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Kog Spermasinin Dondurulmasinda Oksidatif Stres Uzerine Trolox ve Taurinin Etkisi

Effects of Trolox and Tanrin on Oxidative Stress During Ram Semen Cryopreservation
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Oz: Bu calismada Pirlak kog¢ spermasinin tireme mevsimi disinda dondurulmasinda sperma sulandiricisina eklenen
antioksidan 6zellige sahip trolox ve taurinin ¢6ziim sonu spermatolojik parametreler tizerine etkisinin ortaya konmast
amaclandi. Bu amagla 10 bas Pirlak koctan haftada iki kez olacak sekilde suni vajen yardimu ile spermalar toplandr.
Normospermik 6zellik gésteren numuneler birlestirilerek sirast ile kontrol, 1 mM Trolox ve 50 mM Taurin gruplar
olusturuldu. Gruplar +4% C’de 2 saat ekilibrasyon islemi sonrasi, 0,25 ml'lik payetlere ¢ekildikten sonra -1200 C stv1
azot buharinda dondurularak, sivi azot icerisinde saklandi. C6zim sonu spermatolojik degerlendirmelerden; motilite
subjektif yontem ile, plazma membran butinligi (PMAI), yuksek mitokondriyal aktivite dizeyi (HMMP) ve
mitokondrial oksidatif hasar diizeyi (MITOSOX™) flow sitometrik yontem ile incelendi. C6ziim sonu motilite orani 1
mM Trolox (%50,00%3,89) ve 50 mM Taurin (%60,6212,57) gruplarninda kontrol (35,00£2,11) grubuna yiiksek elde
edildi (p<0,05). Taurin 50 mM (%32,42%0,72) ¢6ziim sonu en yiksek PMAI orami ile kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak 6nemli bulundu (p<0,05). Antioksidan ilave edilen gruplarda HMMP degetleri kontrol grubuna
gore yiuksek bulunurken, mitokondriyal oksidatif hasar diizeyi en distik grup Taurin 50 mM olarak belirlendi (p<0,05).
Sonug olarak Pirlak ko¢ spermasinin sezon dist dondurulmasinda sulandirictya ilave edilen Trolox ve Taurinin ¢6zim
sonu motilite, HMMP parametreleri bakimindan olumlu etkileri olabilecegi kantsina varilirken 50 mM Taurin ilavesinin
spermanin dondurulmast sonucu olusan oksidatif stres Gizerine koruyucu etkinliginin olustugu belirlendi

Anahtar Kelimeler: Flow Sitometre, Ko¢ Spermast, Kryoprezervasyon, Oksidatif Stres, Taurin, Trolox

Abstract: In this study, it was aimed the investigate the effects on Pitlak ram spermatological parameters added
sperm extender which antioxidant properties of Trolox and Taurin. For this aim semen was collected with the aid of
artificial vagina twice a week from 10 Pirlak ram. Semen which were normospermic pooled and occurred three group;
control, 1 mM Trolox, 50 mM Taurin. Groups were equilibrated about 2 hours at + 4 © C, frozen in liquid nitrogen
vapor (-120 ° C), stored in liquid nitrogen. Pos-thawed spermatological examinations; motility was recorded
subjectively, plasma membrane integrity (PMAI), high mitochondrial membrane potential (HMMP) and
mitochondirial oxidative damage level (MITOSOX™") were evaluated by flow cytometer. Post-thawed motility ratio
was higher in 1 mM Trolox (%50.00£3.89) and 50 mM Taurin groups compared the control (35.00£2.11) group
(p<0.05). Taurin 50 mM (%32.42%+0.72) was highest PMAI ratio and it was significantly important with control group
(P<0.05). HMMP levels were higher in antioxidant groups when compared the control group and also lowest
mitochondirial oxidative damage level was seen in the 50 mM Taurin (P<0.05). Finally, when freezing of Pirlak ram
semen in the out of breeding season Trolox and Taurin which were added the semen extender was ameliorating effect
on post thaw motility and HMMP levels. Behind this Taurin 50 mM gave the best preventive effect on oxidative
damage.
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Giris

Koyunculuk endistrisi tilkemizde son yilarda artan
kirmiz1 et ihtiyacini karsilamak amaciyla gelisim
gostermektedir. Bu amacla dlkemize farkh
tlkelerden 1rklar getirilmekte ve et¢i tip siiriiler
olusturulmaya calistlmaktadir. Hayvan ithalatt zor
ve cevre adaptasyonu isteyen bir siire¢ olarak
belirtilmektedir. Buna karsin  Ustlin  vetim
Ozelliklerine  sahip  koglarin  spermasinin
dondurularak suni tohumlama uygulamasi ile 1slah
calismalarinin yapilmasi koyunculuk endiistrisinde
fayda saglayabilecek gelistirilmeye actk bir alandir.
Ancak kog¢ spermasinin uzun stireli saklanmast ile
ilgili arastirmalar gerek tilkemizde gerekse diinyada
boga  spermasinin  dondurulmasina  kiyasla
standardize edilememistir. Bu sebeple koyunlarda
suni tohumlama uygulamast da sinirlt kalmaktadir
(O'Hara ve ark., 2010). Ko¢ spermast dondurma-
cozdiirme islemi yiksek oranda canlilik kaybina ve
sonucunda motilite oraninin azalmasina neden

(Watson,  2000).

endistrisinde dondurulmus sperma ile basarh

olmaktadir Koyunculuk
gebelik oranlarinin elde edilebilmesinin 6n kosulu
olarak spermanin optimal sekilde dondurulmasi
gerekmektedir (Roca ve atk,, 20006). Kog
spermastnin dondurulmasinda basarinin artirilmast
amaciyla cesitli antioksidatif 6zellikli maddelerin
sperma sulandiricisina eklenmesi son zamanlarda
yogun bir sekilde arastirma konusu olmustur
(Kulaksiz ve Dagkin, 2007; Holt, 2000; Avdatek ve
ark., 2018).

Sigir safrasindan izole edilmis olan taurin, tiyol
iceren aminoasit olarak bildirilmigtir. Taurinin,
Ca*2  akisini
ozmoregilasyon ve membran stabilizasyonu gibi
faaliyetlerde rol aldigy ifade edilmektedir (Kendler,
1989). Vicutta hiicre bitinligini korumasi,

dizenleme,  detoksifikasyon,

oksidan-antioksidan dengeyi ve direncini artirmast
gibi  Ozellikleri ile bir antioksidan olarak
destekleyici  ve onemli

bulunmaktadir (Parcell, 2002). Taurinin boga ve

koruyucu  etkileri

ko¢ spermasina eklenerek yapilan calismalarda
motilite, akrozom bitinliglh tzerine koruyucu
etkinligi oldugu bildirilmektedir (Chen ve ark.,
1993; Uysal ve atk., 2000; Bucak ve ark., 2007).

Vitamin E (troloks) hiicre membraninda zincir
kirtict  antioksidan olarak gbrev yapan yagda

¢6zinen bir antioksidan olarak ifade edilmektedir.
Spermatozoon konsantrasyonu ve motil hiicre
orant Uzerine olumlu etkisi bulunmaktadir.
Spermatozoanin yasam gicinin artirilmasinda
lipid peroksidasyon seviyesini diizenleyerek etkin
rol  oynamaktadir. Oksidatif strese  karst
spermatozayl koruyucu 6zellige sahiptir (Akiyama
1999). En etkin formu alfa-tokoferol olarak
bilinmektedir. Alfa-tokoferoliin en 6nemli gérevi
serbest oksijen radikallerinin ataklarina karst
membran lipidlerindeki doymamis yag asitlerini
korumaktir (Rice ve Kennedy 1988). Vitamin E
lipd peroksidasyonu engellemek amaciyla lipid
peroksili ve alkoksil radikalini nétralize etmektedir
(Agarwal ve ark., 2003). Lipofilik bir antioksidan
olan Vit. E hlicre membraninda bulunur bu sayede

membran stabilitesinin saglanmasina yardim ettigi
bildirilmektedir (Ozden ve ark., 2009).

Calismamizda Pirlak kog spermasinin
dondurulmasinda sulandiriciya eklenen trolox ve
taurinin ¢6zUm sonu spermatozoa motilitesi,
membran biitlinligl, mitokondriyal aktivite diizeyi
ile oksidatif stres diizeyine olan etkilerinin ortaya

konmast amaclandi.
Gereg ve Yontem

Arastirma  Afyon  Kocatepe  Universitesi
Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi
biunyesindeki 2-3 yaslh 10 bas Pirlak kog
(AKUHADYEK-03-10).

Hayvanlar yari acik besi sartlarinda tane-kaba yem

kullanilarak  yapildt

karigstk olarak beslenitken su adlibitum olarak
verildi. Koglardan sperma asim sezonu disinda
haftada iki kez suni vajen yardimuyla alindi. Her bir
koctan alinan nativ spermalar makroskobik ve
mikroskobik edilerek,
normospermi (%80 motilite, 2x10°/ml yogunluk,

yonden  muayene
sperma miktart en az 0,5 ml) degetleri gbsteren
cjakiilatlar birlestirildi. Birlestirilen ejakulatlar daha
sonra 3 esit gruba boliinerek (splitejekulat); biri
kontrol grubu olarak ayrldi, tris yumurta satist
sulandiriaast (TYS) ile sulandirildr (Avdatek ve
Giindogan, 2018) ; diger gruplar trolox (1 mM) ve
taurin (50mM) igeren TYS soliisyonu ile ml’de
400x10¢ olacak sekilde sulandirild.

Calismadaki sulandirict gruplart ile sulandiridan
spermalarin  sicakligt +4 °Clye disirildikten
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sonra 2 saat ekilibrasyonda tutuldu. Ekilibrasyon
siresi sonunda payetler stvi azot buharinda —
120°C ‘de 15 dakikada dondurulduktan sonra stvi
azot icinde saklandi. Swvi azot icerisinde saklanan
payetler, her deney grubu icin 37°C’deki su
banyosunda 30 saniye cozdirildi. Coézdirme
sonrast motilite faz kontrast mikroskopta
incelenirken, plazma membran-akrozom
butinliginin degerlendirilmesi (PMAI) igin
FITC-PNA/PI,
belirlenmesi, yitksek mitokondrial aktivasyon
(HMMP) amaciyla JC-1/PI floresan boyamasi,
mitokondri tarafindan dretilen reaktif oksijen
MitoSOXRed/PI
floresan boyamalart ile flowsitometri cihazinda

(BeckmanCulture, Cytoflex®) degetlendirildi.

mitokondriyal aktivitenin

tirlerinin ~ belirlenmesinde

Motilite

Motilite muayenesi; 1sitma tablah (37°C) faz-
kontrast mikroskopta (x400) (NiconEclips E600)
7 farkli mikroskop sahast incelenerek yapildi.
Muayene ortalamalari alindi ve motilite sonucu
subjektif olarak, (%) belirlendi (Avdatek ve
Giindogan, 2018).

Flowsitometri analizleti

Flow sitometri analizleri Cytoflex Flow sitometri
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) ile yapildi.
Sperma Srnekleri 488 nm (50 mW laseroutput)’lik
tek lazer ve t¢ renkli 525 & 40, 585 = 42, 610 & 20
nm filtreler ile degerlendirildi.

Calisma soltsyonlart 100 ug/mL fluorescein isot-
hiocyanate-conjugated peanut agglutinin (FITC-
PNA [L7381], 2.99 mM propidium iodide (PI,
[L7011, molecular probes, Invitrogen|, 0.153 mM
5,5%,6,6’-tetrachloro1,1°3,3’
tetramethylbenzimidazolyl-carbocyanine  iodide
(JC-1, T3198, molecular probes, Invitrogen) ve 5
mM MitoSOXRed (M36008, molecular probes,
Invitrogen) DMSO ile hazirlanarak 0.22 puM
Millipore Millex CV filtrelerden gegirildikten sonra
30 pL porsiyonlara ayrilarak -20 °C’de saklandh.

Plazma membran ve akrozom biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi (PMAI)

Cift boyama yonteminin kullanddigr, FITC-
PNA/PI boyamada, spermada akrozom ve plazma

membran bitinligi degerlendirildi. 5 ul. FITC-
PNA (100 pg/mL) ve 3 pL PI (2.99 mM) 492 uL.
fosfat buffer soliisyonuna (PBS) eklendi, daha
sonra 10 pl. sperma siispansiyonu bu karisima
eklenerek finalde 5x10¢
konsantrasyonunda olacak sekilde sulandirildr.
Sperma Ornekleri 37 °C’de 15 dakika karanlk
ortamda inkiibe edildi. Debris (sperma olmayan

sperm/mL

alanlar) kapt alinarak uzaklastildi. Plazma
membran ve akrozom
degerlendirilmesi (PMAI) CytExpert 2.3 software

(Beckman Coulter) analizi ile gerceklestirildi.

butiinliginin

Mitokondrial aktivitenin belitlenmesi

Spermada Mitokondrial membrane potansiyeli JC-
1 boyamast ile yapildr.

10 pL. JC-1 (0.153 mM) 490 pL of PBS
soliisyonuna eklendi, daha sonra 10 uL. sperma bu
karisima eklenerek finalde 5x106 sperm/ml.
konsantrasyonunda olacak sekilde sulandirildr.
Sperma oOrnekleri 37 °C’de 15 dakika karanlik
ortamda inkibe edildi. Debris (sperma olmayan
alanlar) kapt alinarak uzaklastiridldi, Yiksek
mitokondrial aktivasyon (HMMP) ve dusik
mitokondrial aktivasyon (LMMP) CytExpert 2.3
software (BeckmanCoulter) analizi ile
gerceklestirildi.

Mitokondrial reaktif oksijen tiirlerinin

seviyesinin belitlenmesi

Spermada Mitokondrial reaktif oksijen tirlerinin
seviyesi MitoSOX Red/PI boyamasi ile yapildi.

5 pL MitoSOXRed (5 mM) ve 3 uL PI (2.99 mM)
492 uL PBS soliisyonuna cklendi, daha sonra 10
uL sperma siispansiyonu bu karisima eklenerek
finalde 5x106 sperm/mL konsantrasyonunda
olacak sckilde sulandimildi. Sperma 6rnekleri 37
°C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.
Debris (sperma olmayan alanlar) kapi alinarak
uzaklastirildi, MitoSOX+ (mitokondrial reaktif
oksijen tiitleri seviyesi) CytExpert 2.3 software
(BeckmanCoulter) analizi ile gerceklestirildi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin 6nemlilik testlerinden 6nce,
tim degiskenler parametrik test varsayimlarindan
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normallik  yoniinden ShapiroWilks test ile,
varyanslarin homojenligi yoninden ise Levene’s
testi ile incelendi. Normal dagilan degiskenler arast
farkliligin istatistiksel acidan kontrolii tek varyans
analizi  (ANOVA) ile yapidi. Gruplar arast
farkliigin anlamli ¢iktigr degiskenler icin ileri
asama (post-hoc) testi olarak Duncan testi'nden
yararlanildi. Tim istatistiksel analizler minimum
%5 hata payr ile incelendi. SPSS 22.0 paket
programindan yararlanildi. p<0,05 diizeyi anlamlt
olarak kabul edildi. Sonuglar ortalama * standart
hata olarak verildi.

Bulgular

Elde edilen sonuglara gére antioksidan eklenen
gruplarda ¢6ziim sonu spermatozoa motilitesi ve
HMMP diizeyi bakimindan kontrol grubuna gére
Ustlnliik saglarken en yliksek motilite ve HMMP
orant taurin eklenen grupta elde edildi (p<<0,05).
Taurin 50 mM grubunda ¢6zim sonu PMAI
degeri en yliksek bulunurken oksidatif hasar dizeyi
en dusik grup olarak kontrol ve trolox 1 mM
grubuna gére 6nemli bulundu (p<<0,05, Tablo1).

Tablo 1. Trolox ve Taurin ile dondurulan ko¢ spermasinin ¢éziim sonu spermatolojik parametre (%)

degerleri.
Grup Motilite PMAI HMMP MitoSOX+
Kontrol 35,00£2,112 24,20£3,412 11,88%1,592 87,33+2,74a
1mM Trolox 50,00%3,89> 31,17£2,382b 17,55%0,82b 74,97£0,902
50 mMTaurin 60,62%2,57¢ 32,42+0,72b 24,25%1,08¢ 73,22%1,000
P * * *

a-b-c: Ayni stitunda farklt harf tastyan gruplar istatistiksel olarak farklidir (p<<0,05).

Tartisma

Kog¢ spermasinin  kryoprezervasyonu siirecinde
soguk sokuna karst gbstermis oldugu hassasiyet
sonucu spermatozoa Uzerindeki hasart artirarak
¢6zUim sonu in vivo ve in vitro Ozellikleri tizerine
olumsuz etki vermektedir. Bunun olusumunu
engellemek ya da azaltmak amaciyla arastirmacilar
sulandirictya koruyucu ve antioksidan 6zellikli
cesitli maddelerin eklenmesi uzerine caligmalar
yapmaktadir. Doymamis yag asitlerini yiksek
oranda barindiran kog¢ sperma membrani reaktif
oksijen turlerinin (ROS) neden oldugu lipid
peroksidasyona (LPO) karst hiicreyi oldukca
duyatlt hale getirmektedir. Spermanin dondurulma
¢bzdurilme siirecinde membranda gelisen faz
degisimi  hiicrenin fiziksel ve biyokimyasal
(oksidatif stres) olarak hasar gérmesine neden
olmaktadir. Olusan oksidatif stres ve meydana
gelen sitotoksik aldehitler spermatozoanin hasar
gérmesine  ve  normospermik  6zelliklerini
kaybetmesine sebep olmaktadir (Aitken ve ark.,
1994; Baumber ve ark., 2000). Motil hareket 3
temel prensibe bagimlidir: Fiziksel butiinltk, enetji
hareketin

ve regiilasyon. Gozlenen

duzenlenmesinde spermatozoonun orta

kismindaki
saglamaktadir. Motil hareket flagellar kisimdan,

flagellar  ve  prinsipal  bolge
hiperaktivasyon ise prinsipal kisimdan kontrol
edilmektedir (Suarez ve ark., 2007). Orta kistmda
gorilen bu kontrol mekanizmast doymamis yag
asitleri ve doymus protein kanallart sebebiyle ROS
ve sonucunda olusan LLPO’a karst son derece
duyarl kilmaktadir. Sulandirictya eklenen aminosit
yapida tiyol bilesigi olan taurinin bu yapi tizerine
kalkan olusturarak koruyucu &zellik gésterdigine
dair ¢alismalar bulunmaktadir (Uysal 2000; Bucak
ve ark., 2007). Ayt sekilde zincir kirict Szellikte
olan trolox spermanin dondurulma siirecinde
sperma motilitesi Uzerine koruyucu Ozellik
gosterdigi bildirilmektedir (Avdatek ve ark., 2019).
Elde edilen sonuglara gbre sulandirictya eklenen
trolox ve taurinin ¢6zim sonu motilite Gzerine
ustinlik
belirlenmis olup arastirmacilar ile benzer sonuclar

kontrol ~ grubuna  gére sagladigt
elde edilmistir. Spermatozoa aktivitesinin yiksek
olmast yiiksek mitokondiryal yapilara sahip
oldugunun géstergesidir. Bu yapilarn kabiliyeti
ATP ihtiva eden enzimler ile dogru orantili olarak
faaliyet gostermektedir. Sulandiriciya  eklenen
trolox ve taurin ile bu yapilarin desteklendigi elde

edilen sonuglar ile belirtilitken 50 mM dozunda
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eklenen taurinin mitokondriyel aktivitede oksidatif
dekarbokilasyon metabolizmasina koenzim gorevi
tstlenerek ATP seviyesinin korunmasinda en
yiksek diizeyde etki yapmustir. Elde edilen bu
sonu¢ Bucak ve ark., 2007; Banday ve ark., 2017 ile
benzerdir.

Spermanin muhteviyatinda stperoksit dismiitaz
(SOD), katalaz (CAT) gibi enzimatik oksidanlar
icermektedir. Ortamda gerceklesen ROS iretimi
ve eliminasyonu arasindaki denge ve ROSun
spermatozoa uzerindeki olumsuz etkileri bu
sekilde minimize edilmeye calistimaktadir. Ancak
baslayip

dondurulma siirecine kadar gecen siirecte bu

spermanin  sulandirlmast  aninda
denge ROS lehine bozulmakta ve antioksidan
kapasite yetersizligi ortaya ¢ikmaktadir (de
Lamirande ve ark., 1997, O ve atk 20006).
Sulandiriciya eklenen antioksidanlar sayesinde
ROS’un

donistimstiz  olarak maruz kaldigi etkilerden

etkinligi  azalulip  hlicrenin  ger
korunmast amaclanmaktadir. Bu amacla calismada
antioksidan 6zellikte olan trolox ve taurin ¢6zum
sonu oksidatif stres diizeyinde anlamli sekilde etki
gOsterdigi taurin 50 mM en yiksek koruyuculu
sagladigt tespit edilmistir. Elde edilen sonu¢ Bucak
ve atk., 2007, Banday ve atk., 2017 ve Avdatek ve
ark., 2019 ile benzer sekilde oldugu tespit
edilmistir.

Sonug olarak, ireme mevsimi disinda Pirlak kog
spermasinin dondurulmasinda trolox ve taurinin
¢6zUim sonu spermatolojik parametreleri tizerine
olumlu etki yaptig1, Taurin 50 mM dozunun dstiin
antioksidatif &zellik gostererek motilite, yiksek
mitokondriyal aktivite ve oksidatif stres lzerine
daha iyl sonuclar verdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglarin daha iyi anlagilabilmesi ve endiistriyel
olarak  ko¢  spermasinin  dondurulmasinin
yayginlastirilmast amactyla in vivo denemeler
yapilarak  desteklenmesi  gerektigi = sonucuna

varilmigtir.
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