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Ozet: Bu calismanin amaci, tavsan spermasinin kisa siireli saklanmasi siiresince (0., 6., 12., ve 24. saat) taxifolinin
spermatolojik parametreler lGzerine etkisini arastirmaktir. Arastirmada sperma vericisi olarak sekiz adet ergin Yeni Ze-
landa tavsani kullanildi. Sperma suni vajen yardimiyla haftada tg¢ kez alindi. Tavsanlardan alinan ejakulatlar 37°C’de
degerlendirildikten sonra karistirildi. Sperma &rnekleri dért ayri gruba ayrildi. Daha sonra sperma numuneleri Tris (K-
Tris), Tris+10 pl taxifolin (10 TT), Tris+100 pl taxifolin (100 TT) ve Tris+500 pl taxifolin (500 TT) ile sulandirildi. Sulan-
dirlimig sperma numuneleri 4°C’ de 24 saat sireyle kisa sireli saklandi. Saklama siresinin ardindan bazi spermatolo-
jik parametreler (motilite, akrozom anomali orani, toplam anormal spermatozoa orani ve HOST) y6niinden analiz edildi.
Deneysel galismalar 10 kez tekrar edildi. Calismanin sonucunda, tim deneysel gruplarda 24. saat sonunda anormal
spermatozoa oraninda artis ve plazma membran butinligu ile motilite oraninda diigsme saptandi. Kontrol grubu verile-
riyle karsilastirildiginda 100 TT grubu 6. (%82.50), 12. (%80) ve 24. (%77.50) saatlerde istatistiki olarak en yiksek
motilite oranini verdi (P<0.001). Kisa sireli saklamanin 24. saatinde 100 pl taxifolin ilavesinin diger gruplara kiyasla
akrozomal morfolojik yapinin batinligunu istatistiki agidan énemli derecede korududu ve akrozom anomalisi orani (%
7) ile toplam spermatozoa anomali oranini (%8.50) disirdigu ve plazma membran bitinligini de istatistiki olarak
onemli derecede korudugu saptandi (P<0.001). Sonug olarak, 100 pl taxifolin ilavesinin tavsan spermasinin kisa sureli
saklanmasinda etkin koruyucu bir rol oynadigi tespit edildi.

Anahtar kelimeler: Antioksidan, kisa sureli saklama, spermatolojik parametreler, tavsan, 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 24™ 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 37°C. Semen samples were divided into four groups then were diluted with Tris (K-Tris),
Tris + 10 pl taxifolin (10 TT), Tris + 100 pl taxifolin (100 TT) and Tris + 500 pl taxifolin (500 TT). The diluted semen
samples were liquid stored at 4°C up to 24™" 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 percenta%e of abnormal spermatozoa increased and plasma membrane
integrity and motility rate decreased at the end of 24™ h in all experimental groups. When compared to the control
group data, 100 pl taxifolin addition gave the highest motility rate at 6" (82.50%), 12" (80%) and 24™ (77.50%) hour (P
<0.001). At the 24™ hour of liquid storage, 100 pl 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 pl taxifolin plays effective protective
role on short-term storage of rabbit semen.

Key words: Antioxidant, liquid storage, rabbit, spermatological parameters, taxifolin

Girig nin alinmasinin aksine tavsanlar, suni vajene

) . uyum saglarlar ve Otanazi edilmeksizin sperma
Tavsanlar biyoteknolojik arastirmalarda yaygin  gimaya elveriglilerdir. Bu sayede tavsanlar sper-

sekilde kullanilan bir laboratuvar hayvani mode-  matozoa calismalarinda siklikla tercih edilmek-
lidir. Fareler ve ratlar gibi diger laboratuvar hay- tedir (Hafez, 1970). Sogutulmus ya da dondurul-
vanlarinda 6tanazi sonrasi epididimal sperma- mus-gdzdriimis spermanin canlilik ve kalite

degerleri, saklama periyodu slresince sekille-
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ya da dondurulmus-¢ézdirilmis sperma ile
elde edilen fertilite oranlari, taze spermaninki ile
karsilastinldiginda oldukga disik bulunmakta-
dir. Bu durum arastiricilar halen en uygun sak-
lama kosullarini (uygun isi, sire, sperma sulan-
diricisi, antioksidan ve membran stabilizator
katki maddeleri vs.) arastirmaya yoneltmistir.
Son yillarda 6zellikle sperma sulandiricilarina
antioksidan ilavesi ve olumlu etkileri ile ilgili ¢a-
isma yapilmaktadir (Avdatek ve ark., 2018).
Spermanin sogutulmasi, dondurulmasi-
¢ozdurilmesi sirasinda olusan soduk soku;
spermatozoa motilitesi, canlligi, deoksiribonuk-
leik asit (DNA) ve membran bitinlugu ve fertili-
zasyon yetenegi Uzerinde geri donisimsiz ha-
sarlar meydana getirmektedir. Sogutma veya
dondurmal/gézdirme sonrasi sekillenen lipit pe-
roksidasyon, anormal spermatozoaya yol ag-
maktadir. Bu olaydaki ana neden spermatozoon
membranlarinin doymamis yag asidince zengin
olmasi, yuksek oksijen yogunlugunun etkisiyle
oksidatif stres ve peroksidatif atiklarin sekillen-
mesi ve sonucgta da serbest oksijen radikalleri
(ROS) agiga cikarak spermatozoanin 6limiine
yol agmasidir (Garrido ve ark., 2004). Sperma-
nin dondurulmasi-¢ézdurilmesi esnasinda mey-
dana gelen ROS, dusik yogunlukta; hiperakti-
vasyon, kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
gibi spermatolojik fonksiyonlarin meydana gel-
mesinde énemli rol oynamaktadir. Ancak, yuk-
sek yogunluktaki ROS, spermatolojik fonksiyon-
lar olumsuz etkileyerek infertiliteye neden ola-
bilmektedir (Aitken ve Baker, 2004). Fizyolojik
olarak spermada ROS Urdnlerinin olusumu ve
detoksifikasyonu arasinda denge bulunmakta-
dir. Gerek seminal plazmada gerekse sperma-
tozoada ROS runlerinin detoksifikasyonunda
gorevli glutatyon (GSH), glutatyon peroksidaz
(GPO), suiperoksit dismutaz (SOD) gibi antioksi-
dan sistemleri mevcuttur. Ancak, bu dogal sa-
vunma mekanizmasi spermanin sulandiriimasi,
sogutulmasi, dondurulmasi-¢ézdirtilmesi islem-
leri sirasinda zarar gérmekte ve ROS drunleri
spermatozoada geri donlisimsuz hasarlar mey-
dana getirmektedir (Bilodeau ve ark., 2000).
Spermanin  sogutulmasi ile dondurulmasi-
¢ozdUrilmesi islemleri esnasinda olusan memb-
ran-lipit faz degisimi, osmotik-mekanik stres ve
ROS, spermatozoa membran proteinlerinde
denaturasyona, hlcre organellerinde yapisal
deformasyona, DNA’da kirilmalara ve hicresel
lizise yol agmaktadir (Saleh ve Agarwal, 2002).
Bu olumsuz durumun sperma sulandiricilarina
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degisik antioksidanlarin ilavesiyle azaltilabildigi
ve ¢6zim sonu spermatozoa parametrelerini
iyilestirdigi bildirilmektedir (Sariézkan ve ark.,
2009). Taxifolin (3,5,7,3,4-pentahydroxy flava-
none veya dihydroquercetin), flavonoidlerin alt
sinifi olan flavanones grubundandir ve giigli bir
flavonoiddir. Turunggiller ve sodan bol miktarda
taxifolin icermektedir (Rice-Evans ve ark.,
1996). Taxifolinin giglu bir antioksidan ve anti-
radikal aktiviteye sahip oldugu, ayrica gida ve
farmasotik Urlnlerdeki lipid peroksidasyonunun
en aza indirgenmesi veya Onlenmesi, zehirli
oksidasyon urinlerinin olusmasinin geciktiriime-
si, beslenme kalitesinin korunmasi ve raf émru-
nin uzatimasi gibi alanlarda kullanilabilecegi
de bildirilmistir (Topal ve ark., 2016). Gupta ve
ark. (1971), yaptiklar bir galismada, taxifolinin
albino sicanlarda inflamasyonun eksudatif ve
proliferatif fazlar Gzerinde kuvvetli antienflama-
tuar etkinlige sahip oldugunu bildirmislerdir.
Zhang ve ark. (2019), cesitli organlarda ve 6zel-
likle kardiyovaskiler sistemde toksiteye yol
acan yapay bir kirletici olan di-2-ethylhexyl pht-
halatenin tavuklarda kardiyomiyositler tzerinde
olusturdugu toksik etkiyi taxifolinin antagonize
ederek azalttigini rapor etmiglerdir. Yapilan di-
ger calismada, taxifolinin serum lipid duzeyini
dengeleyip normal seviyelere getirmesi suretiyle
antienflamatuar etkisi, kardiovaskuler sistem
Uzerine olumlu etkisi ve ROS’un uyardigi oksi-
datif strese bagh sekillenen kanser vakalarinda
guclu antioksidan etkileri rapor edilmistir (Kuang
ve ark., 2017).

Yapilan literatlr taramalarinda antioksidan et-
kinligi pek c¢ok farkli ¢galismada kanitlanmis olan
taxifolin maddesinin sperma sulandiricilarina
eklenmesine ve spermanin saklanmasi stirecin-
de olasi olumlu antioksidatif etkinligine ydnelik
bir calisma yapilmadigi gértlmustir. Bu neden-
le mevcut galismamizda sperma sulandiricisina
antioksidan olarak taxifolini ekleyerek tavsan
spermasinin +4 °C’de saklanmasi sliresince
etkilerini incelemek, tavsan spermasinin kisa
sureli saklanmasinda en uygun sperma sulandi-
ricisi gelistirebilmek, taxifolinin beklenen olasi
koruyucu etkileri sebebiyle diger tlrlerde sper-
manin saklanabilirligi Gzerine bir model olugtu-
rabilmek ve sonraki c¢alismalar igin literatlre
katki saglayabilmek amaclanmistir.
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Gereg ve Yontem

Hayvan materyali

Bu calismaya Erciyes Universitesi Hayvan De-
neyleri  Yerel Etik  Kurulu tarafindan
(EUHADYEK, 13.12.2017 tarih ve 17/132 say1)
onay verildi. Calismada sperma donéri olarak
ergin sekiz adet Yeni Zelanda irki erkek tavsan
kullanildi. Calisma, erkek tavsanlardan suni va-
jen teknigi ile alinan spermalarda yaruttlda. Er-
gin erkek tavsanlar bireysel kafeslerinde Erciyes
Universitesi Deneysel Aragtirmalar Uygulama
ve Arastirma Merkezi'nde (DEKAM) uygulanan
rutin bakim-besleme kosullari olan 12 saat ay-
dinlik/12 saat karanlik, 22-24°C oda isisi ve %
55-60 nisbi nem oranina sahip ortamda barindi-
rildi. Ticari tavsan yemi (Optima Yem, Bolu-
Turkiye) ve taze igme suyu ile ad libitum besle-
me yapildi.

Spermanin alinmasi

Calismada kullanilacak ergin erkek tavsanlar-
dan haftada U¢ kez suni vajen yardimiyla sper-
ma alindi. Alinan spermalarin mikroskobik kont-
rolleri yapildiktan sonra bireysel farkhliklari eli-
mine edebilmek amaciyla kitle hareketi 3 ve
Ustl (0-5 skala), maotilitesi %70 ve Ustl, yogun-
lugu 300x10° spermatozoa/ml 6zelliklerine sahip
olan ejakulatlar birlegtirildi. Bu c¢alismada 10
adet miks edilmis ejakulat kullanildi. Her bir
miks edilmis ejakulat deneme gruplarina ayrildi.

Spermanin sulandiriimasi ve
gruplarin olusturulmasi

deneysel

Calismada spermanin sulandiriimasi amaciyla
Tris sulandiricisi (313.8 mM Tris, 103.1 mM
sitrik asit ve 33.3 mM glukoz) kullanildi. Her bir
grup 30x10° spermatozoa/ml olacak sekilde si-
rasiyla kontrol, 10 pl, 100 pl ve 500 pl dozda
taxifolin (Sigma T4512) igceren Tris sulandiricisi
ile sulandirldi. Spermanin sulandiriimasini taki-
ben Kontrol (Tris sulandiricisi) (T), 10 pl Taxifo-
lin+ Tris (10TT), 100 pl Taxifolin+Tris (100TT),
500 pl Taxifolin+Tris (500TT) gruplari olusturul-
du. Sulandirilmig sperma ornekleri +4 °C’ de
buzdolabina birakilmigtir. Ardindan 0., 6., 12. ve
24. saatlerin sonunda spermatolojik analizler-
den; spermatozoa motilite orani, akrozomal ve
toplam anomali orani ve plazma membran bu-
tunlGga analiz edildi.

Serpil SARIOZKAN

Spermatolojik analizler

Spermatozoa motilite orani: Spermatozoa moti-
lite orani, lam Uzerine alinan 10 pl sperma Uze-
rine lamel kapatilarak 37 °C isitma tablali faz
kontrast mikroskopta 400’10k blylutmede sub-
jektif yolla tespit edilmistir. Bes farkli mikroskop
sahasinda motilite orani (%) degerlendirildi. Ali-
nan tim degerlerin ortalamasi o numunenin
motilite orani olarak kabul edildi (Roca ve ark.,
2000).

Anormal spermatozoa orani: Spermatozoa ak-
rozom ve toplam anomali orani tespiti amaciyla
her bir numuneden alinan 3 damla sperma 1 ml
Hancock solisyonu igine eklendi. Karisimdan
alinan 1 damla lam Uzerine alinip Ustiine lamel
kapatilarak faz-kontrast mikroskopta 1000’lik
blyltmede toplam 200 hiicre sayilarak test edil-
di (Schafer ve Holzman, 2000).

Hypo-osmotic swelling test (HOST) orani: Sper-
matozoa plazma membran butinligindn test
edilmesi amaciyla Hypo-Osmotic Swelling Test
(HOST) kullanildi. 300 pyl HOST solusyonu ile
30 pl sperma karigtirilarak 37 °C’de 1 saat inku-
be edildi. Ardindan karigsimdan 0.2 pl lam Gzeri-
ne alinarak faz-kontrast mikroskopta 400’ Uk
blylitmede degerlendirildi. En az bes degisik
mikroskop sahasinda toplam 200 hiicre sayila-
rak sismis ve kivrik kuyruklu spermatozoonlarin
tespiti yapildi (Revell ve Mrode, 1994).

Istatistiksel analizler

Deneysel ¢alismalar 10 kez tekrar edildi. Kont-
rol, 10 TT, 100 TT ve 500 TT deney gruplari
arasindaki farkliliklarin énem kontroli Kruskal
Wallis ile yapildi. Her bir deney grubuna ait 0.,
6., 12., ve 24., saatleri arasindaki motilite, akro-
zom- total anomali ve HOST degiskenleri baki-
mindan farkhliklarin istatistiksel olarak 6nem
kontrolleri Friedman testi ile yapildi. Gruplar
arasi ¢oklu karsilastirmalarda Benferroni diizelt-
mesi yapildi. Verilerin tanimlayici istatistikleri
medyan deger, 1. (%25) ve 3. (%75) ¢eyrekler
ile gosterildi. istatistiki analizier NCSS 9 progra-
mi ile yapildi. Anlamhlik seviyesi P<0.05 olarak
belirlendi.

Bulgular

Kisa sureli saklanan tavsan spermasinin motili-
te ve akrozom anomali oranlar Gzerine taxifoli-
nin etkileri Tablo 1’de plazma membran bitinli-
gl ve spermatozoa toplam anomali oranlari
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Uzerine etkileri Tablo 2. de gosterildi. Buna g6-
re; saklama periyodunun ilerleyen saatlere gore
deney gruplarinin motilite oranlari degerlendiril-
diginde; K, 10 TT, 100 TT ve 500 TT gruplari
dahil tim deney gruplarinda saklama periyodu-
nun 0. saatinden 24. saatine dogru ilerlemesiyle
beraber motilite oranlarinda dismeler gézlendi.
istatistiki dnem yéniinden incelendiginde ve 0.
saat verileriyle karsilastinldiginda kontrol ve
500 TT grubunda motilite oranindaki bu disme
saklama siresinin 12. saatinde (P<0.001); 10
TT ve 100 TT deney grubunda ise 24. saatinde
sirasiyla P<0.01, P<0.05 dizeyinde saptandi.
Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda ise kisa
sureli saklama periyodunun 0. saatinde K, 10
TT, 100 TT ve 500 TT gruplari arasinda istatisti-
ki olarak anlamli bir farkhlik bulunmadi
(P>0.05). Buna gore; kontrol grubu verileriyle
karsilastinldiginda deney gruplari arasinda
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100TT grubu 6., (%82.50) 12. (%80) ve 24. (%
77.50) saatlerde istatistiki olarak en ylksek mo-
tilite oranini verdi (P<0.001).

Akrozom anomalisi oranlari degerlendirildiginde;
deney gruplarinin 4°C’ de kisa slreli saklama
periyodunun 0. saatinden 24. saatine dogru iler-
lemesiyle beraber tim gruplarda akrozom bi-
tinligunde istatistiki agidan 6nemli oranlarda
bozulmalar gézlendi. Kontrol grubu ile Taxifoli-
nin farkh dozlarda katildi§i deney gruplarinin
akrozom anomalisi oranlari, saklama suresinin
0. saat verileri ile kiyaslandiginda tim deney
gruplarinda 12. saatten itibaren akrozom ano-
malisinde istatistiki acidan énemli oranda artis-
larin oldugu saptandi (P<0.001). Saklamanin
son 24. saati bulgulari degerlendirildiginde ise
100 TT grubunun diger tim deneme gruplarina
kiyasla akrozom butunlugund istatistiki agidan

Tablo 1. Tavsan spermasinin kisa sireli saklanmasi suresince (0., 6., 12. ve 24. saatler) farkh taxifolin
dozlarinin motilite ve akrozom anomali oranlari Gizerine etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

Degisken Grup 0. Saat 6. Saat (Ifriti?r(\e:n
12. Saat 24. Saat Testi)
85.00 70.00 65.00 55.00 <0.001
Kontrol  (81.25- (70.00- (60.00- (50.00-
88.75)° 75.00)*8¢  65.00)°8¢  55.00)®°¢
85.00 80.00 75.00 70.00 <0.01
10TT (77.50- (76.25- (75.00- (66.25-
Motilite 88.75)° 85.00)*® 80.00)*"® 70.00)**®
orani (%) 85.00 82.50 80.00 77.50 <0.05
100TT (80.00- (80.00- (80.00- (75.00-
90.00)? 85.00)* 80.00)®A 80.00)*
85.00 60.00 55.00 50.00 <0.001
500TT (76.25- (60.00- (51.25- (50.00-
88.75)° 65.00)*° 60.00)*° 50.00)°
P degeri (Kruskal
Wallis testi) >0.05 <0.001 <0.001 <0.001
Kont- 3.00 6.00 10.00 14.50 <0.001
rol (3.00- (5.25-6.75)  (9.25-11.75) (13.25-
3.75)a abAB bcA 1500)0A
3.00 5.00 7.00 9.00 <0.001
10TT (3.00- (5.00-6.00)  (6.25-8.00)  (9.00-10.00)
3.75)31 abB bcBC cAB
3.00 5.00 7.00 <0.001
Akrozam
) 0 100TT (3.00- (4.25-5.75)  6.00(5.00-  (6.25-8.00)
anomali orani (%) 3.75)° 2bB 7.00) bB
3.50 6.50 10.00 14.50 <0.001
500TT (3.00- (5.25-7.00)  (7.50-10.75) (10.75-
4.75)a abA bcAB 15-75)CA
P degeri (Kruskal >0.05 <0.05 <0.001 <0.001

Wallis testi)

A, B,C

a, b, c
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: Ayni satirda (saatler arasi) farkli harf tagiyan veriler istatistiksel olarak farkhdir.
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Tablo 2. Tavsan spermasinin kisa sureli saklanmasi slresince (0., 6., 12. ve 24. saatler) farkh taxifolin
dozlarinin plazma membran butlinligi (HOST) ve spermatozoa toplam anomali oranlari Uzerine etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

Degisken Grup 0. Saat 6. Saat (Eri(:::lﬁ:n
12. Saat 24. Saat Testi)
70.00 57.50 50.00 44.00 <0.001
Kontrol (65.50- (54.25- (46.00- (41.25-
71.00%  59.50)*8C  52.50)°EC 48.75)®
68.50 65.00 62.50 53.00 <0.001
Plazma 10TT (66.00- (63.00- (56.75- (49.50-
membran 71.00)° 66.75)*" 63.75)**  55.00)°"8
bitiinligi 69.50 67.00 66.00 65.00 >0.05
orani (%) 100TT (66.50- (65.25- (64.00- (61.50-
73.00) 69.75) 68.00)" 67.50)*
68.00 62.50 60.50 51.50 <0.001
500TT (66.25- (59.50- (58.50- (48.25-
69.75°  64.50)™®  1.75)"° 58.50)°®
P degeri (Kruskal
Wallis testi) >0.05 <0.001 <0.001 <0.001
Kont- 7.00 11.50 13.50 18.50 <0.001
rol (6.00- (10.00- (12.25- (16.25-
8.00)° 12.75)*" 14.75)A 20.75)%
7.00 7.00 9.00 12.00 <0.001
10TT (6.00- (6.25-8.00)  (8.25-10.00) (9.25-13.00)
800)8 aB abB bBC
Spermatozoa 6.50 8.00 7.50 8.50 <0.01
toplam 100TT (6.00- (6.25-8.00)  (7.00-9.00)  (8.00-10.00)
anomali orani (%) 7.75)° abB abB bC
7.00 8.00 10.00 14.50 <0.001
500TT (6.00- (7.00-9.00)  (9.00-11.00) (14.00-
775)8 abB bcB 16.75)CAB
P degeri (Kruskal
Wallis testi) >0.05 <0.001 <0.001 <0.001
A B, C

: Ayni sutunda (gruplar arasi) farkh harf tagiyan veriler istatistiksel olarak farkhidir.

ab.c . Ayni satirda (saatler arasi) farkl harf tagiyan veriler istatistiksel olarak farklidir.

daha iyi korudugu saptandi (P<0.001). Gruplar
arasi istatistiki degerlendiriimelerde; 0. saatler-
de akrozom anomalisi yonunden istatistiki bir
farkhlik bulunmadi (P>0.05). Kisa sureli sakla-
manin 24. saatine gelindiginde 100 TT grubu-
nun (%7) kontrol grubuna kiyasla istatistiki agi-
dan énemli derecede akrozomal morfolojik yapi-
nin batinldgdnd korudugu ve akrozom anomali-
si oraninin disuk oldugu saptandi (P<0.001).

Spermatozoa plazma membran batinlGgidnin
test edildigi HOS test verileri degerlendirildigin-
de; kisa sureli saklama periyodunun 24. saate
dogdru ilerlemesiyle beraber plazma membran
bltdnligidnin korunmasinda istatistiki farkhliklar
0. saat verileriyle karsilastirildiginda spermato-
zoa plazma membran butliinlida oraninin kont-
rol ve 10 TT gruplarinda 12. saatten itibaren
basladigi tespit edildi (P<0.001). Deney grupla-
rindan 100 TT verileri incelendiginde 0., 6., 12,

ve 24. saatleri arasinda plazma membran bi-
tinligu oraninda disls tespit edilmis olsa da
bu durum istatistiki olarak 6nemli bulunmadi
(P>0.05). Taxifolinin 500 pl dozunda katildigi
500 TT grubunda ise 0. saat verisiyle karsilasti-
rildiginda spermatozoa plazma membran butin-
ligundeki bozulmalarin 24. saatte istatistiki ola-
rak 6nemli bulundugu belirlendi (P<0.001).
Kontrol grubu ile taxifolinin farkli dozlarinin kul-
lanildigr 10TT, 100TT ve 500TT deney gruplari-
na ait spermatozoa plazma membrani bitlnlu-
g oranlar arasindaki farkliliklar degerlendirildi-
ginde; 0. saatte deney gruplari arasinda istatisti-
ki bir fark olmadigi saptandi (P>0.05). Kisa si-
reli saklama periyodunun 6. ve 12. saatinde 10
TT ve 100 TT gruplarinin istatistiki olarak ben-
zer HOST degerine sahip oldugu saptandi.
Kontrol ve 500 TT deney gruplarina ait verilerle
kiyaslandiginda; belirtilen gruplara ait bu HOST
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degerlerinin, istatistiki agidan daha yiksek oldu-
gu saptandi (P<0.001). Tavsan spermasinin
kisa sureli saklama periyodunun 24. saatinde
100 TT grubunda diger tim butinliGginin ko-
rundugu tespit edildi (P<0.001).

Kontrol grubu dahil tim deney gruplarinda sper-
manin kisa slreli saklanmasi suresince ilerle-
yen zamanla beraber toplam spermatozoa ano-
mali oraninda istatistiki acidan énemli oranlarda
artis gozlendi. Tavsan spermatozoasinda top-
lam anomali orani kisa sureli saklama suresinin
0. saat ile 24. saat arasi slrede analiz edildigin-
de ve 0. saat verileriyle kiyaslandiginda; K
(P<0.001) ve 500 TT grubunda (P<0.001) 12.
saatten; 10 TT (P<0.001) ve 100 TT (P<0.01)
gruplarina ait toplam anomali oranlarinin ise 24.
saatten itibaren artis gosterdigi saptandi. Deney
gruplari arasindaki farkhliklar analiz edildiginde;
saklama suresinin 0. saatinde gruplar arasinda
toplam spermatozoa oraninda istatistiki agidan
Onemli bir farkhlik olmadigi (P>0.05) saptandi.
Saklama periyodunun 6. ve 12. saat verileri in-
celendiginde ve kontrol grubu verileriyle kiyas-
landiginda 10 TT, 100 TT ve 500 TT gruplarin-
da spermatozoanin normal morfolojik yapisinin
daha iyi korundugu belirlendi (P<0.001). Kisa
sureli saklama periyodunun 24. saat verileri in-
celendiginde kontrol grubu verisiyle karsilastiril-
diginda 10 TT ve 100 TT grubunda spermato-
zoa toplam morfolojik yapisinin daha iyi korun-
dugu ve 100 TT grubunun istatistiki olarak daha
dislk toplam spermatozoa anomali orani verdi-
gi saptandi (P<0.001).

Tartisma ve Sonug¢

Spermanin saklanmasi teknikleri; spermanin
sivi halde kisa sireli saklanmasini ya da dondu-
rularak uzun sureli saklanmasini kapsamaktadir
(Tittarelli ve ark., 2006). Ancak, her iki sperma
saklama tekniginde de spermanin sulandiriima-
si, sogutulmasi, dondurulmasi-¢ozdurilmesi
gibi uygulanan pek ¢ok islem spermatozoa moti-
litesinde azalma, membran buttnliginde bozul-
ma ile DNA hasarli spermatozoa sayisinda artis
ve sonugta fertilitede disUs gibi geri déntsum-
stz hasarlar olusturmaktadir (De Lamirande ve
ark., 1997; Holt, 2000). Spermada olusan bu
hasarlarin ROS’un asin Uretiimesinden kaynak-
lanabildigi bildiriimektedir. ROS’'un membran
lipidlerini oksitlemesiyle lipid peroksidasyon
olusmaktadir. Normalde spermatozoa ve semi-
nal plazmada sekillenen lipid peroksidasyonu
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dengeleyebilmek ve ROS’un kontrolsiiz Gretimi-
ni engelleyebilmek amaciyla kimi antioksidanlar
ve antioksidatif savunma mekanizmalari bulun-
maktadir. Ancak, saklanma sliresince sperma-
tozoada sitoplazmanin az olmasina bagli olarak
bu savunma sistemi vyeterli olamamaktadir
(Agarwal ve ark., 2005). Dolayisiyla, sperma
sulandiricilarina gesitli antioksidanlar ilave edi-
lerek spermanin saklanmasina yénelik pek g¢ok
calisma yapilmis ve olumlu sonuglar bildirilmistir
(Zhu ve ark., 2019; Sabir ve ark., 2019).

Calismamizda, tavsan spermasinin kisa sureli
saklanmasinda ilerleyen saklama periyodu su-
resince spermatozoa motilite orani, morfolojik
yapisi ve plazma membran batanligu gibi
onemli kimi spermatolojik parametrelerdeki de-
gisimleri ve bu degisimler Gzerine taxifolinin do-
za bagh etkileri gosterildi. Yapilan galismada
kontrol, taxifolinin farkli dozlarda kullanildigi 10
TT, 100 TT ve 500 TT gruplari dahil tim deney
gruplarinda tavgsan spermasinin 4°C’de kisa
sureli saklanmasi sirasinda saklama suresinin
0. saatten 24. saate dogru ilerlemesiyle beraber
istatistiki agidan édnemli motilite oranlarinda dis-
meler, akrozom ve plazma membran butinligu
ile toplam morfolojik yapida bozulmalar gdzlen-
di. Bu durum, spermatozoa mitokondri yapilari-
nin bozulmasiyla beraber enerji Uretiminde so-
runlarin olusmasina baglanabilmektedir. Sper-
matozoa motilitesi i¢cin gereken enerji cok sayi-
da bulunan mitokondrialarca saglanmaktadir.
Spermatozoanin fonksiyon bozukluklarinda ser-
best oksijen dizeyi olduk¢ca artmaktadir ki bu
durum mitokondrialarin da galismasini bozarak
motilite gibi pek ¢ok spermatozoa fonksiyonlari-
ni geri dénusimslz hasara ugratmaktadir
(Agarwal ve ark., 2014).

Calismada deney gruplari arasinda 100 TT gru-
bunun 6., (%82.50), 12. (%80) ve 24. (%77.50)
saatlerde istatistiki olarak en yiksek motilite
oranini verdigi ve daha etkin koruma sagladigi
saptanmigtir. Bu durum, spermanin sogutulma-
siyla birlikte metabolizmasinin yavaglamasina
ayni zamanda sperma sulandiricina eklenen
taxifolinin doza bagli olarak glgli antioksidatif
etki gostermesine baglanabilmektedir. Saklama
periyodunun 24. saatinde 100 TT grubundaki
motilite orani (%77.50) Saridzkan ve ark. (2013)
ve (2014)nin farkh antioksidan maddeler kata-
rak yaptiklari tavsan spermasinin kisa sureli
saklanmasi calismalarinin 24. saat verilerine
benzerlik gostermektedir. Belirtilen ¢alismalarda
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antioksidan etkinlige sahip maddeler sperma
sulandiricilarina katilmis ve antioksidan katki
maddelerinin etkisiyle ilgili gruplarda tavsan
spermasinin kisa sureli saklanmasi sonrasinda
motilite oranlarinin ilerleyen zamana kargi daha
iyi korundugu tespit edilmistir.

Calismamizin 10 TT ve 100 TT gruplarinda tav-
san spermasinin 24 saatlik kisa sureli saklama
periyodu sonunda motilitede ylksek oranlarin
elde edilmesi taxifolinin 6zellikle spermanin so-
gutulmasi sirecinde sekillenen soduk sokunun
uyardigi ROS’u énleyebilmesine bagdlanabilmek-
tedir. Taxifolin, flavanone grubu icinde yer alan
gucli antioksidan etkili bir maddedir (Rice-
Evans ve ark., 1996). Flavonoidler, antioksidan
etkilerini metal iyonlarini baglayarak ve serbest
radikallerin olusmasina neden olan enzimatik
reaksiyonlari inhibe ederek godstermektedir
(Cotelle, 2001). Yapilan galigmalarda bir gesit
flavanoid olan taxifolinin antioksidatif etkinligi,
reduksiyon, ROS’u temizleme yetenegi ve me-
tal selatlama aktivitelerine sahip oldugu gdsteril-
mistir (Topal ve ark., 2016). Dolayisiyla, calis-
mamizin sonucu, taxifolinin soguk sokunun etki-
siyle asir Uretilen ROS’un olusturdugu oksidatif
strese karsi antioksidan kimligiyle savunma ser-
giledigi ve metal iyonlarini baglamak suretiyle
lipidlerin oksidasyonunu engelleyebildidi ve ser-
best radikallerin olusmasinda goérevli enzim sis-
temlerini inhibe edebildigi bilgisiyle paralellik
gOstermektedir (Sunil ve Xu, 2019).

Gruplar arasi degerlendirmede saklama siresi-
nin 24. saatinde 10 TT ve 100 TT grubunda ak-
rozomal yapi bitinligld ve spermatozoa toplam
morfolojik yapisinin daha iyi korundugu ve 100
TT grubunun istatistiki olarak daha dusik akro-
zomal ve spermatozoa toplam anomali orani
verdigi saptanmistir.

Diger evcil hayvanlarin aksine tavsan seminal
plazmasi ylksek kolesterol/fosfolipid orani ve
distik doymamis/doymus yag asidi oranina sa-
hiptir. Bu durum membran yapisina orta dizey-
de akiskanlik kazandirirken gevresel strese kar-
sI daha gug¢li dayanikhlik saglamaktadir
(Castellini ve ark., 2006). Her ne kadar tavsan
spermatozoasinin membran yapisi lipid bileseni
soguk sokuna karsl direng saglasa da yapilan
pek ¢ok galismada spermanin sogutulmasi sira-
sinda ilerleyen zamanla birlikte tavsan sperma-
tozoonu morfolojik yapisinda ve fonksiyonlarin-
da bozulmalarin olustugu bildirilmistir (Rosato
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ve laffaldano, 2011). Calismamizin sonucu, Ki-
sa kisa sireli saklamanin 24. saatinde sperma-
tozoonun akrozom, bas ve kuyruk morfolojik
yapisinda hasarlarin olmasi ydnuyle yukarida
belirtilen literatirlerde verilen bilgilerle benzerlik
goOstermektedir.

Tavsan spermasinin kisa sureli saklama periyo-
dunun 24. saat verileri degerlendirildiginde 100
TT grubunda plazma membran butinlGgindn
diger tim deney gruplarindan istatistiki olarak
onemli derecede daha iyi plazma membran bi-
tinlGgunin korundugu tespit edilmistir. Sperma-
tozoada membran hasarlari, spermanin sogutul-
mas! igslemi sirasinda sicakhdin 20°C’'den
5°C’ye hizli sekilde diismesiyle birlikte sekille-
nen soguk soku esnasinda spermatozoanin
yaslanmasi sonucu olugsmaktadir (Paulenz ve
ark., 2002). Hicre membraninin soguk sokun-
dan ilk etkilenen bolge oldugu ve bu yapida
g6zlenen yapisal degisimlerin; protrizyon-lar,
dalgalanmalar ve vezikulasyonlardan membran
kayiplari, yirtilmalari ve erimeleri gibi membran
batanligdnin bozuldugu agir hasarlara kadar
vardidi bildiriimektedir (Morris ve ark., 1999).
Dolayisiyla yaptigimiz galismada; tavsan sper-
masinin 4°C’de saklama stresinin ilerlemesiyle
beraber spermatozoa membran butinliginde
tespit ettigimiz bozulmalar yukarida bildirilen
literaturlere paralel sekillenmistir.

Tavsan spermasinin kisa sureli saklamasinin
yapildigi bir calismada kullanilan antioksidan
maddenin saklama periyodunun 12. saatinde
motilite, akrozomun morfolojik yapisi ve memb-
ran bitunliginde istatistiki agidan 6nemli di-
zeyde koruma sagladigi rapor edilmistir
(Saridézkan ve ark., 2014). Koglarda kisa sureli
saklamanin yapildigi bir bagska calismada da
kullanilan antioksidan maddelerin spermatozoa
motilitesi, plazma membran batinligid ve nor-
mal morfolojik yapinin korunmasinda istatistiki
acidan o6nemli bir rol oynadigi bildirilmistir
(Bucak ve ark., 2007). Yaptigimiz calismada
saklama periyodunda zaman ilerledikge sper-
matolojik parametrelerde 0. saat verilerine ki-
yasla bozulmalarin bagladigi tespit edilmistir. Bu
durum, sogutma, dondurma-¢ozdirme iglemleri
spermatozoonun morfolojik yapi ve fonksiyonla-
rina zarar verebildigi bilgisine benzerlik gdster-
mektedir (Kim ve ark., 2011). Ayrica, 100 TT
grubunda kullanilan taxifolin dozunun kisa sureli
saklamanin 24.saatinde spermatozoa motilitesi-
ni, normal morfolojik yapisini ve plazma memb-
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ran butinligind etkin bir sekilde korudugu tes-
pit edilmigtir.

Sonug olarak; bu calisma, taxifolin katilmamis
kontrol grubu ile taxifolinin 3 farkli dozu kullani-
larak 4 °C de kisa sireli saklama yapilmis tav-
san spermatozoasinda 24 saatlik degisimi gos-
teren model bir galismadir. Calisma sonucunda
100 pl dozda kullanilan taxifolinin; kontrol gru-
buna kiyasla motilite oraninda 6., 12. ve 24.
saatlerde istatistiki olarak en yiksek orani verdi-
gi, kisa sureli saklamanin 12. ve 24.saatinde
akrozomal butlinlGgl, ve 24. saatte plazma
membran batinlugund istatistiki olarak 6nemli
derecede korudugu ve istatistiki olarak daha
dusuk spermatozoa toplam anomali orani verdi-
gi tespit edilmistir. Bu ¢alismayla taxifolinin dozu
arttikga toksik etki gosterebilecegi, disiik dozda
kullanildidinda ise koruyucu etki gosteremedigi
kanisina varilmistir. Dolayisiyla, antioksidatif
etkinligi bilinen taxifolinin sperma sulandiricisina
ilave edilmesiyle tavsan spermasinin spermato-
lojik karakterlerinde doza bagl olarak koruma
sagladigr sdylenebilmektedir. Taxifolinin farkli
dozlan ve farkl saklama sureleriyle gerek tav-
sanlarda ve gerekse diger tirlerde spermanin
saklanabilirligi Uzerine etkilerinin belirlenebilme-
si amaciyla daha fazla arastirmalarin yapilmasi
Onerilmektedir.
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