ile kuersetin
katilmayan kontrol grubunda hasar gérmeyen akrozom biitiinliigiiniin yiizdelerine bakild1.
15pg/mL grubunda %39,16+2,65°, 30pug/mL grubunda %40,83+0,30°, 45ug/mL grubunda
%20,83+2,95, kontrol grubunda %54,83+3,38? bulunmustur.

Sonuc:Farkli dozlarda (15, 30, 45ug/mL) katilan kuersetin maddesi ile olusturulan ii¢
grubunda yiizdesi kontrol grubuna gore daha diisiik ¢ikti. Kuersetinin bu dozlarda akrozom
biitlinliigii izerine toksik etki ettigi goriildii.

Anahtar Kelimeler: Akrozom,Kog, Kuersetin,Sperma.



ABSTRACT

Investigation of Quercetin Activation on the Acrosomal Reaction of the Merinos
Ram Sperm

Aim:In the sense of achieving high efficiency in sheep, ram sperm must have high
fertilization ability. Quercetin, a potent antioxidant, has been shown to have a positive effect
on semen in different species. This thesis aims to improve the efficiency of the Merinos racial
ram sperm using quercetin.

Material and Method: The ejaculates collected from Merinosrams were used for the
dilution of the sperm (sperm density >3x10° spermatozoa/ml, motility>80%).
Tris diluent was used to dilute the semen. The ejaculates were divided into 4 equal volumes
at 32°C. Three groups were formed by adding quercetin (15, 30, 45 pg/mL) at different doses.
Antioxidant (quercetin) did not participate in the 4th group(the control group). Spermatozoa
were diluted and frozen to approximately 4x108 spermatozoa per ml with Tris diluent. After
thawing, the master mix was prepared with 60ul semen, 10ul FITC-PNA and 2.5ul PI and
allowed to incubate at 37°C for 20 minutes. The reaction was then terminated after treatment
with 10uL Hancock solution. An amount of 2.5l of the sample was taken and 200 sperm
were counted at 400 magnification on a fluorescent microscope. Sperm that gave a green
color were evaluated as damaged acrosome, and sperm that did not give green color were
regarded as undamaged acrosome. The study consisted of 6 replicates.

Results:In terms of the undamaged percentage of acrosomal integrity was assessed in
the control group and quercetin groups (15, 30, and 45pug/mL). Findings: 39.16+2.65 in the
15ug/mL group, 40.83+0.30° in the 30p/mL group, 20.83+2.95¢ in the 45ug/mL group and
54.83+3.38% in the control group .

Conclusion: The percentage of the three groups formed with the quercetin substance
added at different doses (15, 30, 45ug/mL) was lower than the control group. Quercetin has
been shown to toxicize acrosome integrity at these doses.

Key Words: Acrosome, Quercetin,Ram, Semen.
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1. GIRIS

Koyunculugun hayvansal {iretim, dolayisiyla tarimsal {iretim ve iilkelerin
ekonomilerinde 6nemli bir yeri bulunmaktadir. Koyunlardan elde edilen et, siit ve siit
tiriinleri, yapagi ve deri gibi iiriinler insanlarin 6dnemli ihtiyaglarint karsilamaktadir. Bu
hayvanlar  bircok ¢iftlik hayvan tirlinin faydalanamadigi yem kaynaklarini
degerlendirebilmektedir. Bu nedenlerle diinyanin her yerinde koyun yetistiriciligi
yapilmaktadir.!

Koyunculuk, otlaklari genis ve kurak iklim sartlarina sahip ¢ayir bolgelerde daha sik
olarak yapilmaktadir. Koyunlar uygun agiz yapilariyla diisiik kaliteli meralardan daha fazla
yararlanabilmektedir. Koyunculuk gerek verim 6zellikleri gerekse de beslenme avantajlar
bakimindan iilke hayvancilig1 icerisinde énemli bir yer tutmaktadir.!

Koyunculuk Tiirkiye’de en 6nemli hayvan yetistiriciligi dallarindan birisidir. Kirsal
alanda yasayan halkimiz i¢inis alan1 ve ekonomik kazanclar1 nedenleriyle ge¢im kaynagi
haline gelmistir. Bu nedenlerletarih boyunca en eski hayvansal iiretim alanlarindan birisi
olmustur. Koyun yetistiriciligi issizlik, ekonomik kazang, tiiretim veet ihtiyacinin
karsilanmasi acgisindan da 6nemlidir. Halkimizin 6nemli bir gecim kaynaklarindan birisini
olusturan koyunculugun daha da gelismesi nedeniyle iizerinde 6nemle ¢alisiimalidir.t

Koyunculuk bu kadar 6nemliyken koyunculukta verimi artirmak hedeflenmektedir.
Koyun yetistiriciliginde iiretimin artirilmasi i¢in birim hayvandan daha fazla verim almak
zorunludur. Bu amagcla koyunculukta tireme 6zelliklerinin iyilestirilmesi gerekmektedir. Dol
verimi iyi olmayan bir disiden yiiksek verimli yavru alinamayacagi gibi spermasinin verimi
ve kalitesi uygun olmayan bir erkek hayvandan da iyi bir dol verimi alinamayacagi ortadadir.

Bu nedenlerle  koyunculugun etkin bir sekilde siirdiiriilebilmesinde  kog



sperminindéllemeyeteneginin yiiksek olmasi 6nem arz etmektedir. Kog spermasinin délleme
yetenegini arttirmak i¢in Ozellikle dondurma-¢oziindlirme sonrast zarar géren sperm
hiicrelerini azaltilmasinda antioksidan maddeler kullanilmaktadir.?

Dondurma-¢oziindiirme sonrasi spermada antioksidan kapasite azalmakta ve reaktif
oksijen radikal olusumu artarak spermatolojik Ozellikler ve fertilitede olumsuzluklar
meydana getirmektedir. Dondurulup ¢ozdiiriilen sperma, taze spermaya nazaran
peroksidasyona daha hassas olmaktadir. Son zamanlarda yapilan arastirmalar, spermanin
muhafazasi sirasinda infertiliteye neden olan en 6nemli faktor olarak spermatozoa membran
lipidlerinin peroksidasyonunu isaret etmektedir. Bu nedenle spermalarin dondurma-
coziindiirme sonrasinda spermatolojik oOzellikler tizerine pozitif etkileri olabilecegi
diisiincesinden dolay1 sperma sulandiricilarina antioksidan maddeler ilave edilmektedir.?

Memeli hayvanlarda viicut sivilar1 ve iireme dokularinda yiiksek miktarda bulunan
antioksidan maddeler, sperma sulandiricilarina ilave edildiginde spermadaki serbest
radikallerin sebep oldugu hiicre membranlarindaki yag asitleri ve fosfolipitlerin
peroksidasyonunu asgari seviyeye diisiirmektedir. Boylelikle lipit peroksidasyonunun
spermatozoa akrozomunda sebep oldugu zarar azaltilarak saglanan dol verimi biiyiik dl¢iide
arttirilabilmektedir.’

Cozdirme sonrast spermlerin antioksidan kapasitesi donma eritme islemi sirasinda
olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) neden oldugu zarara karsi yetersiz kaldig
bildirilmisbunun sonucu olarak ¢6zdiirme sonrast sperm kalitesinin diisiik oldugu
goriilmiistiir. Kuersetin maddesi gii¢lii bir antioksidan olmasi nedeniyle reaktif oksijen
tiirlerinin neden oldugu zarar1 azaltarak sperm kalitesini arttirabilir.*

Yapilan bu c¢alismada kog¢ sperminin dondurma Oncesi belirli dozlarda

antioksidan(kuersetin) katilarak, ¢dzdiirme sonrasi spermde hasar goren akrozom biitiinliigii
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yiizdesinin  azaltilmasi sayesindekog¢ spermininddlleme yeteneginin yiikseltilmesi

amaglanmstir.



2. GENEL BIiLGILER

Koyunlar tiir olarak (Ovis aries) Bovidae grubunun iginde yer almaktadir. Koyunlar
yiinii ve eti i¢in ilk evcillestirilen hayvanlar i¢inde bulunmaktadir. Seksiiel siklusu koyunlarin
mevsime bagli poliostrik hayvanlardan olmasi nedeniyle giin uzunluguna, beslemeye ve irka
bagli olarak farklilik gésterir. Iklim olarak 1liman bélgelerde yasayan koyun irklari genellikle
ilkbahar ve yaz mevsimi siliresince andstrusta olup, sonbahar mevsimi doneminde giin
15181n1n azalmasina bagli olarak Ostrus gosterir. Tropikal bolgelerde giin 1s1gindaki degisimin
az olmasi nedeniyle yerli irk koyunlar seksiiel yonden aktifligini y1l boyunca korur. Yerli
wklar tropikal bolgelere gotiiriiliirse, zamanla reprodiiktif aktivitelerindeki mevsimsel
farklilik kaybolarak yeni ortama uyum sagladigi goriiliir. Beslenmenin yetersiz olmasi ve
yiiksek c¢evre sicakligi tropikal bolgelerde yilin bazi1 aylarinda seksiiel aktiviteyi
kisitlayabilmekte iken, yagmurlarin basladigi mevsimlerde mera sartlarinin iyilesmesi ve
uygun cevre sicakligmin olusmasi seksiiel faaliyetlerde artis gosterebilmektedir.

Koglarin seksiiel aktivitelerinin sinirlari kesin bir sekilde betimlenebilecek mevsimsel
ozellik gostermezler. Koglar sonbaharda ytiksek bir seksiiel aktivite gosterseler de kisin son
donemleri, bahar ve yaz aylarinda da birgok etkene bagli olarak aktif olabilirler. Giin
uzunlugunun azalmasi koglarda FSH, LH ve testosteronun salgilanmasini uyarirken, giinlerin
uzamasi da bu hormonlar1 inhibe edilmesini saglar. Yetiskin koglarda giin uzunlugu siiresine
bagli olarak serum gonadotropin ve testosteron sekresyonlarmin salinim miktar1 birey ve
irklar arasinda farklilik olusturabilir. Bu farkliliklar hipotalamus-hipofiz-testis aksisinin en

aktif oldugu kisa giinlerde daha belirgin saptandig1 belirtilmistir.



2.1. Koc¢larda Sperma Almanin Yontemleri

Koclarda sekstiel aktivite; testosteron sekresyonu, spermatogenesis ve ciftlesme
davraniglarindaki belirgin bir artigla karakterizedir. Koglarin testis 6l¢iileri 8-10 haftalik yasa
ve yaklasitk 16-20 kg agirliga ulastiklari zaman artmaya baslar. Bu durum, primer
spermatositlerin goriilmesi ve seminifer tubullerin genislemesi ile ayni zamana denk
gelmektedir. Ciftlesme ile olusan ejakiilasyondaki canli spermler, 4-6 aylik yas ve olgun
beden agirligimin %40-60’1na ulastig1 zaman sekillenir.® Diger ¢iftlik hayvanlarinda oldugu
gibi koglardan suni vajina, elektroejakiilator, dogal asim sonrasi vajinaya birakilan spermanin
alinmasi vb farkli yontemler kullanilarak sperma alinabilmektedir.® Sperma koglardan en
uygun sekilde suni vajina ya da elektroejakiilator kullanilarak alinabilmektedir. Bu
yontemlerin birbirine gore iistiinliigii veya olumsuz yonleri olsa da suni vajina yontemi ile
alian sperma kalite bakimindan diger yontemlere gore daha tistiindiir. Suni vajina yontemi
ile sperma alinacagi zaman, kocun seksiiel olarak disaridan uyarilmasina gerek duyulmasi
nedeniyle ortamda 4 kizgin koyun veya fantom bulunmasina ihtiya¢ vardir. Suni vajina
yonteminin olumsuz yonleri koclardan suni vajina yontemi ile sperma vermeye alistirilmasi
i¢in siirece gereksinim olmasi, baz1 durumlarda suni vajinay1 reddetmesi ve deneyimsizlikten
ileri gelen nedenlerden dolay1 spermanin alinamamasi gibi nedenler bulunmaktadir. Ayrica
suni vajina kosullari, ¢evre ve uygulayicidan kaynaklanan farkliliklar da sperma kalitesini
dogrudan etkileyebilmektedir. Diger yandan sperma alinirken kizgin disinin kullanilmasi
nedeniyle istenmeyen ¢iftlesmelere neden olarak sperma kayiplarina yol agmakta ve sperma
alan kisi veya disi hayvanin giivenligini de tehlikeye sokarak risk olusturabilmektedir.
Sperma vermeye alisan koclardan dstrustaki disinin varliginda giinde bir veya iki kez sperma

alinabilecegi bildirilmistir.°®



Elektroejakiilasyon yontemi ile alinan spermanin kalitesi suni vajina ile elde edilen
spermanin kalitesine yakin 6zellikte oldugu bildirilmistir. Bu yontem, kizgin disi veya
fantoma gereksinim duyulmamasi nedeniyle suni vajina yonteminden {istiin olan taraflari
vardir. Ancak sperma alirken daha fazla personele gereksinim duyulmasi, uzmanlik
gerektirmesi, hayvanin yatirilmast gibi bazi olumsuz taraflar1  bulunmaktadir.’
Elektroejakiilatorle sperma alma yonteminde, elektroejakiilatoriin ii¢ elektrotlu rektal probu
(19x3,5cm; uzunlukxcap) kayganlastirilarak rektuma yerlestirildikten sonra 2-3 saniye
araliklariyla verilen elektriksel uyarimlarla sperma alinir. Alinan spermanin direkt giines
1s18indan veya soguk sokundan korunmasi ve en fazla 10 dakika icerisinde motilite
degerlendirilmesinin yapilmasi1 gerekir.” Elektroejakiilasyon yontemi ile sperma alirken
rektal prob; kogun rektumuna zarar vermeden yerlestirilmeli, ilk uyarimdan sonra 30 saniye
masaj yapilmali ardindan voltaj asamali olarak artirilarak islem tekrarlanmalidir. Her
uyarimin ardindan voltaj diisiiriilerek ve masaj uygulanmasina devam edilmelidir. Bu islem
sperma alimina kadar (3-5 kez) siirdiiriilmesi gerekmektedir. Elektroejakiilator ile sperma
vermeye aligmis koglar genelde bir iki uyarim sonrasi sperma verirler. Deneyimi olmayan
koglar i¢in biraz daha fazla uyarim gerekli olabilir.® Suni vajina ve elektroejakiilatorle sperma
alma tekniklerinin karsilastirildign calismalarda,®® elektroejakiilatrle alinan spermanin
hacminin, suni vajina yontemi ile alinanlara gore daha fazla oldugu, sperma yogunlugunun
ise daha diisik bulundugu belirtilmektedir. Bunun nedeni; elektriksel uyarimla eklenti
bezlerinin salgilart normalden daha fazla salinmasi oldugu belirtilmektedir. 101!

2.2. Ko¢ Spermasinin Genel Ozellikleri

Kog spermasi diger ciftlik hayvanlar ile kiyaslandiginda irk, yas, beslenme, sperma
alma yontemi, sperma alma sikligi, sperma alma zamani ve mevsim gibi faktorlere bagh

olarak ejakulat hacminin diisiik oldugu belirtilmistir. Ejakulat hacmi koglarda ortalama 1 ml
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dir. Saglikli bir ko¢ ejakulatinin rengi gri-beyazdan krem rengine kadar degisiklik
gosterebilmektedir. Kog spermasi normalde koyu kivamli ve diisiik vizkoziteye sahiptir.
Spermanin kivami ile yogunlugu arasinda dogrusal bir iliski oldugu bildirilmektedir. Kog
spermasinin motilitesi ortalama %70, pH’s1 6,2-6,9 arasinda degismekte olup, 3x10%ml
yogunlugunda ve ortalama %20 anormal sperm oranina sahip oldugu belirtilmistir.'?

2.3. Ko¢ Sperminin Yapisi

Spermler bag ve kuyruk olmak iizere iki kisimdan olusur. Niikleus ve oosite
penetrasyonu saglayan akrozom bas kismini olusturur. Baglanti, orta ve son kismi (asil
kuyruk) kuyruk kisimini olusturur. Baglanti kismi, erkek ve disi gamet niikleuslarii zigotta
bir araya getirmede dnemli bir rolii olan sentrozomu igerir. Orta kisimda sperm motilitesinde
gerekli olan enerji kaynagini saglayan mitokondria bulunur. Kuyruk kismida, spermin uterus
ve ovidukta ilerleyerek oositle karsilasip penetre olmasim saglar.'® Spermatogenezisin son
asamasinda boliinme yetenegini yitiren sperm, hareket 6zelligi kazanarak 6zel bir yapiya
bliriiniir. Memeli sperm yapis1 genellikle akrozomun ve basin sekli ile toplam uzunlugu
bakimindan tiirler arasinda farklilik gosterir. Memeli sperm uzunlugu farkliliklar: 28,3um ile
356,3um arasinda degisir. Rodent sperminin uzunlugu 150-250pum iken insan ve evcil
hayvan spermi ortalama 5Oum uzunlugundadir. Kog¢ sperminin bas, orta kisim ve toplam
uzunlugu sirasiyla 8,2um, 14 pm ve 65um olarak belirtilmistir.1* Memeliler arasinda en uzun
spermatozoaya sahip hayvan ise 350um ile Avustralya keselisi oldugu goriilmiistiir.3

2.3.1. Bas Kismu

Bas kisminin i¢inde niikleus, hiicre membrani, apikal vakuol, akrozomal kap, post-
niikleer kap, bazal yumru ve implantasyon ¢ukurlugu bulunmaktadir.” Asil gorevi; oosite
penetre olmak, haploid genomu vermek ve fertilizasyon sonrasi embriyonik gelisimi

baslatmaktir.



2.3.1.1. Niikleus

Niikleus bas kisminin merkezinde bulunur ve haploid kromozomlar igerir. Niiklesun
sekli kaba olarak basin sekli ile aymdir.” Spermin kromatin yapisi, metafaz asamasindaki
somatik hiicrelerin kromozomlarindan 6-10 kat daha kompakt goriinimde ve
transkripsiyonel olarak inaktif durumdadir. Histokimyasal boyamada primatlarin disinda
memeli spermatozoasmin kromatin yapisi genellikle homojen bir sekilde boyanir.'?
Primatlara ait spermatozoa niikleusu ise vakuollii goriiliir. Bazi niikleer vakuoller,
spermatidlere ait sitoplazma kalintilar1 igerir. Niikleusta vakuollerin bulunmasi birgok
memeli tiiriinde bozukluk olarak nitelendirilir. Infertil ruminantlarin bazilarinda niikleus
yikimina yol agan, periniikleer sitoplazma ve mikrotiibiillerin invaginasyonu
goriilmektedir.®® Genetik kusurlar, niikleusta bulunan kromozomlar, DNA tarafindan
yavruya aktarildigr i¢in, sperm DNA hasarlarinin belirlenmesi spermatolojik muayene
sistematiginde ayr1 bir 5nem kazanmaya baslamistir. Infertil bireylerin sperma DNA kiriklar
oraninin fertil bireylere gore daha yiiksek oldugu ve bu nedenle, bireyin fertilite yetenegini
ortaya koymak i¢in spermin DNA biitiinliigiiniin 6nemli oldugu vurgulanmaktadir. Yapilan
son ¢calismalarda genetik hastaliklarin 6niine gegmek ve yardimcei iireme tekniklerinde basari
sansint artirmak i¢in gametlerin kromatin yapismin biitiinliigiiniin ortaya koyulmasina
yonelik ¢alismalar 6nem kazanmistir.'®

2.3.1.2. Akrozom Yapisi

Akrozom niikleusun frontal ve lateralinde, plazma membran1 ve periniikleer teka
arasinda bulunan vezikiiler yapiya verilen isimdir. Bu yap1 spermiyogenezisin golgi
asamasinda meydana gelir. Yapisal ve islevsel olarak 6n ve arka olmak iizere iki boliime
ayrilabilir.” Spermin kumulus hiicrelerini gegmesi veya zona pellusidaya (ZP) baglanmasinda

on kistm 6nemli rolii iistlenir. On kistm kumulus hiicreleri gegilirken akrozomal ekzositozun
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olustugu bolgedir. Arka boliim diye adlandirilan ekvatoryal veya posterior akrozomal kisim
ise akrozomal ekzositoz ve fertilizasyon sonrasi oositle birlestigi boliimdiir.'® Akrozom
spermatozoanin  6n kismimi olusturan bolgedir. Bu yap1 fertilizasyon sirasinda
spermatozoanin oosit katmanlarin1 gegerken gerekli olan ¢ok sayida farkli hidrolitik
enzimleri icerisinde ihtiva eder.’ Bu pargalayici enzimler akrozom reaksiyonu sonucu ortaya
¢ikarak penetrasyon oncesi spermden ayrilirlar. Morfolojik incelemelerde ve fertilizasyonda
onemli rol oynamasi nedeniyle akrozomun ayr1 bir 6nemi vardir. Spermin yaslanmasi veya
zararl etkilere bagl olarak apikal bolgede bulunan akrozomal enzimleri igeren yapilarin
bozulmas1 nedeniyle fertilite kayb1 olusmaktadir.” Istenilen oranda gebelik elde etmek icin
fertilizasyonda etkin rol oynayan enzimleri i¢eren akrozomal yapinin biitiinligliniin
bozulmamis olmasi gerekmektedir. Akrozom; Hyaluronidaz, Corona Penetreting Enzyme
(CPE), Neuraminidaz ve Tripsin gibi fertilizasyonun olusmasinda etkin rol oynayan
enzimleri igerir.’> Hyaluronidaz ve CPE, oosit ¢evresindeki kumulus hiicrelerine bagl olan
hyaluronik asidi hidrolize eder.” Spermatozoa, hyaluronidaz enzimini salip hyaluronik asit
baglarin1 yikimlayarak kumulus hiicrelerini dagitir ve kumulus ooforusa penetre olur.'®
Akrozomal matriks ve proteolitik enzimlerin ZP yilizeyinde serbest birakilarak fertilizasyon
yirtig1 (deligi) acilmasinda gorev aldigr ileri siirtilmektedir. Fertilizasyon deliginin
sekillenmesinde spermin mekanik giicliniin yani motilitesinin de etkili oldugu
belirtilmistir.>"*3

2.3.2. Sperm Kuyrugu ve Flagellum Yapisi

Sperm kuyrugu, basin arka kismindan uzanan ince uzun bir organel yapidadir.
Kuyrugun gorevi kamei tarzi hareket ile spermi ileri hareket ettirmek ve hareket i¢in gerekli
enerji Uretmektir. Kuyruk, eksternal morfolojide temel olarak boyun bdlgesi (baglayici

parga), orta parca, ana par¢a ve son parca olmak tlizere dort boliimde incelenebilir.



2.3.2.1. Boyun Bolgesi, Orta Kisim ve Kuyruk

Sperminin “boyun” kism1 bas ve kuyrugu baglayan karmasik ve 6zellesmis bir yapiya
sahiptir. Basin konkav yiizeyi bazal yumru, kuyrugun konveks yiizeyi ise kapitulum olarak
tanimlanir. Her ikisi birbirleri ile ince flamentlerle baglanmis elektron yogunlugu yapisina
sahiptir.® Orta kisim icerisnde mitokondrialar, sentriol halkalar1 ve fibriller bulundurmasi
nedeniyle asil kuyruktan daha kalindir. Boyun bolgesi arkasinca uzanan tiim yap1 bolgesi
sperm kuyrugu veya flagellum olarak adlandirilir. Orta kisim, ana kisim ve son kisim
olarakii¢ kisma ayrilabilir. Kuyrugun ana yapisi olan aksonema, yogun dis lifler ve fibroz bir
kilif ile sarilidir. Aksonema bir ¢ift sentral kiigiik mikrotubiil ve onu ¢evreleyen biiyiik dokuz
mikrotubiil ¢iftinden olusmustur. Bu fibriller; aksiyal fibril yigin1 olarak adlandirilir.”
Aksiyal fibril y1igmim ¢evreleyen periferal halka olan fibroz zarin, sperm maturasyonu,
progresif motilite, kapasitasyon ve ovidukta spermin taginmasi sirasindaki hiperaktivasyon
saglayan reaksiyon zinciri sinyalinin verilmesinde rol oynayan enzim ve komponentleri
igerdigi disiiniilmektedir. Spermin metabolit merkezi olan mitokondrialar orta kismin
cevresini sarar. Bu yap1 mitokondrial heliks olarak tanimlanir. Mitokondrial heliks, 70-80
kez 10-15°’1ik bir a1 ile orta kisim etrafinda déner.’” Sperm mitokondriasi fizyolojik olarak
aktiftir ve farkli substratlarla ATP sentezleyebilir.® Spermatozoa, tubulus seminiferus
liimenine gectiginde riizidiial parcacik olarak adlandirilan sitoplazmanin kullanilmayan
kisimlarin1 sagar. Bu parcaciklar sertoli hiicrelerince fagosite edilir. Mature olmus serbest
spermatozoanin boyun kisminda kalan sitoplazma pargasi ise “sitoplazmik damlacik” (SD)
olarak tanimlanir. Sitoplazmik damlacik boyutlari tiirler arasinda farklilik gosterir. Bu yapida
yapilan ileri yapisal analizlerde farkli yapilarda membranlar, lipit damlaciklari, golgi yapili
kesecik ve kese, ¢esitli sitoplazmik yapilar gdzlendigi bildirilmistir. Biyokimyasal olarak SD,

lipit, lipoprotein, RNA ve birgok hidrolitik enzim igerir. Sitoplazmik damlacigin
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spermatogenezis ya da fertilizasyon sirasinda belirli bir etkisinin olup olmadig
bilinmemektedir. Sitoplazmik damlacik spermatozoanin orta kisminda, distal ugtan
proksimal uca dogru go¢ eder ve epididimisteki taginma sirasinda dokiiliir. Spermatozoanin
bu yapiyr atamamast sonucu motilitenin engellendigi ve fertilizasyonda kullanilamadigi
goriilmistiir. Cok sayida sitoplazmik damlacikli sperm en fazla domuz ejekiitlatlarinda

gdzlenmistir.*®

Ayrica sik sik ejakiilasyon yapan hayvanlarda spermin epididimal
olgunlagmasini tamamlamamasi sonucu spermada yliksek oranda sitoplazmik damlaciga
rastlandig1 goriilmiistiir.’® Canli spermatozoa saglam ve tamamen lipoproteinden olusan
plazma membrani ile kaplidir. Plazma membrani, 6zellikle kapasitasyonda, akrozom
reaksiyonunda ve oositin plazma membranini eritmede dnemli role sahiptir. Sperm plazma
membran1 epididimise gegiste cesitli sekretorik proteinleri absorbe eder. Bu sayede
epididimal spermatozoa fertilizasyon yetenegi kazanir.™®

2.4.Antioksidanlar

Viicutta olusan veya disaridan alinan serbest radikallerin olusturdugu hasara karsi
koymak i¢in viicudun olusturdugu antioksidan savunma mekanizmalar1 bulunmaktadir. Bu
antioksidan mekanizmalarin gorevleri serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonu
durdurarak, oksijeni veya metalleri baglayarak, oksidasyonun sebep oldugu zararlari
engeller.”'® Antioksidanlarin insan saglindaki temel etkisi, serbest radikalleri notralize eden
ve zincir kiran mekanizmalarda aktif rol almasiyla ortaya cikmaktadir.’® Antioksidanlar,

0 Enzimatik

enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak siniflandirilabilirler.?
antioksidanlar siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon-S-transferaz (GST), glutatyon rediiktaz
(GR), glutatyon peroksidaz (GPx) , sitokrom oksidaz ve katalazdir (KAT). Enzimatik

olmayan antioksidan bilesiklerden mineral (SE,Zn), vitamin (A,C,K,E), antioksidan

kofaktdrler ve polifenoller seklinde incelenmektedir.?! Antioksidanlarin serbest radikalleri
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ve reaktif tiirevleri siipiirme, dolayisiyla oksidatif stres ve oksidatif stresle baglantili olan
hasar1 azaltmalar1 nedeniyle, besinlerle antioksidan takviyesi hakkinda sayisiz ¢alisma ve
oneriler yapilmistir.?’ Baz1 gida antioksidanlarinin oksidasyonu engelleyerek arteroskleroz,
malarya, romatoid artrit ve diyabette faydali olabilecegi, antitiimdral, antitrombotik,
antiiilser, antikarsinojenik, antihipertansif, antinakteriyel, antifungal, antiviral etkileri oldugu
yapilan in-vivo ¢alismalarda gosterilmistir.?! Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve antioksidanlar
arasindaki dengenin korunmasi, oksidatif stresten kaynaklanan hasarin 6nlenmesinde 6nemli
bir mekanizma gorevi vardir. Organizmanin antioksidan kapasitesinin yetersizligi
durumunda, metabolik reaksiyonlar hiicreler i¢in zararli olur. Bu reaksiyonlar koroner damar
hastaliklari, diyabet, Alzheimer, Parkinson ve degisen kanser tiirlerinin olusmasina neden
olmaktadir.?! Bu nedenle, vitaminler ve flavonoidler gibi antioksidanlar ile beslenme
takviyesi, bircok kronik hastaligin 6nlenmesinde kullanilmaya baslanmistir. Antioksidanlar
serbest radikallerin neden oldugu zararh etkileri, diisiik yogunluklu lipoproteinleri (LDL) ve
lipoprotein oksidasyonunu énleyerek hastaliklarin olusumunu engeller. 8

2.4.1. Polifenoller

Polifenoller olarak adlandirilan antioksidanlar, zengin biyoaktif bilesiklerdir.
Bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢igek, govde, dal ve yapraklarinda bulunup pek ¢ok gidanin
tat ve aromasma katkida bulunurlar.!3?2 Beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri
nedeniyle ‘biyoflavonoid’ olarak da adlandirilirlar. Polifenollerin diyetteki giinlik 1g
tiketimi, vitamin C tiiketimine gore 10 kat daha degerli olmasi nedeniyle giiclii
antioksidanlar olarak kabul edilmistir.®222% Fenolik bilesikler, gida maddelerinin goriiniis,
tat ve lezzet gibi tikketim agisindan 6nemli olan 6zellikleriyle dogal antioksidan olarak insan
saghig iizerinde gosterdikleri olumlu etkileri nedeniyle oldukca onemli bilesenlerdir.'®

Fenolik bilesiklerin antialerjik, antienflamatuar, antidiyabetik, antimikrobiyal, antipatojenik,

12



antiviral ve antitrombotik etkiye sahip oldugu yapilan arastirmalarla bildirilmistir.
Antioksidan olarak fenolik bilesiklerin kanser, kalp hastaliklari, katarakt, géz hastaliklar1 ve
Alzheimer gibi hastaliklara kars1 koruyucu 6zellik gosterdikleri bilinmektedir. Polifenollerin
antioksidan aktivitelerinin ise, serbest radikalleri baglama kapasitesi veya demiri indirgeme
giiciine dayandig1 bildirilmistir.18?2 Polifenoller, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere
ikiye ayrilirlar. Flavonoidler, 6nemli diizeyde antioksidan ve selatlama o6zelliklerine sahip
difenilpropanoidler olup insan viicudunda sentezlenemeyen bitkisel polifenollerin en yaygin
grubunu olustururlar.!® Fenolik asitler ise, aromatik karboksilik asitlerin hidroksi tiirevleridir.
Dogal olarak meydana gelen bu bilesikler; bircok kronik hastaliga sebep olan serbest
radikallere ve diger reaktif oksijen tiirlerine karsi giiglii antioksidan ozellik gosterdigi
bilinmektedir. 8.2

2.4.2. Flavonoidler

Polifenollerin dogada en yaygin bulunan formu flavonoidlerdir. Meyve ve sebzelerin,
bitkisel caylarin dogal yapilarinda bulunan ve insan sagligi iizerinde olumlu etkileri olan,
polifenolik antioksidanlardir.}8192024 Meyveler, yapraklar, ¢igekler, kok ve tohumlar gibi
bitkilerin farkli kistmlarinda bulunurlar.?* Biyolojik aktiviteleriyle ilgili ilk ¢alisma 1936
yilinda Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan yaymlanmistir.?® Yapilan ¢aligmalarda
flavonoidlerin; anti-inflamatuar, antioksidan, antialerjik, antitrombotik, antiviral ve

antikarsinojenik gibi aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir.!’

2.4.2.1. Flavonoidlerin Yapisal Ozellikleri
Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciriyle birlesmesinden

olusan ve 15 karbon atomu iceren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir. Flavonoid iskeleti
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(Sekil 2.1) heterosiklik (C) bir halde bulunan 3 karbonlu bir zincirle baglanmis iki fenolik
(A,B) halkadan olusur ve flavonoidlerin karakteristik 6zelliklerini bu heterosiklik halkanin
belirledigi bilinmektedir.2>?4?® Aym zamanda, B halkasindaki hidroksilasyon da antioksidan

aktivitelerine katk1 sagladig1 goriilmiistiir.?’

Sekil 1.1. Flavonoid iskeleti

Dogada, 5000’den fazla flavonoid oldugu belirlenmistir ve bunlar molekiiler

yapilaria gore 6 simifta toplanmaktadirlar.*81%% Bunlar;

1.Flavonlar : Apigenin, Chrysin, Luteolin
2.Flavonoller : Kaemferol, Miricetin, Kuersetin
3.Flavanonlar : Hesperidin, Naringenin
4.Flavanoller : Epikatesin, Gallocatecin

5.Antosiyanidinler  : Cyanidin, Malvidin, Pelargonidin

6.1zoflavonlar : Genistein, Daidzein

Flavonodiler; serbest radikal siipiiriicii bazi enzim aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre
cogalmasini inhibe etmeleri ve antibiyotik, antialerjen 6zellik gostermelerinden dolay1 6nem
tasimaktadir.?? Flavonoidlerin siiperoksit (O-), lipid alkoksil (RO-), lipid peroksil (ROO-),
nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir selasyon, fonksiyonlarina ek olarak;

vazodilatatér, immdiinstimiilan, antiallerjik, Ostrojenik, antiviral (HSV,HIV, influenza)
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etkileri vardir. Fosfolipaz-A2, siklooksijenaz, lipooksijenaz enzimlerinin inhibisyonuyla da
antiinflamatuar 6zellik gosterdikleri bilinmektedir.?” Ortalama yiyeceklerle giinliik flavonoid
alimimin 26 mg/giin oldugu ve predominant flavonoidin kuersetin oldugu belirlenmistir.?’
2.4.3. Kuersetin
Kuersetin antioksidanlar i¢inde polifenoller, polifenollerin alt grubu flavanoid,
flavanoidlerin alt grubu olan Flavonoller grubunun i¢inde yer alir. Kuersetin (3,3°,4°,5,7-
pentahidroksiflavon), meyve, sebze ve tahil gibi farkli bitki materyallerinde yaygin olarak

bulunan giiclii bir antioksidandir. 3 halka ve 5 hidroksil grubundan olusur (Sekil 2.2).2428.29

OH
OH

HO o)

OH
OH O

Sekil 2.2. Kuersetinin yapisal formu
Kuersetin, antikanserojenik, antiastmatik, antiviral, antialerjenik, antihipertansif,
hepatoprotektif, antidiyabetik, anti-inflamatuar, kardiyoprotektif ve antibakteriyel etkinlikler
gibi genis biyolojik etkilere sahip giiclii bir antioksidandir. Elma, sogan ve kirmizi sarap basta
olmak tizere, greyfurt, siyah ¢ay, ahududu, yaban mersini, kiraz, brokoli gibi sebze ve
meyvelerde bulunan, giinlik 25-30 mg tiiketiminin insanlar ic¢in yeterli oldugu bir

flavonoidin tiirtidiir .2426:3031
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2.4.3.1. Kuersetinin Antioksidan Etkisi

Kuersetinin antioksidan potansiyeli {izerine bir¢ok in vivo ve in vitro caligsmalar
yapilmistir. Bu c¢aligmalar, kuersetinin antioksidan etkisinin beyin, kalp, testis ve diger
dokular1 iskemi-reperfiizyon hasarina, toksik bilesiklere ve oksidatif stresin neden oldugu
diger faktorlere kars1 koruyucu oldugunu gdstermistir.3! Kuersetin, Reaktif oksijen tiirleri
(ROS) ve Reaktif nitrojen tiirleri (RNS) tutma 6zelliklerinde dolayr giiglii bir antioksidan
olarak kabul edilmektedir. Ayrica dogrudan lipid peroksitleri yok ettigi®? ve dolayli olarak
enzimatik antioksidanlarin etkinligini arttirip, nonenzimatik antioksidanlarin iiretimini
arttirdig1 belirtilmistir. 3

Kuersetinin antioksidan ve serbest radikal siipiiriicii potansiyelinden sorumlu olan B
halkasinda ve serbest hidroksil gruplarindaki katekol kismimin varligt oldugu
bilinmektedir.1%2* Kuersetinin in vitro antienflamatuar, anti-proliferatif ve gen ekspresyonu
kapasitelerine sahip bir antioksidan oldugu kanitlanmistir. Fakat simdiye kadar in vivo
sartlarda sadece antioksidatif ve antienflamatuar etkileri gosterilmistir. Kuersetinin bu iki
etkisi oksidatif stres ve inflamasyonun bazal diizeyleri yiiksek oldugunda daha da belirgin
goriinmektedir. Bu etki, kuersetin takviyesinin hipertansiyon ve sarkoidoz gibi her iki siirecle
iliskili bir hastalig1 olan insanlarda o6zellikle verimli oldugunu ortaya koymaktadir.®
Kuersetin tedavisi diyabete bagl testikiiler disfonksiyon ve histopatolojik hasarlar1 azalttig1
bildirilmistir. Kuersetin, antioksidan enzimlerin aktivitelerini arttirirken, ROS seviyelerini
disiirdiigii, diyabetik sigan testisindeki PCNA aktivitesini ve TUNEL pozitif hiicrelerin
sayisini azaltarak diyabetin neden oldugu oksidatif DNA hasarin1 ve sigcan testisindeki
apoptozu iyilestirici etkilerinin oldugu ¢alismalarda belirtilmistir.3* Kuersetinin; plazma
glukozunu diisiirdiigii,**=®3" glukoz tolerans testlerini normallestirdigi, pankreatik B-hiicre

biitiinliglinii ve fonksiyonunu korudugu ve deneysel diyabet olusturulmus sicanlarda,
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diyabetin neden oldugu bilis, ruh hali ve bobrek fonksiyonlarinda diisiise karst koruma
sagladigi bilinmektedir.*®

Kuersetin, birgok 6nemli enzimin aktivitesini de etkilemektedir. Diyabetik katarakt
olusumunda aldoz rediiktaz inhibitdriiniin 6nemli bir rol oynadig1 bilinmektedir.3!
Anjiyotensin donustiiriicii enzim (ACE) inhibe ettigi de bilinmektedir. Kuersetinin bu etkisi
kismen hipertansiyonun azaltilmasinda sorumlu olabilmektedir.®

Kuersetin, siliperoksit ve hidroksil radikallerini temizlemekte, lipid peroksidasyonunu
inhibe etmektedir ve lipid peroksil radikallerini azaltmaktadir. Birgok arastirmaci,
kuersetinin antioksidan aktivitesi sayesinde, erkeklerde iireme islev bozuklugu iizerinde
iyilestirme etkisi oldugunu bildirmistir. Buna ek olarak, kuersetin lipid peroksidasyonu
antioksidan enzim aktivitesinin artiritlmasi ve azaltilmasi ile CCl,’lin neden oldugu karaciger
fibrozu iizerine yararli bir etkiye sahip oldugu bildirilmigtir.363%40-43

Kuersetin, viicuttaki serbest radikallerin neden oldugu hasar olaylarini, serbest radikal
toplayici etkisi sayesinde koruyucu, tedavi edici 6zellik gostermektedir. UV 1sinlarinin
hasarina kars1 kuersetinin koruyucu rolii tizerine ¢calisma yapilmistir. UV 151m1 verilen ratlarda
MDA seviyelerinde anlamli bir yiikselme ve antioksidan aktivitelerinde azalma goriilmiistiir.
Koruyucu olarak kuersetin verilen grup sadece UV verilen grupla karsilastirildiginda
antioksidan enzim seviyelerinde artis, MDA seviyesinde diisiis oldugu gézlenmistir. Sonug
olarak UV 1smina kars1 kuersetinin koruyucu rolii oldugu belirlenmistir.** Serbest radikal
toplayici aktivitesi oldugu bilenen kuersetin, diabetiis mellitus ile olusan oksidatif hasari
koruyucu etkisine bakmak i¢in yapilan ¢aligmada, bulgular neticesinde kuersetinin, oksidatif
stresi azaltarak pankreatik B- hiicre biitiinliigiinde koruyucu etkisi oldugu gosterilmistir.*
Kuersetinin prostat kanserinde potansiyel koruyucu ajan olabilecegi gosterilmistir.

Kuersetin, prostat timdr hiicre modelinde doza bagli olarak apoptozu uyarmaktadir ve hiicre
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biliyiimesini inhibe etmektedir. Kanser baglangicinin, ilerlemesinin ve yayillmasinin
engellenmesine yonelik yaklasimlardan biri reaktif oksijen tiirlerinin temizlenmesidir.
Besinsel 22 antioksidan olarak bilinen kuersetinin insan hepatoma hiicrelerindeki reaktif
oksijen tiirlerinin konsantrasyonunu azalttig1 bulunmustur.*°

2.4.3.2. Kuersetinin Sperma Uzerine Etkisiyle Ilgili Bulgular

Johinkee ve ark.,”® tavsan spermasinin kisa siireli saklanmasiyla ilgili ¢alismasinda
sulandiriciya ilave ettikleri 25, 50, 100 ve 200pum dozlarindaki kuersetinin DNA biitiinligi
iizerinde herhangi bir etkisi olmadigin belirtmislerdir.*® Bununla birlikte Siikrii ve ark.,*
yaptiklar1  kangal kopegi spermasinin dondurulmasinda farkli antioksidanlar ve
kriyoprotektanlarin etkisi konulu ¢aligmasinda TGKS50 (Temel sulandirict + %5 Gliserol +
Kuersetin 50uM), TEKS50 (Temel sulandirict + %5 Etilen Glikol + Kuersetin 50um) ve
TEK200 (Temel sulandirict + %35 Etilen Glikol + Kuersetin 200um) gruplarinin DNA
biitiinligi tizerindeki etkilerini incelemisler ve TGK200 (Temel sulandirict + %5
Gliserol+Kuersetin 200um) grubunun istatistiksel olarak diger gruplardan daha {istiin
oldugunu bildirmislerdir.*® Benzer sonug Zribi ve ark.*’ insan spermasmin dondurulmasinda
yaptiklar bir baska ¢alismada da elde edildigi ortaya konulmustur.*’

Silva ve ark.*® kog spermasimin ¢oziim sonu mitokondriyal aktivitesini arastirdiklart
calismada, %5 gliserollii temel sulandiriciya 5, 10, 15 ve 20pug/ml oranlarda kuersetin
ekledikleri gruplarda kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oranda mitokondriyal aktivite
tespit etmislerdir.*®

Gibb ve ark.*® aygir spermasmin dondurulmasinda sulandiriciya ilave ettikleri
0,15mM dozundaki kuersetinin, sistin (0,2mg/ml) ve katalaza (200U/ml) gore ¢6ziim sonu

daha yiiksek oranda akrozom biitiinliigii oran1 sagladigini ortaya koymuslardir.*°
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Gibb ve ark.* aygir spermasinin dondurulmasinda sulandiriciya 0,15mM dozunda
eklenen kuersetinin etkisini arastirdiklart c¢alismalarinda, kuersetin iceren sulandirict
grubunun kontrol grubuna gére iistiinliik saglamadigini belirtmislerdir.*

Khanduja ve ark.®® insan sperma sulandiricisina eklenen 5, 10, 50, 100 ve 200uM
dozlarindaki kuersetinin spermanin kisa siireli saklanmasinda canlilik iizerine etkilerini
arastirmislar ve kuersetinin herhangi bir etkinliginin olmadig1 sonucuna varmislardir.*

Moretti ve ark.®! insan sperma yikama medyumuna 20, 30, 50, 100 ve 200uM
dozlarinda ekledikleri kuersetinin canlilik oranlar1t bakimindan kontrol grubuna gore
etkinliginin olmadig1 sonucuna varmislardir.>!

Johinkee ve ark.*”® tavsan spermasini kisa siireli saklama ¢alismasinda sulandiriciya
ilave edilen 25, 50, 100 ve 200uM dozlarindaki kuersetin gruplarinda progresif motilite
degerlendirmesinde, kuersetinin artan dozlarinin kontrol grubuna gore tistiinliik sagladigini
bildirmislerdir.*

Farkli tiirlerde kuersetin ile yapilan calismalarda farkli sonuglarin bulunmasi
kullanilan antioksidanin dozuna, farkli hayvan tiirlerine, saklama sartlariin farkliligina,
sulandiricilara ve sulandiricilar arasindaki pH degisikligine bagh sekillendigi rapor

edilmistir.*>5!
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3.MATERYAL VE METOT

3.1. Hayvan Materyali

Yaptigimiz ¢alismada,Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesinin imkanlariyla yaslari
2 ile 5 olan 6 bas ergin kog¢ ¢alisma Oncesinde temin edilerek kullanildi. Bu koglarin saglik
durumlari rutin muayenler yapilarak ¢alismadan once kontrol edildi. Hayvanlarin yem ve su
ihtiyaglart ad libitum olarak giderildi. Caligmada antioksidanin kog¢ spermasinin akrozom
biitiinliigl tizerine etkisini belirlemek amaciyla kuersetinin farkli (15, 30, 45pg/mL) dozlar
kullanildi.

3.2. Yontem

Calismamizda 2 ile 5 yas aras1 6 bas ergin Merinos 1rk1 koglardan alinan spermalar
kullanildi. Koglarin genel bakim ve beslemesi standart yetistirme kosullarinda yapildi.
Koglardan alian ejakiilatlar, suni vajen yardimiyla haftada iki kez alinarak, ii¢ hafta
siiresince toplamda alti kez alinmasi saglandi. Alman ejakiilatlardan uygun o6zellik
(spermatozoa/ml; motilite>%80, sperma yogunlugu>3x10°) gosteren spermalar calismada
kullanildi.

Uygun 0Ozellik gosteren spermalarin sulandirilmasinda Tris sulandiricist (82.66mM
fruktoz, %15 yumurta sarisi, gliserol %5, 297.58mM tris, 96.32mM sitrik asit, gentamisin
0.1ml/100ml: pH 6,8-7,0) kullanildi. Spermalar 32°C’lik uygun sicaklikta dort esit hacme
boliinerek farkli dozlarda kuersetin (15, 30, 45ug/mL) iceren ii¢ grup ve kuersetin icermeyen
dordiincii grup (kontrol grubu) Tris sulandiricistyla ml’de yaklasik 4x10® spermatozoa olacak
sekilde sulandirilarak seyreltildi. Sulandirma islemini takiben sperma numuneleri on dakika
oda 1sisinda tutularak ardindan 0.25ml’lik payetlere cekilerek yaklasik {i¢ saat +5°C’ta

ekilibrasyona birakildi ve ekilibrasyonu izleyen siiregte sivi azot buharinda (~-100°C) on
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dakika dondurularak -196°C’taki sivi azota konuldu. Calisma alti replikasyondan
olusturuldu.

Calismada antioksidan iceren ve igermeyen sperma numuneleri dondurma-¢ozdiirme
sonrast spermatolojik muayenelerde floresan boyama teknikleri kullanilarak akrozom
biitiinligli yoniinden degerlendirildi. Akrozom biitiinliigiinii belirlemek i¢cin FITC-PNA
(L7381 FITC-PNA, Invitrogen) ve Nagy ve ark. (2003) tarafindan modifiye edilen PI
(propidium iodide) boyasi kullanildi. 1 ml phosphate buffered saline (PBS) eklenen 120ug
FITC-PNA 100ul’lik esit miktarlara boliintip 1:3 oraninda Tris temel solusyonuyla diliie
edildikten sonra 60ul sperma, 10ul FITC-PNA ve 2.5ul Pl ile ana karisim hazirlanarak 20
dakikada 37°C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan 10ul Hancock soliisyonu katilarak
reaksiyon islemi sonlandirildi. Hazirlanan 6rnekten 2.5ul’lik miktar alinarak floresan
mikroskopta (Leica DM 3000 Microsystems GmbH, Ernst-Leitz-Strase, Wetzlar, Germany;
excitation at 450-490nm, emission at 520nm) 400’lik biiyiitmede 200 adet hiicre sayilarak
parlak yesil ve parcali yesil renk veren sperm hiicreler hasar gérmiis akrozomu gosterirken,
yesil renk vermeyen sperm hiicreler ise saglam yapida hasara ugramamis akrozom olarak
degerlendirildi.

3.3. Istatiksel Analiz

Yapilan ¢alismada farkli dort grubun istatiksel analiz ile kiyaslanmasinda varyans
analizi ve Post Hoc Tukey HSD testi ile aralarinda dnemli farklilik bulunan ikiden fazla
grubu karsilastirilmasi yapildi. SPSS 15,0 for Windows Evaluation Version istatiksel analiz
programi kullanildi. Sonug olarak P < 0,001 diizeyde ¢ikan farklilik ¢ok yiiksek anlamli

olarak kabul edildi.
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4 BULGULAR

4.1. Kuersetin Maddesinin Akrozom Uzerine Etkisi
Kuersetinin, kog spermasinin akrozom biitiinliigii {izerindeki farkli dozlardaki etkisi

asagida Tablo 4.1°de belirtildigi gibi sonuglanda.

Tablo 4.1. Kuersetinin akrozom biitiinliigii iizerine etkisi (xSEM)

Gruplar Hasar gormeyen akrozom orami (%)
Kontrol 54,83+3,382

Kuersetin 15 pg/mL 39,16i2,65b

Kuersetin 30 pg/mL 40,83ﬂ:0,30b

Kuersetin 45 pg/mL 20,83+2,95°

P *

a,b,c : Aymi siitundaki farkli harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (*: p < 0,001)

Tablo 4.1°e gore kuersetin katilmayan kontrol grubunda, hasar gérmeyen akrozom
biitiinligi yiizdesi 54,83+3,38% olarak bulundu. Farkli dozlardaki kuersetin maddelerinin
akrozom biitlinltigii tizerine etkilerine bakildiginda;

15pug/mL kuersetin maddesi katilan sperma grubunda, hasar goérmeyen akrozom
yiizdesi 39,16£2,65° bulundu. Bu sonug kontrol grubu ile karsilastirildiginda; hasar
gérmeyen akrozom oraninin kontrol grubuna gore diisiik oldugu ve bu farkin istatiksel agidan
onemli oldugu tespit edildi. 15pg/mL kuersetin maddesi katilmasinin akrozom biitiinliigiine
olumsuz etki ettigi degerlendirildi.

30ug/mL kuersetin maddesi katilan sperma grubunda hasar gdérmeyen akrozom
yiizdesi 40,83+0,30° bulundu. Bu sonug¢ kontrol grubu ile karsilastirildiginda; hasar

gérmeyen akrozom oraninin kontrol grubuna gore diisiik oldugu ve bu farkin istatikselagidan
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onemli oldugu tespit edildi. 30pg/mL kuersetin maddesi katilan grupla 15pg/mL kuersetin
katilan grup arasindaki farkin ise anlamli olmadigi, benzer oldugu gorildii.

45pug/mL kuersetin maddesi katilan sperma grubunda hasar gormeyen akrozom
yiizdesi 20,83+2,95° bulundu. Bu sonug¢ kontrol grubu ile karsilastirildiginda; hasar
gormeyen akrozom oraninin kontrol grubuna gore ¢ok daha diisiik oldugu tespit edildi.
Kontrol grubu ve diger iki (15pug/mL kuersetin, 30pg/mL kuersetin) grupla arasindaki fark
istatiksel acidan Onemli bulundu. 45pg/mL kuersetin maddesi katilmasinin akrozom
biitiinliigl tizerine toksik etki etti olusturdugu belirlendi.

Asagida kontrol grubunun ve farkli dozlarda kuersetin katilan sperma gruplarinin
hasar gormeyen akrozom (Kirmizi Renkli Sperm Hiicresi) biitlinliigliniin mikroskobik

gorintiileri verilmistir.

Sekil 4.1. Kontrol grubunda hasar gérmeyen akrozom biitiinliigliniin mikroskobik goriintiisii.
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Sekil 4.2. 15 pg/mL kuersetin grubunda hasar goérmeyen akrozom biitiinliigiiniin
mikroskobik goriintiisti.

Sekil 4.3. 30 pg/mL kuersetin grubunda hasar gormeyen akrozom biitlinligiiniin
mikroskobik goriintiisii.

Sekil 4.4. 45 pg/mL kuersetin grubunda hasar gormeyen akrozom biitlinligiiniin
mikroskobik goriintlisii
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4.2. Kuersetinin Akrozom Uzerine Etkisinin Sonucu

Calismada farkli dozlarda (15, 30, 45ug/mL) katilan kuersetin miktarlarinin akrozom
biitiinliigline olumsuz etkileri oldugu belirlendi. 15pug/mL ile 30pg/mL kuersetin katilan
gruplarda akrozom biitiinliiglinliin benzer oranlarda olumsuz etkilendigi tespit edildi. En
yiikksek doz olan 45ug/mL kuersetin igeren grupta ise akrozom biitlinliigli {izerine toksik
etkiler gergeklestigi goriildii. Kuersetinin akrozom biitiinliigiine etkisinin aragtirildigi bu
calismada kuersetin doz oranlarindaki yiikselmelere bagli olarak akrozom biitiinligii

tizerinde toksik etkinin arttig1 sonucuna varildi.
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5.TARTISMA

Yaptigimiz caligmada kuersetin maddesinin kog¢ sperma sulandiricisina katilip
akrozom biitlinliigline baktigimizda toksik etki olusturdugu goriildii. Daha once yapilan
caligmalarda kuersetin maddesinin farkl tiir spermalarinda spermanin kalitesinin arttigina
dair bir ¢ok ¢alisma vardir. Spermatolojik parametreler baglaminda kuersetin kullanilarak
yapilan ¢alismalarin bir kismi1 agagida belirtilmistir.

Bir flavonoid polifenol olan kuersetin, reaktif oksijen tiirlerinin en giiglii
toplayicisidir. Yapilan c¢aligmalarda kog¢ ve aygirda ¢ozdiirme sonrasit sperm kalitesini
iyilestirdigi gdzlemlenmistir,>2°3°455

Bagka bir calismada 10uM’de kuersetinin damar endotel hiicrelerinde ve horoz
spermatogonial hiicrelerinde ¢esitli kimyasallar ile uyarilmis oksidatif stresi inhibe ettigi
gosterilmistir. Kuersetinin erkek iireme islevlerine etkileri incelenmis ve bu bilesigin
sicanlarda sperm kalitesini artirdig1 goriilmiistiir.*°

Khaki & Arash®® yaptiklar1 diyabet calismasinda kuersetin tedavisi uygulanan grupta
apoptotik indeksin azaldigini, seminifer tiibiil yapisinin ve epitelinin 1yilestigini
gostermislerdir. Kanter ve ark.3* yaptig1 calismada kuersetinin testis dokusu iizerindeki
benzer iyilestici etkisini gozlemistir.3*%® Khaki & Arash?® yaptiklar1 calismalarinda
kuersetinin diyabetik sican testislerinde koruyucu etkisini incelemisler ve kuersetinin
epididimal sperm kalitesini arttirdigini bildirmislerdir.

Kuersetin, enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler, 6zellikle NADPH oksidaz®® ve
NADH'ye bagimli oksido rediiktaz®’ tarafindan ROS olusumunu inhibe etme kabiliyetinden

dolay giiclii antioksidan gorevi yapar. Kuersetinin taze kog¢ spermasina eklenmesinin, gegici
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olarak glikolizat1 inhibe ettigi ve bdylece asitlenmeyi 6nledigi ve spermin dmriinii uzattigi
bulunmustur.®

Kaliteli sperma i¢in ¢dzdiirme sonras1 motilite ve canli sperm sayistyla ilgili kuersetin,
taurin ve indirgenmis glutatyon ile yapilan ¢alismalarda kuersetin kontrol grubuna gore iyi
sonug verdigi gdzlemlenmistir. Alvarez ve Storey®® tavsan spermasinda, Bucak ve ark.®® kog
spermasinda, Atessahin ve ark.%! geyik spermasinda, Reddy ve ark.®? manda spermasinda,
Perumal ve ark.®® mithun ve Rather ve ark.%* ko¢ spermasinda, Saridzkan ve ark.®® boga

spermasinda, Bucak ve Uysal®® Sannen kegi sperminde benzer sonuglar bulmuslardir.

69 0

Kuersetin, kog spermas1,®’ boga spermas1,®® aygir spermasi®® ve insan spermasi’
calismalarinda azaltilmig glutatyon ve kontrol grubuna gore daha iyi sonug vermistir.

2011 yilinda E.C.B. Silva ve ark.”* donmus kog spermasina resveratrol ve kuersetin
antioksidanlarin etkisi konulu ¢aligmalarinda farkli dozlarda kuersetin ko¢ spermasina katip
akrozom biitiinliigline bakmiglardir. Bu calismada akrozom biitiinliigii kontrol grubunda
%62.3+7.0, kuersetin Spug/mL grubunda  %66.4+3.9, kuersetin 10pg/mL grubunda
%64.5+5.4, kuersetin 15pug/mL grubunda  %68.9+7.1, kuersetin 20pg/mL grubunda
%064.346.2 bulunmustur.(P>0.80) Yapilan bu ¢alismada farkli dozlarda kuersetin gruplariin
akrozom biitiinliigline etkisi kontrol grubuna gore olumlu sonu¢ vermistir.
Calismadakuersetinin doz oranlarinda en iyi sonucu 15ug/mL kuersetin grubu daha sonra
Spg/mL kuersetin grubu vermistir. Doz oran1 20pug/mL yiikseldik¢e akrozom biitlinliigiine
toksik etki ettigi bildirilmistir.”* Bu ¢alismanin 15pg/mL grubundan ¢ikan sonug ile bizim
yaptigimiz ¢calismanin 15pg/mL grubundan ¢ikan sonug farkli bulunmustur. Sonuglarin farkl
olmasi ekilibrasyon siireleri ve sulandiricilarin farkli olmasindan kaynaklanabilir.

Kog spermasinin diger tiirlerden daha hassas olmasiyla ilgili Avustralya’da yiiriitiilen

calismalarda, ko¢ spermasint dondurma calismalarinin ¢ogunlugunda boga spermasinda
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uygulanan yontemin koyunlara uygulanma seklinde olmasma ragmen beklenen basari
saglanamamigtir. Koyunlarda dondurulmus spermayla yapilan tohumlama sonrasindaki
fertilite oranlarmin sigirlara gore diisiik kalmasi, erkek ve disiye ait ¢esitli faktorlerden
kaynaklanmaktadir.Erkege ait faktorlerin basinda spermanin donma sirasinda gordiigii hasar
gelir.”? Bizim yaptigimiz ¢alismada, hasar gérmeyen akrozom yiizdesinin kontrol grubundan
daha kotii ¢ikmasinda, kuersetinin ¢ok giiclii bir antioksidan olmasi nedeniyle dozunun
yiiksek olmasi1 ve ko¢ spermasinin diger tiirlerden daha hassas spermaya sahip olmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir.

2017 yilinda Banday ve ark.”® dondurma &ncesi kog spermasinin kalitesini arttirmak
icin antioksidanlarin kullanilmasiyla ilgili ¢alismasinda; alt1 adet melez kogtan toplam 24
adet ejakiilat toplanmis ve taurin (40mM), kuersetin (Spg /ml) ve indirgenmis glutatyon (5
mM) antioksidanlar1 katilmis ve antioksidan katilmayan kontrol grubu olusturulmustur. Bu
calismanin sonucunda 5pg/ml kuersetin katilan kog¢ spermasinin ¢ozdiirme sonrasinda sperm
motilitesi ve canli sperm ylizdelerinin kontrol grubuna gore arttig1 gézlemlenmistir. Ayni
calismada Spg/ml kuersetin katilan kog spermasinin ¢ézdlirme sonrasi akrozom biitiinliigii
kontrol grubuna gére yiizde olarak bir iistiinliik saglamadig1, benzerlik tasidig1 goriilmiistiir.”®
Bu calismayla bizim yaptigimiz ¢aligmayi baz aldigimizda kuersetinin 15pg/mL, 30pg/mL,
45ng/mL dozlarda kontrol grubuna gore olumsuz sonug¢ verdigi, Spg/ml doz da kontrol
grubuyla benzerlik tasidigi goriilmiistiir. Buradan kuersetinin daha diisikk dozlarda
uygulandiginda olumlu sonuglar verecegi tahmin edilmektedir.

Kuersetin maddesinin sperma iizerine etkisi ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmistir. Bizim
yaptigimiz ¢alismada da sulandiriciya farkli dozlarda katilan (kuersetin; 15pug/mL, 30pg/mL,
45ng/mL) kuersetin maddesinin kog¢ spermatozoasinin akrozomu iizerindeki etkileri tespit

edilmeye calistlmistir. Kuersetin maddesinin bizim buldugumuz bulgularda spermin
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akrozom biitiinliigiine toksik etki ettigi, hasar gormeyen akrozom yiizdesini kontrol grubuna
gore disiirdiigi goriildii. Hasar gormeyen akrozom yiizdesinin azalmasinda; Kuersetin
maddesinin doz orani, ko¢ spermasinin diger tiirlerden daha hassas olmasi, farkli sulandirici

ve farkli saklama kosullar1 etki etmis olabilir,>361.67.71.72.73
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6. SONUC VE ONERILER

Kuersetin maddesinin giiglii antioksidan 6zelliginden dolay1 akrozom biitiinliigiiniin
korunmasinda faydali olacagini diisiinerek yiiriittiigiimiiz bu c¢alismada, kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda degisik dozlarda belirlenen kuersetinin (15ug/mL, 30pug/mL, 45pg/mL)
kog spermasina katilmasinin akrozom biitiinliigii iizerine olumsuz etkileri oldugu sonucuna
varildi.

Deney gruplarindaki kuersetin dozlarinin ko¢ spermasinin ¢oziim sonu akrozom
biitiinligli iizerine etkisi incelendiginde ise; 15ug/mL ve 30upg/mL kuersetin igeren
gruplardaki hasar gérmeyen akrozom yiizdesinin, doz orani daha yiiksek olan 45ug/mL
kuersetin iceren grubuna gore daha yiiksek oranda oldugu goriildii. Calismada kuersetinin
dozu arttik¢a sperma tizerindeki toksik etkisinin de arttig1 kanisina varildu.

Kog¢ spermasmin diger tiirlerden daha hassas olmasi ve kuersetinin de giiglii bir
antioksidan olmasi sebebiyle kuersetinin 15ug/mL, 30ug/mL ve 45ug/mL dozlarda
kullanilmasinin akrozom biitlinliigii oranlarini olumsuz etkiledigi degerlendirildi.

Sonug olarak antioksidan 6zelligi sebebi ile dol verimi parametreleri tizerinde olumlu
etkiler elde edilebilmesi icin kuersetin dozlarmin 15pg/mL seviyesinden daha diisiik
oranlarda kullanilmasi gerektigi kanisina varild. Ileride bu konuda yapilacak ¢alismalar ile
dol verimi lizerine optimum etki olusturacak kuersetin dozlarinin ortaya konulmasinin basta

koyun yetistiriciligi olmak iizere iilke hayvanciligina olumlu katkilar saglayacag: diisiintildii.

30



KAYNAKLAR

—

. Akgapinar H. Koyun Yetistiriciligi. Medisan Yayin Evi, 1994, No:8.

2. Kulaksiz R, ve Dagkin A. Farkli antioksidanlarla dondurulan Saanen teke spermasinin in
vitro ve in vivo degerlendirilmesi. Ankara Univ Vet Fak Derg., 2009, 56: 201-205.

3. Omiir AD. Sezon I¢i ve Sezon Disinda Ko¢ Spermasinin Dondurulmasinda
Antioksidanlarin Etkisi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Délerme ve Suni Tohumlama
Anabilim Dal1, Doktora Tezi, Konya: Sel¢uk Universitesi, 2011.

4. Bucak MN, Sariozkan S, Tuncer PB, Sakin F, Atessahin A, Kulaksiz R, Cevik M. The

effect of antioxidants on post-thawed Angora goat (Capra hircus ancryrensis) sperm

parameters, lipid peroxidation and antioxidant activities. Small Rumin. Res. 2010,89: 24-

30

5. Ese H. Reproduction in Farm Animals. Philadelphia, 1993, 6" ed., page 330-343.

6. Gordon I. Controlled Reproduction in Sheep and Goats. CABI Publishing, 1999, 19:351-
359.

7. ileri IK, Ak K, Pabucoglu S, Birler S. Reprodiiksiyon ve Suni Tohumlama. Istanbul
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Yayini, 2000, 59:75-90.

8. Youngquist RS. Current therapy in large animal theriogenology. Philadelphia, 1997, 1st

edition, page 481-499.

(=]

. Dogan I, Nur Z, Gunay U, Soylu MK. Semen charasteristics during the transition period
in Saanen bucks. Indian Veterinary Journal, 2005, 82: 1080-1082.

10. Platz C, Follis T, Demorest N, Seager S. Semen Collection, Freezing and Insemination

in The Domestic Cat. VII. International Congress Animal Reproduction, 1976, 4:1053-

1056.

31



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Dooley MP, Pindeda MH. Effect of Method of Collection on Seminal Characteristics of
The Domestic Cat. American Journal of Veterinary Research, 1986, 47:286-292.

Evans G, Maxwell WMC. Salamon’s Artificial Insemination of Sheep and Goats.
Sydney, Butterworths, 1987:22-30.

Schatten H, Constantinescu GM. Comparative Reproductive Biology. USA, Blackwell
Publishing, 2007:5-111.

Bedfoed JM, Hoskins DD. The mammalian spermatozoon: morphology, biochemistry
and physiology. Lamming GE, Marshall’s Physiology of Reproduction, Churchill
Livingstone, Edinburg London Melbourne and New York, 1990, page 379-568.

Sharma RK, Said T, Agarwal A. Sperm DNA damage and its clinical relevance in
assesing reproductive outcome. Asian Journal of Andrology, 2004, 6:139-148.

Kaya A, Aksoy M, Tekel1 T. Influence ofejeculation frequancy on sperm characteristics,
ionic composition and enzymatic activity of seminal plasma in rams. Small Ruminant
Research, 2002, 44: 153-158.

Cemeli E, Baumgartner A, Anderson D. Antioxidants and the Comet assay. Mutation

Research/Reviews in Mutation Research, 2009, 681(1):51-67.

18. Nizamlioglu NM, Sebahattin N. Meyve ve sebzelerde bulunan fenolik bilesikler; yapilari

19.

20.

ve dnemleri. Electronic Journal of Food Technologies, 2010, 5(1):20-35.
Boots AW, Haenen GR, Bast A. Health effects of quercetin: from antioxidant to
nutraceutical. European journal of pharmacology, 2008, 585(2):325-337.
So FV, Guthrie N, Chambers AF, Carroll KK. Inhibition of proliferation of estrogen
receptor-positive MCF-7 human breast cancer cells by flavonoids in the presence and

absence of excess estrogen. Cancer letters, 1997, 112(2):127-133.

32



2

=

22

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

. Kasprzak KS. Oxidative DNA and protein damage in metal-induced toxicity and
carcinogenesis 1, 3. Free Radical Biology and Medicine, 2002, 32(10):958-967.

. Kasnak C, Palamutoglu R. Dogal Antioksidanlarin Smiflandirilmas: ve Insan Sagligina
Etkileri. Turkish Journal of Agriculture-Food Science and Technology, 2015 3(5).
Scalbert A, Johnson IT, Saltmarsh M. Polyphenols: antioxidants and beyond. The
American journal of clinical nutrition, 2005, 81(1): 215-217.

Nabavi SF, Russo GL, Daglia M, Nabavi SM. Role of quercetin as an alternative for
obesity treatment: you are what you eat. Food chemistry, 2015, 179:305-310.

Giiven EC, Otkun GT, Boyacioglu D. Flavonoidlerin biyoyararliligini etkileyen faktorler.
Gida Derqgisi, 2010, 35(5).

Gibellini L, Pinti M, Nasi M, Montagna J, De Biasi S, Roat E, Cossarizza A. Quercetin

and cancer chemoprevention. https://www.hindawi.com/journals/ecam/2011/591356 9

Nisan 2010
CIMEN MBY. Flavonoidler ve antioksidan 6zellikleri. Turkiye Klinikleri Journal of
Medical Sciences, 1999, 19(5):296-304.
Khaki A, Nouri M, Fathiazad F, Ahmadi-Ashtiani H, Rastgar H, Rezazadeh S. Protective
effects of quercetin on spermatogenesis in streptozotocin-induced diabetic rat. Journal
of Medicinal Plants, 2009, 1(29):57-64.
Kocabas N. Homosisteinin Indiikledigi Oksidatif Stres Uzerinde Quercetinin Koruyucu
Etkisi. Saglik Bilimleri Enstitiisli, Biyokimya Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Afyon:
Kocatepe Universitesi, 2008.
Yilmaz 1. Antioksidan iceren bazi gidalar ve oksidatif stres. Turgut Ozal Tip Merkezi
Dergisi, 2010, 17(2).
Kelly GS. Quercetin. Altern. Med. Rev, 2011, 16(2):172-194.

33



32. Baghel SS, Shrivastava N, Baghel RS, Agrawal P, Rajput S. A review of quercetin:
antioxidant and anticancer properties. World J Pharm Pharmaceutical Sci, 2012,
1(1):146-160.

33. Nabavi SF, Nabavi SM, Mirzaei M, Moghaddam AH. Protective effect of quercetin
against sodium fluoride induced oxidative stress in rat's heart. Food & function, 2012,
3(4): 437-441.

34. Kanter M, Aktas C, Erboga M. (2012). Protective effects of quercetin against apoptosis
and oxidative stress in streptozotocin-induced diabetic rat testis. Food and chemical
toxicology, 2012, 50(3):719-725.

35. Adewole SO, Caxton-Martins EA, Ojewole JA. Protective effect of quercetin on the
morphology of pancreatic 3-cells of streptozotocin-treated diabetic rats. African Journal
of Traditional, Complementary and Alternative Medicines, 2007, 4(1):64-74.

36. Khaki A, Fathiazad F, Nouri M, Khaki A, Maleki NA, Khamnei HJ, Ahmadi P. Beneficial
effects of quercetin on sperm parameters in streptozotocin-induced diabetic male rats.
Phytotherapy Research, 2010, 24(9):1285-1291.

37. Vessal M, Hemmati M, Vasei M. Antidiabetic effects of quercetin in streptozocininduced
diabetic rats. Comparative Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology, 2003, 135(3):357-364.

38. Miles S L, McFarland M, Niles RM. Molecular and physiological actions of quercetin:
need for clinical trials to assess its benefits in human disease. Nutrition reviews, 2014,
72(11):720-734.

39. Tiirk G, Ceribas1 S, Sonmez M, Ciftci M, Yiice A, Giiveng M, Aksakal M. Ameliorating

effect of pomegranate juice consumption on carbon tetrachloride-induced sperm

34



40.

41.

42.

43.

44,

damages, lipid peroxidation, and testicular apoptosis. Toxicology and industrial health,
2016, 32(1):126-137

Abarikwu SO, Pant AB, Farombi EO. The protective effects of quercetin on the
cytotoxicity of atrazine on rat Sertoli-germ cell co- culture. International journal of
andrology, 2012, 35(4):590-600.

Ben Abdallah F, Fetoui H, Zribi N, Fakhfakh F, Keskes L. Quercetin attenuates lambda
cyhalothrin-induced reproductive toxicity in male rats. Environmental toxicology, 2013,
28(12):673-680.

Kanter M, Meral I, Dede S, Cemek M, Ozbek H, Uygan I, Gunduz H. Effects of Nigella
sativa L. and Urtica dioica L. on lipid peroxidation, antioxidant enzyme systems and
some liver enzymes in CCl4-treated rats. Journal of Veterinary Medicine Series A, 2003,
50(5):264-268.

Zhang D, Yasuda T, Yu Y, Zheng P, Kawabata T, Ma Y, Okada S. Ginseng extract
scavenges hydroxyl radical and protects unsaturated fatty acids from decomposition
caused by iron-mediated lipid peroxidation. Free Radical Biology and Medicine, 1996,
20(1):145-150.

Emek H. Eriskin Erkek Sigcanlarda Karbon Tetrakloriir ile Oluturulan Testis Hasar1
Uzerine Kuersetinin Etkisi. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji

Anabilim Dali, Yiiksek Lisans, Eskisehir: Osmangazi Universitesi, 2014.

45. Johinkee D, de Graaf SP, Bathgate R. Quercetin reduces the in vitro production of H202

46.

during chilled storage of rabbit spermatozoa. Anim Reprod Sci, 2014, 151:208-19.
Glingdr $. Kangal Kopegi Spermasinin Dondurulmasinda Farkli Antioksidanlar ve
Kriyoprotektanlarin Etkisi. Saghik Bilimleri Enstitiisii, Dolerme ve Suni Tohumlama

Anabilim Dali, Doktora Tezi, Konya:Selcuk Universitesi, 2015.
35



47.

48.

49.

50.

Zribi N, Chakroun FN, Abdallah BF, Elleuch H, Sellami A, Gargouri J, Rebai T,
Fakhfakh F, Keskes AL. Effect of freze-thawing process and quercetin on human sperm
survival and DNA integrity. Criobiology, 2012, 65:326-31.

Silva ECB, Cajueiro JFP, Silva SV, Soares PC, Guerra MMP. Effect of antioxidants
resveratrol and quercetin on in vitro evaluation of frozen ram sperm. Theriogenology,
2012, 77, 17:22-26.

Gibb Z, Butler TJ, Morris LHA, Maxwell WMC, Grupen CG. Quercetin improves the
postthaw characteristics of cryopreserved sex-sorted and nonsorted stallion sperm.
Theriogenology, 2013,1-9.

Khanduja KL, Verma A, Bhardwaj A. Impairment of human sperm motility and viability

by quercetin is independent of lipid peroxidation. Andrologia, 2001, 33:277-81.

51.Moretti E, Mazzi L, Terzuoli G, Bonechi C, lacoponi F, Martini S, Rossi C, Collodel G.

52.

53.

54.

Effect of quercetin, rutin, naringenin and epicatechin on lipid peroxidation induced in
human sperm. Reprod Toxicol, 2012, 34:651- 57.

T.T. Cushnie, A.J. Lamb, Antimicrobial activity of flavonoids, International Journal of
Antimicrobial Agents, 2005, 26:343-356.

Gadea J, Selles E, Marco MA, Coy P, Matas C, Romar R, Ruiz RS. Decrease in
glutathione content in boar sperm after cryopreservation: Effect of the addition of
reduced glutathione to the freezing and thawing extenders. Theriogenology, 2004,
62:690-701

Seifi-Jamadi A, Kohram A, Shahneh AZ, Ansari M, Macias-Garcia B. Quercetin
Ameliorate Motility in Frozen-Thawed Turkmen Stallions Sperm. J. Equine Vet. Sci.

2016, 45:73-77.

36



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

Silva ECB, Cajueiro JFP, Silva SV, Soares PC, Guerra MMP. Effect of antioxidants
resveratrol and quercetin on in vitro evaluation of frozen ram sperm. Theriogenology,
2012,77:1722-1726

Li Y. Antioxidants in biology and medicine: essentials, advances and clinical
applications, Nova Science Publishers, 2011, pp. 21-30

Delmas D, Jannin B, Latruffe NPN. Resveratrol: natural properties against
atherosclerosis, associated pro-inflammatory effects and aging. Molecular Nutrition and
Food Research, 2005, 4: 377-395.
Nass-Arden L, Breitbart H. Modulation of mammalian sperm motility by quercetin. Mol.
Reprod. Dev.,1990, 25:369-373

Alvarez JG, Storey BT. Taurine, hypotaurine, epinephrine and albumin inhibit lipid
peroxidation in rabbit spermatozoa and protect against loss of motility. Bio.
Reprod.,1983, 29:548-555.

Bucak MN, Atessahin A, Varish O, Yuce A, Tekin N, Akcay A. The influence of
trehalose, taurine, cysteamine and hyaluronan on ram semen: microscopic and oxidative
stress parameters after freeze—thawing process. Theriogenology, 2007,67:1060-1067
Atessahin A, Bucak MN, Tuncer PB, Kizil M. Effects of anti-oxidant additives on
microscopic and oxidative parameters of Angora goat semen following the freeze—
thawing process. Small Rumin. Res., 2008, 77:38-44
Reddy NSS, Mohanarao GJ, Atreja SK. Effects of adding taurine and trehalose to a tris-
based egg yolk extender on buffalo (Bubalus bubalis) sperm quality following

cryopreservation. Anim. Reprod. Sci., 2010 119:183-190.

37



63.

64.

Perumal P, Vupru K, Rajkhowa C. Effect of addition of taurine on the liquid storage (50

C) of Mithun (Bos frontalis) semen. http://dx.doi.org/10.1155/2013/165348. 30 Mayis

2013
Rather HA, Islam R, Malik AA, Lone FA. Addition of antioxidants improves quality of

ram spermatozoa during preservation at 4° C. Small Rumin. Res., 2016, 141: 24

65.Sariozkan S, Tuncer PB, Bucak MN, Ulutas PA. Influence of various antioxidants 456

66.

67.

68.

69.

70.

71.

on microscopic-oxidative stress indicators and fertilizing ability of frozen-thawed bull
semen. 457 Acta. Vet. Brno, 2009, 78:463-469.

Bucak MN, Uysal. The role of antioxidants in freezing of Saanen goat semen. Indian Vet.
J., 2008, 85:148-150

Silva ECB, Cajueiro JFP, Silva SV, Soares PC, Guerra MMP. Effect of antioxidants
resveratrol and quercetin on in vitro evaluation of frozen ram sperm. Theriogenology,
2012, 77:1722-1726

Klinc P, Rath D. Reduction of oxidative stress in bovine spermatozoa during flow
cytometric sorting. Reprod. Domest. Anim, 2007, 42:63-67

McNiven MA, Richardson GF. Effect of quercetin on capacitation status and lipid
peroxidation of stallion spermatozoa. Cell Preservation Technology, 2006, 4:169-177.
Anderson D, Dobrynska MM, Basaran N, Basaran A, Yu TW. Flavonoids modulate
comet assay responses to food mutagens in human lymphocytes and sperm. Mutat. Res.
Fund. Mol. M., 1998, 269

Silva ECB, Cajueiro JFP, Silva SV, Soares PC, Guerra. Effect of antioxidants resveratrol
and quercetin on in vitro evaluation of frozen ram sperm. Theriogenology, 2011, 77:

1722-1726

38


http://dx.doi.org/10.1155/2013/165348

72. Agas GH, Varish O, Yurdaydin N. DegiGik Ozmotik Basing Diizeyleri ve Kryoprotektif
Maddelerin Ivesi Kog¢ Spermasi Uzerine Etkisi. Harran Univ Vet Fak Derg, 2014, 3:84-
88

73. Banday MN, Lone FA, Rasool F, Rashid M, Shikari A. Use of antioxidants reduce lipid
peroxidation and improve quality of crossbred ram sperm during its cryopreservation.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28040489. 28 Aralik 2016

39


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28040489

EK-1. OZGECMIS

EKLER

Kisisel Bilgiler
Adi Soyadi: Oguzhan ULUYOL
Dogum Tarihi: 18/10/1986
Dogum Yeri: Delice
Medeni Hali: Evli
Uyrugu: T.C.
Adres: Askeri Veteriner Okulu ve Egitim Merkezi Komutanligi
Gemlik/BURSA
Tel: 5535968920
Faks:
E-mail: suleymanasaf71l@gmail.com
Egitim
Lise: Mehmet Akif Ersoy Lisesi
Lisans: Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Yiiksek Lisans: Atatiirk Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii (Devam)
Doktora:
Yabanc Dil Bilgisi
Ingilizce: Baslangig
Almanca:
Rusca:
Uye Olunan Mesleki Kuruluslar
flgi Alanlar1 ve Hobiler

40


mailto:suleymanasaf71@gmail.com

EK-2. ETIK KURUL KARARI

T.C.

ATATURK UNIVERSITESI

REKTORLUGU

Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu Bagkanlig1
Sayi : 75296309-050.01.04-E.1600267067
10.11.2016
Konu: HADYEKXKarari.
VETERINER FAKULTESI
DEKANLIGINA

llgi : 10.10.2016 tarihli ve 36643897-000-E.1600232288 sayilibelge.

llgide kayith yaziniz; Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulumuzun 04.11.2016 tarih ve 7 sayili Oturumunda Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Bagvuru Formu ve ekli belgeleri, gerekge,
amag, yaklasim ve yontemler dikkate alinarak incelenmis ve asagiya
cikarilan 145 no’lu karar1 ile sozkonusu arastirma c¢alismasinin
yiirlitiilmesinin etik kurallarina uygun olduguna mevcut oy birligiyle karar

verilmistir.
Bilgilerinize arz ederim.

Toplant1 Tarihi: 04.11.2016 Toplant1 Sayisi: 7

41



KARAR NO 145: Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dekanligi,
Doélerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Yrd.Dog¢.Dr.Ali
Dogan OMUR’iin vyiiriitiiciiliigiinde, Atatiirk Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Dekanliginin Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali ve
Biyokimya Anabilim Dali  Laboratuarlarinda yiiriitilecek  olan
“Kuersetinin Merinos Irki Ko¢ Spermasinin Akrozom Reaksiyonu
Uzerindeki Etkinliginin Arastirilmas1” baslikli arastirma galismasi ile
ilgili Veteriner Fakiiltesi Dekanliginin 10.10.2016 tarih ve 36643897-000-

E.1600232288 say1l1 yazisi ile ekleri gorisiildii.

Yapilan goriigmelerden sonra; adi gecen arastirma calismasinin
yiirlitiilmesinin, etik kurallarima uygun oldugunun, mevcut oy birligi ile

kabuliine; karar verildi.

Prof.Dr. Fikret CELEBI Kurul Baskani

Atatiirk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 25240 Erzurum Bilgi: Mehmet KOCA
Tel: +90 442 2317222 Faks: +90 442 2317244
Elektronik Ag: http://www.atauni.edu.tr/#Ibirim=veteriner-fakultesi E-Posta: vetfak@atauni.edu.tr

Kep Adresi: atauni@hs01.kep.tr

42


http://www.atauni.edu.tr/#!birim%3Dveteriner-fakultesi
mailto:atauni@hs01.kep.tr
mailto:vetfak@atauni.edu.tr

