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Özet: Bu çalışmanın amacı, tavşan spermasının kısa süreli saklanması süresince (0., 6., 12., ve 24. saat) taxifolinin 
spermatolojik parametreler üzerine etkisini araştırmaktır. Araştırmada sperma vericisi olarak sekiz adet ergin Yeni Ze-
landa tavşanı kullanıldı. Sperma suni vajen yardımıyla haftada üç kez alındı. Tavşanlardan alınan ejakulatlar 37oC’de 
değerlendirildikten sonra karıştırıldı. Sperma örnekleri dört ayrı gruba ayrıldı. Daha sonra sperma numuneleri Tris (K-
Tris), Tris+10 µl taxifolin (10 TT), Tris+100  µl taxifolin (100 TT) ve Tris+500  µl taxifolin (500 TT) ile sulandırıldı. Sulan-
dırılmış sperma numuneleri 4oC’ de 24 saat süreyle kısa süreli saklandı. Saklama süresinin ardından bazı spermatolo-
jik parametreler (motilite, akrozom anomali oranı, toplam anormal spermatozoa oranı ve HOST) yönünden analiz edildi. 
Deneysel çalışmalar 10 kez tekrar edildi. Çalışmanın sonucunda, tüm deneysel gruplarda 24. saat sonunda anormal 
spermatozoa oranında artış ve plazma membran bütünlüğü ile motilite oranında düşme saptandı. Kontrol grubu verile-
riyle karşılaştırıldığında 100 TT grubu 6. (%82.50), 12. (%80) ve 24. (%77.50) saatlerde istatistiki olarak en yüksek 
motilite oranını verdi (P<0.001). Kısa süreli saklamanın 24. saatinde 100 µl taxifolin ilavesinin diğer gruplara kıyasla 
akrozomal morfolojik yapının bütünlüğünü istatistiki açıdan önemli derecede koruduğu ve akrozom anomalisi oranı (%
7) ile toplam spermatozoa anomali oranını (%8.50) düşürdüğü ve plazma membran bütünlüğünü de istatistiki olarak 
önemli derecede koruduğu saptandı (P<0.001). Sonuç olarak, 100 µl taxifolin ilavesinin tavşan spermasının kısa süreli 
saklanmasında etkin koruyucu bir rol oynadığı tespit edildi. 
Anahtar kelimeler: Antioksidan, kısa süreli saklama, spermatolojik parametreler, tavşan, taxifolin  

 
The Effects of Taxifolin on Spermatological Parameters of Liquid Stored Rabbit Semen 

Summary: The aim of this study was to investigate the effect of taxifolin on spermatological parameters of rabbit se-
men during liquid storage (0, 6, 12, and 24th h). In this study, eight adult New Zealand male rabbits were used as se-
men donors. Semen was taken with the aid of artificial vagina three times a week. Ejaculates collected from bucks 
were evaluated and pooled at 37oC. Semen samples were divided into four groups then were diluted with Tris (K-Tris), 
Tris + 10 µl taxifolin (10 TT), Tris + 100 µl taxifolin (100 TT) and Tris + 500 µl taxifolin (500 TT). The diluted semen 
samples were liquid stored at 4°C up to 24th h. After the storage period, some spermatological parameters (the percen-
tage of motility, acrosome - total spermatozoa abnormality and HOST) were analyzed. Experimental studies were repli-
cated 10 times. As a result of the study, the percentage of abnormal spermatozoa increased and plasma membrane 
integrity and motility rate decreased at the end of 24th h in all experimental groups. When compared to the control 
group data, 100 µl taxifolin addition gave the highest motility rate at 6th (82.50%), 12th (80%) and 24th (77.50%) hour (P 
<0.001). At the 24th hour of liquid storage, 100 µl taxifolin addition was found to protect statistically significantly the 
integrity of acrosomal structure and plasma membrane compared to other groups. In addition, it was determined that 
the percentage of acrosome (7%) and total spermatozoa abnormality (8.50%) was low in the 100 TT group when com-
pared to other groups (P <0.001). In conclusion, it was found that addition of 100 µl taxifolin plays effective protective 
role on short-term storage of rabbit semen. 
Key words: Antioxidant, liquid storage, rabbit, spermatological parameters, taxifolin 

nın alınmasının aksine tavşanlar, suni vajene 
uyum sağlarlar ve ötanazi edilmeksizin sperma 
almaya elverişlilerdir. Bu sayede tavşanlar sper-
matozoa çalışmalarında sıklıkla tercih edilmek-
tedir (Hafez, 1970). Soğutulmuş ya da dondurul-
muş-çözdürülmüş spermanın canlılık ve kalite 
değerleri, saklama periyodu süresince şekille-
nen soğuk hasarından olumsuz etkilenmektedir. 
Bu olumsuz durum spermanın suni tohumlama-
daki başarısını düşürebilmektedir. Soğutulmuş 
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Giriş 

Tavşanlar biyoteknolojik araştırmalarda yaygın 
şekilde kullanılan bir laboratuvar hayvanı mode-
lidir. Fareler ve ratlar gibi diğer laboratuvar hay-
vanlarında ötanazi sonrası epididimal sperma-
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ya da dondurulmuş-çözdürülmüş sperma ile 
elde edilen fertilite oranları, taze spermanınki ile 
karşılaştırıldığında oldukça düşük bulunmakta-
dır. Bu durum araştırıcıları halen en uygun sak-
lama koşullarını (uygun ısı, süre, sperma sulan-
dırıcısı, antioksidan ve membran stabilizatör 
katkı maddeleri vs.) araştırmaya yöneltmiştir. 
Son yıllarda özellikle sperma sulandırıcılarına 
antioksidan ilavesi ve olumlu etkileri ile ilgili ça-
lışma yapılmaktadır (Avdatek ve ark., 2018). 
Spermanın soğutulması, dondurulması-
çözdürülmesi sırasında oluşan soğuk şoku; 
spermatozoa motilitesi, canlılığı, deoksiribonük-
leik asit (DNA) ve membran bütünlüğü ve fertili-
zasyon yeteneği üzerinde geri dönüşümsüz ha-
sarlar meydana getirmektedir. Soğutma veya 
dondurma/çözdürme sonrası şekillenen lipit pe-
roksidasyon, anormal spermatozoaya yol aç-
maktadır. Bu olaydaki ana neden spermatozoon 
membranlarının doymamış yağ asidince zengin 
olması, yüksek oksijen yoğunluğunun etkisiyle 
oksidatif stres ve peroksidatif atıkların şekillen-
mesi ve sonuçta da serbest oksijen radikalleri 
(ROS) açığa çıkarak spermatozoanın ölümüne 
yol açmasıdır (Garrido ve ark., 2004). Sperma-
nın dondurulması-çözdürülmesi esnasında mey-
dana gelen ROS, düşük yoğunlukta; hiperakti-
vasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu 
gibi spermatolojik fonksiyonların meydana gel-
mesinde önemli rol oynamaktadır. Ancak, yük-
sek yoğunluktaki ROS, spermatolojik fonksiyon-
ları olumsuz etkileyerek infertiliteye neden ola-
bilmektedir (Aitken ve Baker, 2004). Fizyolojik 
olarak spermada ROS ürünlerinin oluşumu ve 
detoksifikasyonu arasında denge bulunmakta-
dır. Gerek seminal plazmada gerekse sperma-
tozoada ROS ürünlerinin detoksifikasyonunda 
görevli glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz 
(GPO), süperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksi-
dan sistemleri mevcuttur. Ancak, bu doğal sa-
vunma mekanizması spermanın sulandırılması, 
soğutulması, dondurulması-çözdürülmesi işlem-
leri sırasında zarar görmekte ve ROS ürünleri 
spermatozoada geri dönüşümsüz hasarlar mey-
dana getirmektedir (Bilodeau ve ark., 2000). 
Spermanın soğutulması ile dondurulması-
çözdürülmesi işlemleri esnasında oluşan memb-
ran-lipit faz değişimi, osmotik-mekanik stres ve 
ROS, spermatozoa membran proteinlerinde 
denaturasyona, hücre organellerinde yapısal 
deformasyona, DNA’da kırılmalara ve hücresel 
lizise yol açmaktadır (Saleh ve Agarwal, 2002). 
Bu olumsuz durumun sperma sulandırıcılarına 

değişik antioksidanların ilavesiyle azaltılabildiği 
ve çözüm sonu spermatozoa parametrelerini 
iyileştirdiği bildirilmektedir (Sarıözkan ve ark., 
2009). Taxifolin (3,5,7,3,4-pentahydroxy flava-
none veya dihydroquercetin), flavonoidlerin alt 
sınıfı olan flavanones grubundandır ve güçlü bir 
flavonoiddir. Turunçgiller ve soğan bol miktarda 
taxifolin içermektedir (Rice-Evans ve ark., 
1996). Taxifolinin güçlü bir antioksidan ve anti-
radikal aktiviteye sahip olduğu, ayrıca gıda ve 
farmasötik ürünlerdeki lipid peroksidasyonunun 
en aza indirgenmesi veya önlenmesi, zehirli 
oksidasyon ürünlerinin oluşmasının geciktirilme-
si, beslenme kalitesinin korunması ve raf ömrü-
nün uzatılması gibi alanlarda kullanılabileceği 
de bildirilmiştir (Topal ve ark., 2016). Gupta ve 
ark. (1971), yaptıkları bir çalışmada, taxifolinin 
albino sıçanlarda inflamasyonun eksudatif ve 
proliferatif fazları üzerinde kuvvetli antienflama-
tuar etkinliğe sahip olduğunu bildirmişlerdir. 
Zhang ve ark. (2019), çeşitli organlarda ve özel-
likle kardiyovasküler sistemde toksiteye yol 
açan yapay bir kirletici olan di-2-ethylhexyl pht-
halatenin tavuklarda kardiyomiyositler üzerinde 
oluşturduğu toksik etkiyi taxifolinin antagonize 
ederek azalttığını rapor etmişlerdir. Yapılan di-
ğer çalışmada, taxifolinin serum lipid düzeyini 
dengeleyip normal seviyelere getirmesi suretiyle 
antienflamatuar etkisi, kardiovaskuler sistem 
üzerine olumlu etkisi ve ROS’un uyardığı oksi-
datif strese bağlı şekillenen kanser vakalarında 
güçlü antioksidan etkileri rapor edilmiştir (Kuang 
ve ark., 2017). 

Yapılan literatür taramalarında antioksidan et-
kinliği pek çok farklı çalışmada kanıtlanmış olan 
taxifolin maddesinin sperma sulandırıcılarına 
eklenmesine ve spermanın saklanması sürecin-
de olası olumlu antioksidatif etkinliğine yönelik 
bir çalışma yapılmadığı görülmüştür. Bu neden-
le mevcut çalışmamızda sperma sulandırıcısına 
antioksidan olarak taxifolini ekleyerek tavşan 
spermasının +4 

o
C’de saklanması süresince 

etkilerini incelemek, tavşan spermasının kısa 
süreli saklanmasında en uygun sperma sulandı-
rıcısı geliştirebilmek, taxifolinin beklenen olası 
koruyucu etkileri sebebiyle diğer türlerde sper-
manın saklanabilirliği üzerine bir model oluştu-
rabilmek ve sonraki çalışmalar için literatüre 
katkı sağlayabilmek amaçlanmıştır. 
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Gereç ve Yöntem 

Hayvan materyali 

Bu çalışmaya Erciyes Üniversitesi Hayvan De-
neyleri Yerel Etik Kurulu tarafından 
(EÜHADYEK, 13.12.2017 tarih ve 17/132 sayı) 
onay verildi. Çalışmada sperma donörü olarak 
ergin sekiz adet Yeni Zelanda ırkı erkek tavşan 
kullanıldı. Çalışma, erkek tavşanlardan suni va-
jen tekniği ile alınan spermalarda yürütüldü. Er-
gin erkek tavşanlar bireysel kafeslerinde Erciyes 
Üniversitesi Deneysel Araştırmalar Uygulama 
ve Araştırma Merkezi’nde (DEKAM) uygulanan 
rutin bakım-besleme koşulları olan 12 saat ay-
dınlık/12 saat karanlık, 22-24

o
C oda ısısı ve %

55-60 nisbi nem oranına sahip ortamda barındı-
rıldı. Ticari tavşan yemi (Optima Yem, Bolu-
Türkiye) ve taze içme suyu ile ad libitum besle-
me yapıldı. 

Spermanın alınması 

Çalışmada kullanılacak ergin erkek tavşanlar-
dan haftada üç kez suni vajen yardımıyla sper-
ma alındı. Alınan spermaların mikroskobik kont-
rolleri yapıldıktan sonra bireysel farklılıkları eli-
mine edebilmek amacıyla kitle hareketi 3 ve 
üstü (0-5 skala), motilitesi %70 ve üstü, yoğun-
luğu 300x10

6
 spermatozoa/ml özelliklerine sahip 

olan ejakulatlar birleştirildi. Bu çalışmada 10 
adet miks edilmiş ejakulat kullanıldı. Her bir 
miks edilmiş ejakulat deneme gruplarına ayrıldı.  

Spermanın sulandırılması ve deneysel  

grupların oluşturulması 

Çalışmada spermanın sulandırılması amacıyla 
Tris sulandırıcısı (313.8 mM Tris, 103.1 mM 
sitrik asit ve 33.3 mM glukoz) kullanıldı. Her bir 
grup 30x10

6 
spermatozoa/ml olacak şekilde sı-

rasıyla kontrol, 10 µl, 100 µl ve 500 µl dozda 
taxifolin (Sigma T4512) içeren Tris sulandırıcısı 
ile sulandırıldı. Spermanın sulandırılmasını taki-
ben Kontrol (Tris sulandırıcısı) (T), 10  µl Taxifo-
lin+ Tris (10TT), 100  µl Taxifolin+Tris (100TT), 
500  µl Taxifolin+Tris (500TT) grupları oluşturul-
du. Sulandırılmış sperma örnekleri +4 

o
C’ de 

buzdolabına bırakılmıştır. Ardından 0., 6., 12. ve 
24. saatlerin sonunda spermatolojik analizler-
den; spermatozoa motilite oranı, akrozomal ve 
toplam anomali oranı ve plazma membran bü-
tünlüğü analiz edildi.  

Spermatolojik analizler 

Spermatozoa motilite oranı: Spermatozoa moti-
lite oranı, lam üzerine alınan 10  µl sperma üze-
rine lamel kapatılarak 37 

o
C ısıtma tablalı faz 

kontrast mikroskopta 400’lük büyütmede sub-
jektif yolla tespit edilmiştir. Beş farklı mikroskop 
sahasında motilite oranı (%) değerlendirildi. Alı-
nan tüm değerlerin ortalaması o numunenin 
motilite oranı olarak kabul edildi (Roca ve ark., 
2000).  

Anormal spermatozoa oranı: Spermatozoa ak-
rozom ve toplam anomali oranı tespiti amacıyla 
her bir numuneden alınan 3 damla sperma 1 ml 
Hancock solüsyonu içine eklendi. Karışımdan 
alınan 1 damla lam üzerine alınıp üstüne lamel 
kapatılarak faz-kontrast mikroskopta 1000’lik 
büyütmede toplam 200 hücre sayılarak test edil-
di (Schafer ve Holzman, 2000).  

Hypo-osmotic swelling test (HOST) oranı: Sper-
matozoa plazma membran bütünlüğünün test 
edilmesi amacıyla Hypo-Osmotic Swelling Test 
(HOST) kullanıldı. 300 µl HOST solüsyonu ile 
30 µl sperma karıştırılarak 37 

o
C’de 1 saat inku-

be edildi. Ardından karışımdan 0.2 µl lam üzeri-
ne alınarak faz-kontrast mikroskopta 400’ lük 
büyütmede değerlendirildi. En az beş değişik 
mikroskop sahasında toplam 200 hücre sayıla-
rak şişmiş ve kıvrık kuyruklu spermatozoonların 
tespiti yapıldı (Revell ve Mrode, 1994). 

İstatistiksel analizler 

Deneysel çalışmalar 10 kez tekrar edildi. Kont-
rol, 10 TT, 100 TT ve 500 TT deney grupları 
arasındaki farklılıkların önem kontrolü Kruskal 
Wallis ile yapıldı. Her bir deney grubuna ait 0., 
6., 12., ve 24., saatleri arasındaki motilite, akro-
zom- total anomali ve HOST değişkenleri bakı-
mından farklılıkların istatistiksel olarak önem 
kontrolleri Friedman testi ile yapıldı. Gruplar 
arası çoklu karşılaştırmalarda Benferroni düzelt-
mesi yapıldı. Verilerin tanımlayıcı istatistikleri 
medyan değer, 1. (%25) ve 3. (%75) çeyrekler 
ile gösterildi. İstatistiki analizler NCSS 9 progra-
mı ile yapıldı. Anlamlılık seviyesi P<0.05 olarak 
belirlendi. 

Bulgular 

Kısa süreli saklanan tavşan spermasının motili-
te ve akrozom anomali oranları üzerine taxifoli-
nin etkileri Tablo 1’de plazma membran bütünlü-
ğü ve spermatozoa toplam anomali oranları 
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üzerine etkileri Tablo 2. de gösterildi. Buna gö-
re; saklama periyodunun ilerleyen saatlere göre 
deney gruplarının motilite oranları değerlendiril-
diğinde; K, 10 TT, 100 TT ve 500 TT grupları 
dâhil tüm deney gruplarında saklama periyodu-
nun 0. saatinden 24. saatine doğru ilerlemesiyle 
beraber motilite oranlarında düşmeler gözlendi. 
İstatistiki önem yönünden incelendiğinde ve 0. 
saat verileriyle karşılaştırıldığında kontrol ve 
500 TT grubunda motilite oranındaki bu düşme 
saklama süresinin 12. saatinde (P<0.001); 10 
TT ve 100 TT deney grubunda ise 24. saatinde 
sırasıyla P<0.01, P<0.05 düzeyinde saptandı. 
Gruplar arası karşılaştırma yapıldığında ise kısa 
süreli saklama periyodunun 0. saatinde K, 10 
TT, 100 TT ve 500 TT grupları arasında istatisti-
ki olarak anlamlı bir farklılık bulunmadı 
(P>0.05). Buna göre; kontrol grubu verileriyle 
karşılaştırıldığında deney grupları arasında 

100TT grubu 6., (%82.50) 12. (%80) ve 24. (%
77.50) saatlerde istatistiki olarak en yüksek mo-
tilite oranını verdi (P<0.001).  

Akrozom anomalisi oranları değerlendirildiğinde; 
deney gruplarının 4

o
C’ de kısa süreli saklama 

periyodunun 0. saatinden 24. saatine doğru iler-
lemesiyle beraber tüm gruplarda akrozom bü-
tünlüğünde istatistiki açıdan önemli oranlarda 
bozulmalar gözlendi. Kontrol grubu ile Taxifoli-
nin farklı dozlarda katıldığı deney gruplarının 
akrozom anomalisi oranları, saklama süresinin 
0. saat verileri ile kıyaslandığında tüm deney 
gruplarında 12. saatten itibaren akrozom ano-
malisinde istatistiki açıdan önemli oranda artış-
ların olduğu saptandı (P<0.001). Saklamanın 
son 24. saati bulguları değerlendirildiğinde ise 
100 TT grubunun diğer tüm deneme gruplarına 
kıyasla akrozom bütünlüğünü istatistiki açıdan 

Saat [Medyan (%25-%75)]   
P değeri 

(Friedman  
Testi) 

            Değişken                            Grup                     0. Saat                  6. Saat                    
12. Saat                    24. Saat 

Motilite 
oranı (%) 

Kontrol 
 85.00 
(81.25-
88.75)a

 

 70.00 
(70.00-
75.00)abBC

 

 65.00 
(60.00-
65.00)bcBC

 

 55.00 
(50.00-
55.00)cBC

 

<0.001 

10TT 
 85.00 
(77.50-
88.75)a

 

 80.00 
(76.25-
85.00)aAB

 

 75.00 
(75.00-
80.00)abAB

 

 70.00 
(66.25-
70.00)bAB

 

<0.01 

100TT 
 85.00 
(80.00-
90.00)a

 

 82.50 
(80.00-
85.00)aA

 

     80.00 
(80.00-
80.00)abA

 

77.50 
(75.00-
80.00)bA

 

<0.05 

500TT 
 85.00 
(76.25-
88.75)a

 

 60.00 
(60.00-
65.00)abC

 

     55.00 
(51.25-
60.00)bcC

 

  50.00 
(50.00-
50.00)cC

 

<0.001 

P değeri (Kruskal 
Wallis testi) 

  
>0.05 <0.001 <0.001 <0.001 

  

  
Kont-
rol 

3.00 
(3.00-
3.75)a

 

6.00 
(5.25-6.75)

abAB
 

10.00 
(9.25-11.75)

bcA
 

14.50 
(13.25-
15.00)cA

 

<0.001 

 Akrozam 
anomali oranı (%) 

10TT 
3.00 

(3.00-
3.75)a

 

5.00 
(5.00-6.00)

abB
 

7.00 
(6.25-8.00)

bcBC
 

9.00 
(9.00-10.00)

cAB
 

<0.001 

100TT 
3.00 

(3.00-
3.75)a

 

5.00 
(4.25-5.75)

abB
 

6.00(5.00-
7.00)bC

 

7.00 
(6.25-8.00)

bB
 

<0.001 

500TT 
3.50 

(3.00-
4.75)a

 

6.50 
(5.25-7.00)

abA
 

10.00 
(7.50-10.75)

bcAB
 

14.50 
(10.75-
15.75)cA

 

<0.001 

P değeri (Kruskal 
Wallis testi) 

  >0.05 <0.05 <0.001 <0.001 
  

Tablo 1. Tavşan spermasının kısa süreli saklanması süresince (0., 6., 12. ve 24. saatler) farklı taxifolin  
dozlarının motilite ve  akrozom anomali oranları üzerine etkileri 

A, B, C  : Aynı sütunda (gruplar arası) farklı harf taşıyan veriler istatistiksel olarak farklıdır. 
a, b, c  : Aynı satırda (saatler arası) farklı harf taşıyan veriler istatistiksel olarak farklıdır. 
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daha iyi koruduğu saptandı (P<0.001). Gruplar 
arası istatistiki değerlendirilmelerde; 0. saatler-
de akrozom anomalisi yönünden istatistiki bir 
farklılık bulunmadı (P>0.05). Kısa süreli sakla-
manın 24. saatine gelindiğinde 100 TT grubu-
nun (%7) kontrol grubuna kıyasla istatistiki açı-
dan önemli derecede akrozomal morfolojik yapı-
nın bütünlüğünü koruduğu ve akrozom anomali-
si oranının düşük olduğu saptandı (P<0.001).  

Spermatozoa plazma membran bütünlüğünün 
test edildiği HOS test verileri değerlendirildiğin-
de; kısa süreli saklama periyodunun 24. saate 
doğru ilerlemesiyle beraber plazma membran 
bütünlüğünün korunmasında istatistiki farklılıklar 
0. saat verileriyle karşılaştırıldığında spermato-
zoa plazma membran bütünlüğü oranının kont-
rol ve 10 TT gruplarında 12. saatten itibaren 
başladığı tespit edildi (P<0.001). Deney grupla-
rından 100 TT verileri incelendiğinde 0., 6., 12., 

ve 24. saatleri arasında plazma membran bü-
tünlüğü oranında düşüş tespit edilmiş olsa da 
bu durum istatistiki olarak önemli bulunmadı 
(P>0.05). Taxifolinin 500 μl dozunda katıldığı 
500 TT grubunda ise 0. saat verisiyle karşılaştı-
rıldığında spermatozoa plazma membran bütün-
lüğündeki bozulmaların 24. saatte istatistiki ola-
rak önemli bulunduğu belirlendi (P<0.001). 
Kontrol grubu ile taxifolinin farklı dozlarının kul-
lanıldığı 10TT, 100TT ve 500TT deney grupları-
na ait spermatozoa plazma membranı bütünlü-
ğü oranları arasındaki farklılıklar değerlendirildi-
ğinde; 0. saatte deney grupları arasında istatisti-
ki bir fark olmadığı saptandı (P>0.05). Kısa sü-
reli saklama periyodunun 6. ve 12. saatinde 10 
TT ve 100 TT gruplarının istatistiki olarak ben-
zer HOST değerine sahip olduğu saptandı. 
Kontrol ve 500 TT deney gruplarına ait verilerle 
kıyaslandığında; belirtilen gruplara ait bu HOST 

Saat [Medyan (%25-%75)]   
P değeri 

(Friedman  
Testi) 

            Değişken                            Grup                     0. Saat                  6. Saat                    
12. Saat                    24. Saat 

Plazma  
membran  
bütünlüğü  
oranı (%) 

Kontrol 
70.00 

(65.50-
71.00)a

 

57.50 
(54.25-

59.50)abBC
 

50.00 
(46.00-

52.50)bcBC
 

44.00 
(41.25-
48.75)cB

 

<0.001 

10TT 
68.50 

(66.00-
71.00)a

 

65.00 
(63.00-

66.75)abA
 

62.50 
(56.75-
63.75)bA

 

        53.00 
(49.50-
55.00)bcAB

 

<0.001 

100TT 
69.50 

(66.50-
73.00) 

67.00 
(65.25-
69.75)A

 

66.00 
(64.00-
68.00)A

 

65.00 
(61.50-
67.50)A

 

>0.05 

500TT 
68.00 

(66.25-
69.75)a

 

62.50 
(59.50-

64.50)abAB
 

60.50 
(58.50-

61.75)abAB
 

51.50 
(48.25-
58.50)bB

 

<0.001 

P değeri (Kruskal 
Wallis testi) 

  
>0.05 <0.001 <0.001 <0.001 

  

  
Kont-
rol 

7.00 
(6.00-
8.00)a

 

11.50 
(10.00-

12.75)abA
 

13.50 
(12.25-

14.75)bcA
 

18.50 
(16.25-
20.75)cA

 

<0.001 

Spermatozoa  
toplam 
anomali oranı (%) 

10TT 
7.00 

(6.00-
8.00)a

 

7.00 
(6.25-8.00)

aB
 

9.00 
(8.25-10.00)

abB
 

12.00 
(9.25-13.00)

bBC
 

<0.001 

100TT 
6.50 

(6.00-
7.75)a

 

8.00 
(6.25-8.00)

abB
 

7.50 
(7.00-9.00)

abB
 

8.50 
(8.00-10.00)

bC
 

<0.01 

500TT 
7.00 

(6.00-
7.75)a

 

8.00 
(7.00-9.00)

abB
 

10.00 
(9.00-11.00)

bcB
 

14.50 
(14.00-

16.75)cAB
 

<0.001 

P değeri (Kruskal 
Wallis testi) 

  >0.05 <0.001 <0.001 <0.001 
  

A, B, C  : Aynı sütunda (gruplar arası) farklı harf taşıyan veriler istatistiksel olarak farklıdır. 
a, b, c  : Aynı satırda (saatler arası) farklı harf taşıyan veriler istatistiksel olarak farklıdır. 

Tablo 2. Tavşan spermasının kısa süreli saklanması süresince (0., 6., 12. ve 24. saatler) farklı taxifolin  
dozlarının plazma membran bütünlüğü (HOST) ve spermatozoa toplam anomali oranları  üzerine etkileri 
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değerlerinin, istatistiki açıdan daha yüksek oldu-
ğu saptandı (P<0.001). Tavşan spermasının 
kısa süreli saklama periyodunun 24. saatinde 
100 TT grubunda diğer tüm bütünlüğünün ko-
runduğu tespit edildi (P<0.001).  

Kontrol grubu dahil tüm deney gruplarında sper-
manın kısa süreli saklanması süresince ilerle-
yen zamanla beraber toplam spermatozoa ano-
mali oranında istatistiki açıdan önemli oranlarda 
artış gözlendi. Tavşan spermatozoasında top-
lam anomali oranı kısa süreli saklama süresinin 
0. saat ile 24. saat arası sürede analiz edildiğin-
de ve 0. saat verileriyle kıyaslandığında; K 
(P<0.001) ve 500 TT grubunda (P<0.001) 12. 
saatten; 10 TT (P<0.001) ve 100 TT (P<0.01) 
gruplarına ait toplam anomali oranlarının ise 24. 
saatten itibaren artış gösterdiği saptandı. Deney 
grupları arasındaki farklılıklar analiz edildiğinde; 
saklama süresinin 0. saatinde gruplar arasında 
toplam spermatozoa oranında istatistiki açıdan 
önemli bir farklılık olmadığı (P>0.05) saptandı. 
Saklama periyodunun 6. ve 12. saat verileri in-
celendiğinde ve kontrol grubu verileriyle kıyas-
landığında 10 TT, 100 TT ve 500 TT grupların-
da spermatozoanın normal morfolojik yapısının 
daha iyi korunduğu belirlendi (P<0.001). Kısa 
süreli saklama periyodunun 24. saat verileri in-
celendiğinde kontrol grubu verisiyle karşılaştırıl-
dığında 10 TT ve 100 TT grubunda spermato-
zoa toplam morfolojik yapısının daha iyi korun-
duğu ve 100 TT grubunun istatistiki olarak daha 
düşük toplam spermatozoa anomali oranı verdi-
ği saptandı (P<0.001). 

Tartışma ve Sonuç 

Spermanın saklanması teknikleri; spermanın 
sıvı halde kısa süreli saklanmasını ya da dondu-
rularak uzun süreli saklanmasını kapsamaktadır 
(Tittarelli ve ark., 2006). Ancak, her iki sperma 
saklama tekniğinde de spermanın sulandırılma-
sı, soğutulması, dondurulması-çözdürülmesi 
gibi uygulanan pek çok işlem spermatozoa moti-
litesinde azalma, membran bütünlüğünde bozul-
ma ile DNA hasarlı spermatozoa sayısında artış 
ve sonuçta fertilitede düşüş gibi geri dönüşüm-
süz hasarlar oluşturmaktadır (De Lamirande ve 
ark., 1997; Holt, 2000). Spermada oluşan bu 
hasarların ROS’un aşırı üretilmesinden kaynak-
lanabildiği bildirilmektedir. ROS’un membran 
lipidlerini oksitlemesiyle lipid peroksidasyon 
oluşmaktadır. Normalde spermatozoa ve semi-
nal plazmada şekillenen lipid peroksidasyonu 

dengeleyebilmek ve ROS’un kontrolsüz üretimi-
ni engelleyebilmek amacıyla kimi antioksidanlar 
ve antioksidatif savunma mekanizmaları bulun-
maktadır. Ancak, saklanma süresince sperma-
tozoada sitoplazmanın az olmasına bağlı olarak 
bu savunma sistemi yeterli olamamaktadır 
(Agarwal ve ark., 2005). Dolayısıyla, sperma 
sulandırıcılarına çeşitli antioksidanlar ilave edi-
lerek spermanın saklanmasına yönelik pek çok 
çalışma yapılmış ve olumlu sonuçlar bildirilmiştir 
(Zhu ve ark., 2019; Sabir ve ark., 2019).  

Çalışmamızda, tavşan spermasının kısa süreli 
saklanmasında ilerleyen saklama periyodu sü-
resince spermatozoa motilite oranı, morfolojik 
yapısı ve plazma membran bütünlüğü gibi 
önemli kimi spermatolojik parametrelerdeki de-
ğişimleri ve bu değişimler üzerine taxifolinin do-
za bağlı etkileri gösterildi. Yapılan çalışmada 
kontrol, taxifolinin farklı dozlarda kullanıldığı 10 
TT, 100 TT ve 500 TT grupları dâhil tüm deney 
gruplarında tavşan spermasının 4

o
C’de kısa 

süreli saklanması sırasında saklama süresinin 
0. saatten 24. saate doğru ilerlemesiyle beraber 
istatistiki açıdan önemli motilite oranlarında düş-
meler, akrozom ve plazma membran bütünlüğü 
ile toplam morfolojik yapıda bozulmalar gözlen-
di. Bu durum, spermatozoa mitokondri yapıları-
nın bozulmasıyla beraber enerji üretiminde so-
runların oluşmasına bağlanabilmektedir. Sper-
matozoa motilitesi için gereken enerji çok sayı-
da bulunan mitokondrialarca sağlanmaktadır. 
Spermatozoanın fonksiyon bozukluklarında ser-
best oksijen düzeyi oldukça artmaktadır ki bu 
durum mitokondriaların da çalışmasını bozarak 
motilite gibi pek çok spermatozoa fonksiyonları-
nı geri dönüşümsüz hasara uğratmaktadır 
(Agarwal ve ark., 2014).  

Çalışmada deney grupları arasında 100 TT gru-
bunun 6., (%82.50), 12. (%80) ve 24. (%77.50) 
saatlerde istatistiki olarak en yüksek motilite 
oranını verdiği ve daha etkin koruma sağladığı 
saptanmıştır. Bu durum, spermanın soğutulma-
sıyla birlikte metabolizmasının yavaşlamasına 
aynı zamanda sperma sulandırıcına eklenen 
taxifolinin doza bağlı olarak güçlü antioksidatif 
etki göstermesine bağlanabilmektedir. Saklama 
periyodunun 24. saatinde 100 TT grubundaki 
motilite oranı (%77.50) Sarıözkan ve ark. (2013) 
ve (2014)’nın farklı antioksidan maddeler kata-
rak yaptıkları tavşan spermasının kısa süreli 
saklanması çalışmalarının 24. saat verilerine 
benzerlik göstermektedir. Belirtilen çalışmalarda 
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antioksidan etkinliğe sahip maddeler sperma 
sulandırıcılarına katılmış ve antioksidan katkı 
maddelerinin etkisiyle ilgili gruplarda tavşan 
spermasının kısa süreli saklanması sonrasında 
motilite oranlarının ilerleyen zamana karşı daha 
iyi korunduğu tespit edilmiştir.  

Çalışmamızın 10 TT ve 100 TT gruplarında tav-
şan spermasının 24 saatlik kısa süreli saklama 
periyodu sonunda motilitede yüksek oranların 
elde edilmesi taxifolinin özellikle spermanın so-
ğutulması sürecinde şekillenen soğuk şokunun 
uyardığı ROS’u önleyebilmesine bağlanabilmek-
tedir. Taxifolin, flavanone grubu içinde yer alan 
güçlü antioksidan etkili bir maddedir (Rice-
Evans ve ark., 1996). Flavonoidler, antioksidan 
etkilerini metal iyonlarını bağlayarak ve serbest 
radikallerin oluşmasına neden olan enzimatik 
reaksiyonları inhibe ederek göstermektedir 
(Cotelle, 2001). Yapılan çalışmalarda bir çeşit 
flavanoid olan taxifolinin antioksidatif etkinliği, 
redüksiyon, ROS’u temizleme yeteneği ve  me-
tal şelatlama aktivitelerine sahip olduğu gösteril-
miştir (Topal ve ark., 2016). Dolayısıyla, çalış-
mamızın sonucu, taxifolinin soğuk şokunun etki-
siyle aşırı üretilen ROS’un oluşturduğu oksidatif 
strese karşı antioksidan kimliğiyle savunma ser-
gilediği ve metal iyonlarını bağlamak suretiyle 
lipidlerin oksidasyonunu engelleyebildiği ve ser-
best radikallerin oluşmasında görevli enzim sis-
temlerini inhibe edebildiği bilgisiyle paralellik 
göstermektedir (Sunil ve Xu, 2019). 

Gruplar arası değerlendirmede saklama süresi-
nin 24. saatinde 10 TT ve 100 TT grubunda ak-
rozomal yapı bütünlüğü ve spermatozoa toplam 
morfolojik yapısının daha iyi korunduğu ve 100 
TT grubunun istatistiki olarak daha düşük akro-
zomal ve spermatozoa toplam anomali oranı 
verdiği saptanmıştır. 

Diğer evcil hayvanların aksine tavşan seminal 
plazması yüksek kolesterol/fosfolipid oranı ve 
düşük doymamış/doymuş yağ asidi oranına sa-
hiptir. Bu durum membran yapısına orta düzey-
de akışkanlık kazandırırken çevresel strese kar-
şı daha güçlü dayanıklılık sağlamaktadır 
(Castellini ve ark., 2006). Her ne kadar tavşan 
spermatozoasının membran yapısı lipid bileşeni 
soğuk şokuna karşı direnç sağlasa da yapılan 
pek çok çalışmada spermanın soğutulması sıra-
sında ilerleyen zamanla birlikte tavşan sperma-
tozoonu morfolojik yapısında ve fonksiyonların-
da bozulmaların oluştuğu bildirilmiştir (Rosato 

ve Iaffaldano, 2011). Çalışmamızın sonucu, kı-
sa kısa süreli saklamanın 24. saatinde sperma-
tozoonun akrozom, baş ve kuyruk morfolojik 
yapısında hasarların olması yönüyle yukarıda 
belirtilen literatürlerde verilen bilgilerle benzerlik 
göstermektedir. 

Tavşan spermasının kısa süreli saklama periyo-
dunun 24. saat verileri değerlendirildiğinde 100 
TT grubunda plazma membran bütünlüğünün 
diğer tüm deney gruplarından istatistiki olarak 
önemli derecede daha iyi plazma membran bü-
tünlüğünün korunduğu tespit edilmiştir. Sperma-
tozoada membran hasarları, spermanın soğutul-
ması işlemi sırasında sıcaklığın 20

o
C’den 

5
o
C’ye hızlı şekilde düşmesiyle birlikte şekille-

nen soğuk şoku esnasında spermatozoanın 
yaşlanması sonucu oluşmaktadır (Paulenz ve 
ark., 2002). Hücre membranının soğuk şokun-
dan ilk etkilenen bölge olduğu ve bu yapıda 
gözlenen yapısal değişimlerin; protrüzyon-lar, 
dalgalanmalar ve vezikülasyonlardan membran 
kayıpları, yırtılmaları ve erimeleri gibi membran 
bütünlüğünün bozulduğu ağır hasarlara kadar 
vardığı bildirilmektedir (Morris ve ark., 1999). 
Dolayısıyla yaptığımız çalışmada; tavşan sper-
masının 4

o
C’de saklama süresinin ilerlemesiyle 

beraber spermatozoa membran bütünlüğünde 
tespit ettiğimiz bozulmalar yukarıda bildirilen 
literatürlere paralel şekillenmiştir.  

Tavşan spermasının kısa süreli saklamasının 
yapıldığı bir çalışmada kullanılan antioksidan 
maddenin saklama periyodunun 12. saatinde 
motilite, akrozomun morfolojik yapısı ve memb-
ran bütünlüğünde istatistiki açıdan önemli dü-
zeyde koruma sağladığı rapor edilmiştir 
(Sarıözkan ve ark., 2014). Koçlarda kısa süreli 
saklamanın yapıldığı bir başka çalışmada da 
kullanılan antioksidan maddelerin spermatozoa 
motilitesi, plazma membran bütünlüğü ve nor-
mal morfolojik yapının korunmasında istatistiki 
açıdan önemli bir rol oynadığı bildirilmiştir 
(Bucak ve ark., 2007). Yaptığımız çalışmada 
saklama periyodunda zaman ilerledikçe sper-
matolojik parametrelerde 0. saat verilerine kı-
yasla bozulmaların başladığı tespit edilmiştir. Bu 
durum, soğutma, dondurma-çözdürme işlemleri 
spermatozoonun morfolojik yapı ve fonksiyonla-
rına zarar verebildiği bilgisine benzerlik göster-
mektedir (Kim ve ark., 2011). Ayrıca, 100 TT 
grubunda kullanılan taxifolin dozunun kısa süreli 
saklamanın 24.saatinde spermatozoa motilitesi-
ni, normal morfolojik yapısını ve plazma memb-
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ran bütünlüğünü etkin bir şekilde koruduğu tes-
pit edilmiştir.  

Sonuç olarak; bu çalışma, taxifolin katılmamış 
kontrol grubu ile taxifolinin 3 farklı dozu kullanı-
larak 4 

o
C de kısa süreli saklama yapılmış tav-

şan spermatozoasında 24 saatlik değişimi gös-
teren model bir çalışmadır.  Çalışma sonucunda 
100 µl dozda kullanılan taxifolinin; kontrol gru-
buna kıyasla motilite oranında 6., 12. ve 24. 
saatlerde istatistiki olarak en yüksek oranı verdi-
ği, kısa süreli saklamanın 12. ve 24.saatinde 
akrozomal bütünlüğü, ve 24. saatte plazma 
membran bütünlüğünü istatistiki olarak önemli 
derecede koruduğu ve istatistiki olarak daha 
düşük spermatozoa toplam anomali oranı verdi-
ği tespit edilmiştir. Bu çalışmayla taxifolinin dozu 
arttıkça toksik etki gösterebileceği, düşük dozda 
kullanıldığında ise koruyucu etki gösteremediği 
kanısına varılmıştır. Dolayısıyla, antioksidatif 
etkinliği bilinen taxifolinin sperma sulandırıcısına 
ilave edilmesiyle tavşan spermasının spermato-
lojik karakterlerinde doza bağlı olarak koruma 
sağladığı söylenebilmektedir. Taxifolinin farklı 
dozları ve farklı saklama süreleriyle gerek tav-
şanlarda ve gerekse diğer türlerde spermanın 
saklanabilirliği üzerine etkilerinin belirlenebilme-
si amacıyla daha fazla araştırmaların yapılması 
önerilmektedir. 
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