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Calismada kog ejakilatlarinin kisa stireli saklanmasi strecinde sperma sulandiricisina katilan curcumin ve eugonolin
spermatolojik degerler ve DNA hasart tizerine etkilerinin aragtirilmast amaglandi. Calismada toplam 5 Merinos kogtan sun’i
vagina ile alinan ejekilatlar kullanildi. Baglica spermatolojik &zellikleri beliflenen normospermi kalitesindeki ejekilatlar
bitlestirilerek kullanildi. Arastirma ve kontrol gruplarinda spermalar mix ejekiilat bigiminde degerlendirildi. Spermalarin
sulandirtlmasi ve dozlanmast, farkli curcumin (0,5, 1 ve 2 mM) ve eugonol (0,5, 1 ve 2 mM) dozlari Tris ana sulandiricist ile
yapildi. Ayrica antioksidan icermeyen kontrol grubu da olusturuldu. Sulandirma islemini takiben 6rneklerin +5 °C’deki 0.
saat spermatozoon motilitesi, morfolojik muayene, membran butinligi (HOST-Eozin testi) ve DNA hasart belitlenip
daha sonra miiteakip zamanlar olan 24., 48. ve 72. saatteki spermotolojik ve DNA hasart degisimleri kaydedildi.
Calismamizda elde ettigimiz verilere gbre curcuminin 0.5 mM ile 1 mM ve eugenolin 1 mM lik gruplarinin spermatozoon
motilitesi, anormal spermatozoon oranlari, HE test oranlart ve DNA hasart yoniinden kontrol grubu ve diger gruplara gére
istatistiki agidan (p<<0.05) en iyi korumay: sagladigr gorildi. Her iki antioksidan maddenin ko¢ spermasinin kisa stireli
saklanmast amaciyla kullanilan sulandiriciya katilmasinda yararlt olacagt kanisina varildi. Ayrica literatiir taramalarinda s6z
konusu antioksidanlardan eugenol ile ilgili spermatolojik parametrelere dair verilere rastlanmadigindan konuyla ilgili daha
genis hayvan materyalleri ile bagka ¢alismalarin yapilmasina gereksinim duyulmaktadir.
Anahtar kelimeler: Curcumin, DNA hasari, Eugenol, Kisa siireli saklama, Kog¢ sperma

The Effects of Antioxidants Supplementation on Spermatological Parameters and DNA Damage in Liquid
Storage Process in Merinos Ram Semen

ABSTRACT

The aim of this study is to investigate the effects of different doses Curcumin and Eugonol adding to extender on some
spermatological parameters and DNA damage during liquid storage of ram semen. The ejaculate samples collected by
artificial vagina from 5 Metino rams. Determined principle spermatological properties and having/with normospermie
quality will pooled. Samples will evaluated as mix ejeculate in the experiment and control groups. The semen samples
which were diluted with a Tris-based extender containing additives including curcumine(0,5, 1 ve 2 mM) and eugenol (0,5,
1 ve 2 mM), and extender containing no antioxidant (control) were constitute. After diluted semen samples will evaluated
in point of spermatozoa motility, morphological examination, membrane integrity (HE test) and DNA damage at +5°C for
0. 24, 48 and 72 hours of storage. According to our study, curcuminin 0.5 mM to 1 mM and eugenolin 1 mM groups
showed the best protection against spermatozoon motility, abnormal spermatozoon rates, HOST-Eosin test ratios and
DNA damage in the control group and other groups (p<0.05). It was concluded that both substances would be useful for
the diluent used for short-term storage of ram sperm. Since there is no evidence of eugenol-related spermatological
parameters in antioxidants mentioned in the literature, it is necessary to carry out further studies with larger animal
materials related to the subject.
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GIRIS

Kisa siireli saklama metodunun esasint sivi
durumda olan spermanin 1sistnin belitli derecelere
kadar distrilmesi (0-5°C veya 10-15°C) ve bu
derecelerde spermatozoanin reversible olarak
inaktive edilmesi olusturmaktadir. Kisa sureli
saklama icin en uygun olan 1s1 dereceleri tizerine
simdiye kadar cesitli gorisler ortaya atilmistir.
Bazi aragtirmacilar kisa sureli (likit saklama)
saklama icin en uygun sicakliklarin 10-15°C
oldugunu (Salamon ve Maxwell 2000), bazilar1 da
ko¢ ve boga spermalarinin canliliklarini devam
ettirebilmeleri icin 0-5°Clerin daha iyi oldugunu
belirtmislerdir (Johnson ve ark. 2000, Huo ve ark.
2002).

Spermatozoonlarda  irreversible  bozukluklar
meydana getirebilen ani 1s1 degisikliklerine soguk
soku ad1 verilir. Spermay: diigiik 1silarda saklarken
soguk sokuna ugrayabilecegi g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Bu nedenle spermatolojik
Ozellikleri belirlenmis ve sulandirilmis spermanin
5°C’ye  sogutulmasi sirasinda ¢ok  dikkatli
olunmalidir. Cinkd 17°C’nin alundaki ani 1st
degisikliklerinde ozellikle spermanin
akrozomunda olmak  tzere irreversible
bozukluklar meydana gelebilecektir. Sonugta
olusabilecek degisiklikler spermanin potansiyel
fertilitesini dusirebilir niteliktedir (Maxwell ve
Salamon 1993).

Soguk soku, spermatozoanin motilite ve fertilite
glicinin azalmasina sebep olan 6nemli etkenler
arasindadir. Spermatozoa plazma membrani,
akrozom ve mitokondri béliimleri soguk sokuna
karst oldukca duyarli yapilardir. Soguk soku
sonucu spermatozoa membran butinliginin
bozulmasiyla birlikte potasyum, adenozin trifosfat
(ATP), lipoproteinler, enzimler ve diger Snemli
hiicre ici yapilarin hiicreden disartya sizabilecegi
bildirilmektedir (Cupps 1991). Kisa siireli saklama
teknigiyle spermayr 2-3 giin siireyle saklamak
mumkin olabilmektedir. Ancak, zamana bagl
olarak 4-8 saatten sonra motilitede surekli bir
azalma ve morfolojik bozukluklarda —artma
meydan gelmektedir. Yapian bir caligmada ise,
kisa  streli  saklanan  ko¢  spermasinin
mitokondriyal  aktivitesinin =~ ve  akrazomal
butinliginin azaldig tespit edilmistir (Glingor
ve ark. 2017). Stre wuzadik¢a spermanin
kalitesinde meydana gelen bu azalma, dikkate
alinmasi gereken bir durumdur. Saklama stiresince
her giin spermanin motilite ve morfolojik
muayenelerinin yapilmasi ve tohumlama dozunun
bulgulara gore yeniden hesaplanmasinin yararlt
olacagr bildirilmektedir (Maxwell ve Saloman
1993).

Kisa streli saklamalarda sulandiricinin
kompozisyonu, sulandirma orani, saklama 1s1s1 ve
sartlartyla  iliskili olmaksizin, sadece saklama
sliresinin uzamasina baglt olarak da spermatozoa
zarar gOrebilmektedir. Saklama sirasinda ortaya
ctkan  baslica  degisiklikler, spermatozoanin
motilitesinin azalmast ve morfolojik
butinliginin  bozulmast  olarak  karsimiza
ctkmaktadir. Bu degisikliklere spermatozoanin
plazma membraninda lipid peroksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan reaktif oksijen tiirleri (serbest
oksijen  radikalleri) olarak bilinen  toksik
metabolizma Urlnlerinin  birikimi de olumsuz
yonde etkilemektedir. Bu olaylar sonucunda da,
spermatozoanin disi genital kanalinda yasam
sliresinin kisalmasi ve transportunun
gerceklesmemesi ve fertilitede dustsler ortaya
ctkmaktadir (Maxwell ve Saloman 1993, Maxwell
ve Stojanov 1996). Bununla beraber kisa stireli
saklama strecinde DNA hasarinda artislar
meydana gelerek bu da infertilite, kusurlu
embriyonel gelisim, implantasyon kusuru ve
tekrarlayan ~ abortlara  neden  olmaktadir
(Gundogan ve ark. 2010).

Gigli bir antioksidan olan zerdagal, curcumin, B-
karoten, vitamin E ve vitamin C maddelerini
icermektedir. Zerdacalin en 6nemli bileseni olan
curcumin  kuvvetli bir antioksidan  olma
Ozelliginin yaninda kolesteroli dusiirdiigi, virus,
bakteri ve paraziter etkenlere karst etkili oldugu,
yangl ve immun sistem mekanizmalari tzerine
pozitif etkilerinin  oldugu da belirtilmektedir
(Sharma ve ark. 2001). Curcumin icerdigi
hidroksil gruplari sayesinde antioksidan &zelligine
sahip polifenoldir (Gupta ve ark. 2009).
Antioksidan 6zelliginden dolayr oksidatif strese
yol acan c¢esitli radikallere karst DNA’y1 korudugu
(Reddy ve Lokesh 1994, Ahsan ve ark. 1999),
kanserojen maddelerin  viicuttan atilmasinda
gorev alarak DNA’y1 zararli etkenlere karst
koruyan enzimlerin aktivasyonunda rolleri oldugu
belirtilmektedir (Koo ve ark. 2004). Eugenol,
defneyapragi, yenibahar ve syzygium  bitki
tirtinden kdken alan karanfil yaginda bulunan
kisa hidrokarbon zinciri olan bir metoksifenoldiir
(Ito ve ark. 2005). Eugenol ve isoeugenoliin
antioksidan aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir.
Cesitli antioksidan sistemler ile oksidatif uyarima
arasindaki denge bozuldugunda oksidatif stres
meydana gelmektedir (Atsumi ve ark 2005).
Eugenol mitokondrial membran dahil ve zincir
kirict  ajan olarak  gbrev  yapar, lipid
peroksidasyonu  inhibe  ederek  antioksidan
etkinligini gbstermektedir (Nagababu ve ark.
2010).
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Calisma, Merinos koglarin spermalarinin kisa
sureli saklanmasinda sperma sulandiricilarina
katlan  curcumin  ve  eugenolin  farkli
konsantrasyonlarinin 0., 24., 48. ve 72. saatlerdeki
spermatolojik 6zelliklere ve DNA hasart tizerine
etkilerini belitlemek amactyla yapildr.

MATERYAL VE METOT

Bu calismada hayvan materyali olarak Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama ve
Arastirma Merkezinde yetistirilen 2-3 yaslarindaki
Merinos 1tkt 5 bas ko¢ kullaniddi. Calisma
siresince hayvanlara yapilan tim miudahaleler
Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen kurallar
dogrultusunda 08/05/2014 tarihli,
(AKUHADYEK 344-14) referans no’lu ve 56
sayilt etik kurul onayi ile gerceklestirildi. Asim
sezonunda, haftada iki kez olmak Uuzere her bir
koctan toplam 6 ejakulat toplandi. Calismada
sulandirici olarak Tris (Trisma base 3,63 g, sitrik
asit 1,99 g, fruktoz 0,50 g) kullanilmis olup daha
sonra farkli konsantrasyonlarda curcumin (0,5, 1
ve 2 mM) ve eugonol (0,5, 1 ve 2 mM) ve
herhangi bir antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 7
farkhh grup olusturuldu. Her bir kogtan alinan
sperma Ornekleri birlestirilerek  spermatolojik
muayeneleri yapidi ve 7 esit hacme ayrildi
Sulandirilmus sperma gruplart 5°C’de 2-2.5 saat
ekilibre edildikten sonra calisma siiresince ayni
derecede muhataza edildi. Ekilibrasyon sonrasi 0.
saat kabul edilerek 0., 24., 48. ve 72. saatlerde
spermatolojik  parametreler ve DNA  hasan
yoniinden degerlendirmeler yapilarak kaydedildi.
Calisma stiresi boyunca sperma Ornekleri +5
C%de saklandi ve bu islem 6 kez tekrarlandi.

Spermatolojik Muayeneler

Sperma motilitesi 37°C’ta 1sttma tablali faz
kontrast mikroskopta (Olympus CX31, Olympus
Optical Co., Ltd., Japan) 400x biylitmede en az
5 farkli alanin ortalamasi alinarak % olarak
kaydedildi. Anormal spermatozoon orani Giemsa
boyama yontemiyle immersiyon objektif altinda
(1000x)  belitlenerek  farkli  spermatozoon
bolimlerine (bas, orta kisim ve kuyruk) ait
bozukluklar % olarak kaydedildi (Watson 1975).
Spermatozoon  membran  biutinligh  ve
canliliginin belirlenmesi amaciyla HOST-E testi
Gindogan ve ark. (2011) metodu kullanilarak
yapildi. Bunun icin, sperma Orneklerinin 100
mOsm/If'ye  ayarlanmis  fruktoz  solisyonu
icerisine % 1’lik eozin-Y ilave edildi ve 35°C de
30 dakika inktbe edilerek sontrasinda froti cekildi.
Hazirlanan  slaylardan  toplam 200  hicre
spermatozoon  basinin  boya  alma  ve
spermatozoon kuyrugunun kivrilma durumuna

gore dort tip de (Tip I: kuyruk sismis ve bas boya
almamig, HOS + /E- ;Tip IL: kuyruk sismemis ve
bas boya almamis, HOS- / E-; Tip III: kuyruk
sismis ve bas boya almis, HOS + / E +; Tip IV:
kuyruk sismemis ve bas boya almis, HOS- / E +)
degerlendirildi. Spermatozoondaki DNA
hasarinin  belirlenmesinde  Single Cell Gel
Electrophoresis (COMET) (Ostling ve Johanson,
1984; Singh ve ark., 2003) metoduna gbre gorsel
skorlama (AU) ile degerlendirildi.

Istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirilmesinde tek yonli varyans analizi
(ANOVA) uygulandi. Her bir tekrar icin
tanimlayict istatistikler hesaplanarak

ortalamatstandart hata (X SEM) belirlendi.
Gruplar arast farkin 6nemini belirlemek icin Post-
hoc Duncan testi kullanddi. Analizler bilgisayar
ortaminda SPSS  (16.0) paket programinda
gerceklestirildi.

BULGULAR

0. Saat Spermatolojik Parametreler ve DNA
Hasar1 Bulgulan

Calismada 0. saatte elde edilen ortalama
spermatolojik  parametreler ve DNA hasar
oranlari Tablo 1° de verilmistir. Istatistiksel analiz
sonucunda, 0. saatte motilite, anormal
spermatozoon bas, orta, kuyruk oranlarinda,
H+E- oranlarinda ve DNA hasarinda kontrol
gurubuna gore istatistiksel olarak bir fark
olmadigr gézlemlendi (p<0,05).

24. Saat Spermatolojik Parametreler ve DNA
Hasar1 Bulgular

Arastirmamizda 24. saatte elde edilen ortalama
spermatolojik  parametreler ve DNA hasar
oranlart Tablo 2’ de verilmistir. 24. saatte elde
edilen motilite, anormal spermatozoon bas,
kuyruk, orta kistm, H+E- oranlarinda ve DNA
hasarinda oranlarinda kontrol gurubuna gore
istatistiksel olarak bir fark olmadigt belitlendi
(p<0,05).

48. Saat Spermatolojik Parametreler ve DNA
Hasar1 Bulgular

48. saatte elde edilen ortalama spermatolojik
parametreler ve DNA hasart oranlari Tablo 3’ de
verilmistir. 48. saatte elde edilen motilite ve basa
bagli anormal spermatozoa oranlarinda kontrol
gurubuna gére istatistiksel olarak bir fark
olmadig gorilirken (P>0,05); orta kisim anormal
spermatozoa oranlart bakimindan eugenol 1 mM
gruptaki azalma kontrol gore istatistiki acidan
6nemli bulundu (p<0,05). H+E- oranlarn
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actsindan

kontrole

gore

mM

eugenol

gurubundaki artts ve DNA hasart acisindan 1 mM
eugenol gurubundaki azalma istatistiki agidan
6nemli bulundu (p<0,05).

Tablo 1. Calismada 0. saatte elde edilen ortalama (X+SEM ) spermatolojik parametreler ve DNA hasatt oranlari.
Table 1. Mean (X£SEM ) spermatological parameters and DNA damage rates obtained at 0 hours in the study.

Grup Mortilite Anormal Spermatozoon Orant HAE- HLE- HaFot ot HRSN r{iR .

(0=0) (o) Bas Orta Kuyruk () () () () (AU)
(%) (%) (%)

Kontrol 83,312,10®>  0,4£0,32 1,9£0,35 3,610,27 67,614,446  133+1,60 11,1294  7.8+1,77 38,8+4,72®

Curcumin

0.5 mM 85,0223  0,4£0,15 1,840,24 3,4%0,50 68,5£3,65 14,0+1,65 9,2+2,67 8,3£1,45 29,5£0,61

Curcumin 1

mM 86,612,10®>  0,1£0,08 1,4%0,23 3,5+0,27 64,512,55 13,3£0,71  11,6£224  10,5%1,45 30,1%6,70®

Curcumin 2

M 85,0+£2,23*>  0,1£0,10 1,5£0,25 3,7£0,17 60,0£3,82  14,8+1,74  155%4,13  9,6%1,25 31,0£5,00:

Eugenol 0,5

mM 81,6+1,66" 0,2+0,11 1,7£0,28 3,5+0,44 67,313,606  150+2,14 10,3275  7,3+1,30 30,6%4,55®

Eugenol 1

M 88,3£1,66° 0,3%£0,16 1,4£0,20 3,2%0,28 66,6£3,29 16,6+1,68 9,6+1,87 7,5+1,52 26,3£3,50°

Eugenol 2

mM 83,3+2,10®>  0,1£0,08 2,3%0,51 4,240,47 59,54+3,01 16,8£1,75  13,0£1,52  10,6%1,02 42,215,68

a-b: Herbir siitun icerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan énemlidir (p < 0.05).

Tablo 2. Calismada 24. saatte elde edilen ortalama (X+SEM ) spermatolojik parametreler ve DNA hasar1 oranlart
Table 2. Mean (X+SEM ) spermatological parameters and DNA damage rates obtained at 24 hours in the study

Anormal Spermatozoon Orant

Gruplar Motilite H+E- H-E- H+E+ H-E+ lesNrGu

(n=6) (%) Bas Orta Kuyruk %) %) (%) (%) AU
%) %) %) (AD))

Kontrol 73,342,11% 0,4+0,72 1,64041 4340460 61,0+476  16,5+0,76 10,842,625  11,642,61  69,04525

Curcumin

05 mM 75,042,23 0,4%0,15 1,7£0,16  3,94030>  57,6£3,00 185+1,60  10,6+2400 1314107  48,1£498

Curcumin

LM 76,6+2,11% 0,10,08 1,720,50  4,4+0,69®  563+343  185+217 11,6236  135%191  49,1%+7,66

Curcumin 2

M 71,6%1,66° 0,240,10 20037  52+0,84% 5184326  14,5+0,71 19,6£3290  145+1,78  59,0£10,57

Eugenol 0,5

M 73,342,11% 0,240,11 1,740,40  44+091®  575+420  16,8+098  11,8+1,53>  138+2,67  58,0+8,79

Eugenol 1

M 78,3%1,66° 0,3%0,16 204030  4,0%0,58> 60,1397  163%+2,53  12,5£1,08>  11,041,57  50,1+7,39

Eugenol 2

M 73,342,11% 0,10,08 2,3+0,21 6,4+0,75  548+0,87 17,1142  14,0+1,69®  14,0+0,73  58,8+8,70

a-b: Herbir siitun icerisinde farklt harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (p < 0.05).
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Tablo 3. Calismada 48. saatte elde edilen ortalama (X+SEM ) spermatolojik parametreler ve DNA hasart oranlart
Table 3. Mean (X+SEM ) spermatological parameters and DNA damage rates obtained at 48 hours in the study

Anormal Spermatozoon Orant

Gruplar Motilite H+E- H-E- H+E+ H-E+ Hils\]zfm

(n=0) () Bas Orta Kuyruk %) (%) () () (AU)
(%) (%0) (%0)

Kontrol 53,3+2,10  0,5%0,13 2,6£0,52% 59+1,13 42,712,100 17,0£1,63  23,3£2,70®>  17,0£1,50% 109,3£3,48

Curcumin

0.5 mM 58,3+3,07  0,2+0,10 2,710,25% 5,310,73 52,3+4,16% 14,8£2,45  20,0£2,38 12,8+1,78P 87,814,604

Curcumin

1 mM 58,3+1,67  0,4%0,15 1,7£0,28> 6,2+1,13 46,1£2,83%  16,312,07  21,1£3,17®>  16,3+1,52: 87,813,990

Curcumin 2

oM 53,3+3,33  0,3%0,17 2,410,53% 6,5%1,30 41,814,300 17,0£2,73 24,014,392 17,241,70% 98,3+7,10:

Eugenol 0,5

M 58,3+3,07  0,2%+0,10 2,240,42 5,1£0,95 53,6%2,86 16,1£2,42  16,3£2,71 13,8£2,02° 87,514,830

Eugenol 1

oM 61,6£1,67  0,3+0,17 2,310,30% 4,4%0,53 54,6£3,80¢ 18,6+1,80 13,312,74b 13,3+1,83b 75,8£6,23¢

Eugenol 2

oM 55,0+3,41 0,2+0,17 3,410,372 6,5+0,75 41,3%2,95¢ 16,0£1,29 23,313 ,48» 19,3£1,62* 100,8£4,97

a-c: Herbir siitun icerisinde farkli hatf tasiyan degerler istatistiki acidan 6nemlidir (p < 0.05).

72. Saat Spermatolojik Parametreler ve DNA gozlemlenmistir  (p<<0,05). H+E- oranlan

Hasar1 Bulgulan

Calismada 72. saatte elde edilen ortalama
spermatolojik parametreler ve DNA hasart
oranlart Tablo 4’ de verilmistir. 72. saatte elde
edilen motilite, anormal spermatozoon bas ve
kuyruk oranlarinda kontrol gurubuna gore
istatistiksel ~ olarak  bir  fark  olmadig

agisindan kontrole gére 0.5 ve 1 mM eugenol
gurubundaki artis ile DNA hasart agisindan
curcumin 0.5 mM ve 1mM ile eugenol 0.5 mM
ve cugenol 1 mM gruplarda elde edilen azalma
kontrol ve diger gruplara gore istatistiki agidan
6nemli bulundu (p<0,05).

Tablo 4. Calismada 72. saatte elde edilen ortalama (X+SEM ) spermatolojik parametreler ve DNA hasari oranlari
Table 4. Mean (X+SEM ) spermatological parameters and DNA damage rates obtained at 72 hours in the study

Anormal Spermatozoon Orant

Gruplar Motilite P H+E- H-E- H+E+ H-E+ HRSNA*RI
(n=6) (%) Bas Orta Kuyruk (%) (%) (%) (%o) (AU)

(%) (%) (%o)
Kontrol 63,3+2,10 0,310,16 2,410,472 5,7+0,87 49,313 33%c 1551202 18,8+2,95 16,3%11,58 90,316,802
Curcumin
0.5 mM 65,0+2,23 0,2+0,10 1,7£0,312> 4,410,572 55,1+2,53 1704223  14,6£1,92®> 1314242  731+558»
Curcumin 1
M 66,6+2,11 0,2+0,11 2,2+0,48» 4,710,772 53,843,994 15,0+2,30  16,5+4,01>  14,6£0,98  76,31£3,41%
Curcumin 2
M 63,31+3,33 0,2+0,16 2,110,272 4,7+1,17% 46,613,400 15,6+2,13 18,1£2,312 19,5+2,30 89,516,522
Eugenol 0,5
M 65,0+2,24 0,210,10 1,9£0,15% 4,240,502 53,6+1,90®  13,3+1,68  14,6+1,70®>  18,3+1,66  73,6%6,14
Eugenol 1
M 68,311,66 0,2+0,11 1,240,21> 3,240,300 58,313,722 17,0+1,21 10,3+1,58> 15,3+1,94 63,614,220
Eugenol 2
M 65,013,41 0,210,17 2,710,422 5,940,772 44,313 97¢ 17,0£1,86 19,0£1,48 18,5£2,67  82,3+7,60

a-c: Herbir stitun igerisinde farkli harf tasiyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemlidir (p < 0.05).
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TARTISMA

Tiirkiye’de mevcut koyun popiilasyonunun 6nemli
bir kisminin verim dizeyinin disik olmasi
nedeniyle 1slah edilmesi ve verimlerinin arttirilmasi
gerekmektedir. Bunun da baglica yolu, yiksek
verimli ve saglikli koclarin spermalarint kullanarak
suni tohumlama yapmaktir. Bu amagla spermanin
saklanmast da Onemli bir avantaj ve kolaylik
saglayacaktir. Bu alanda en gegerli ve en uygun
yontem ko¢ spermasinin kisa ve uzun sireli
saklanmasidir. Ancak uzun siireli saklama koglarda
sigirlarda oldugu gibi basarili bicimde ve yiiksek
fertilite oranlariyla uygulanamadigi icin koyunlarda
hentiz arzu edilen sonugclara ulasilamamistir. Bunun
basglica nedenleri arasinda halen koc
spermatozoonlarinin  dondurma-¢6zdirme  sireci
icerisinde ylksek oranda Slmesi, diigiik 1silara daha
duyarli  olmast  ve  ko¢  spermatozoon
membranlarinin yiksek oranda doymamis yag asidi
icermeleri nedeniyle daha kirdgan bir  yap1
gOstermesi  sayilabilir. Bu  sebeplerden  dolay1
koclarda  spermanin  kisa  streli  saklanarak
kullanlmasinin =~ uygun  olabilecegi  kanisina
varilmistir.

Spermanin kisa siireli saklanmast sirasinda hticreler
lipit peroksidasyona maruz kalabilmekte ve bunun
sonucu olarak spermatozoon motilitesinde ve
membran  bitinliginde kayiplar ve fertilite
oranlarinda dismeler yasanmaktadir (Salamon ve
Maxwell, 2000). Bu tir yan etkileri, sperma
sulandiricilarina  bazt  antioksidanlarin  ve  lipid
formlarinin  eklenmesi ile ortadan kaldirilmaya
calistimaktadir (Lopez-Saaz ve ark. 2000, Yildiz ve
Daskin 2004, Bucak ve ark. 2007, Inanc¢ ve ark.
2017).

Arastrmamizda 0., 24., 48. ve 72. saat bulgularina
bakildiginda 0.5 ile 1 mM curcumin’in sperma
sulandiricisina ilave edilmesi sonucunda gruplardaki
spermatolojik  parametreler ve DNA  hasan
yonunden degerlendirildiginde spermanin  kisa
streli saklanmasinda etkili olabilecegi belitlendi.

Omiir (2011) Merinos koglarda yaptigi calismada
tris  bazli sperma sulandiricina  ilave  ettigi
curcuminin 1, 2 ve 4 mM’lhk konsantrasyonlarda
ekilibrasyon sonrast motilite degerleri ve HOS test
degerleri ¢alismamizda buldugumuz motilite ve
HOS test degerleri ile paralellik arz ederken
anormal spermatozoon orant actsindan
calismamizda elde ettigimiz degerlerden ytksek
bulunmugtur. Bucak ve ark (2012) boga sperma
sulandiricisina farklt  antioksidanlart  farkls
konsantrasyonlarda ilave ettikleri ¢alismalarinda
¢ozUim sonrast kontrole gbre curcumin igeren
grubun spermatolojik parametrelere ve oksidatif
stres parametrelerine olumlu yonde katki yaptigint

bildirmektedirler. Calismada curcumin grubunda
elde edilen anormal spermatozoon oranlart ile
cahymamizda elde ettigimiz degerler uyumlu
bulunmustur. Bucak ve ark (2010) Ankara kecisi
Uzerine yaptiklart caligmalarinda tris bazli sperma
sulandiricisina curcumin (2.5, 5, 10 mM), inositol
(2.5, 5, 10 mM), karnitin (2.5, 5, 10 mM) ilave
etmisler ve ¢6zim sonrast 2.5 mM curcumin
gurubundan % 65 motilite elde ederek kontrol ve
diger antioksidan guruplarina gore anlamli oranda
koruma sagladigint bildirmektedir. Shah ve ark.
(2017) manda sperma sulandiricisina farkli dozlarda
curcumin ilave ettikleri ¢alismalarinda ¢6zim sonu
spermatolojik, =~ CASA  ve  oksidatif  stres
parametreleri acisindan 1.5 mM curcumin iceren
gurubun kontrole gére daha iyi bir koruyucu etkisi
oldugunu bildirmektedirler. Elde edilen veriler
calismamiz ile paralel oldugu gorilmektedir. Ancak
DNA hasart agsindan  curcumin  igeren tim
gruplarin kontrol grubuna gore daha fazla hasar
olusturdugunu  bidirmektedirler.  Calismamizda
curcumin iceren guruplar DNA hasarini azaltict bir
ctki ortaya koymuslardir. Bu farklilik DNA
hasarinin  belirlenmesinde kullanilan  y6ntemden,
kullandan sulandirict kompozisyonundan, hayvan
tirtinden ve ¢alisma metodundan meydana gelmis
olabilir.

Tvrda ve ark (2016) boga spermasint ferrous
ascorbate — FeAA ile 6 saat inkiibe ederek oksidatif
stresi uyardiklari calismalarinda medyuma ilave
edilen curcuminin oksidatif stresi azalttigi ayrica
spermatolojik  parametreleri  de  iyilestirdigini
bildirmektedirler. Oguztirk ve ark. (2012) akut
kadminyum toksitesi olusturduklari calismalarinda
ratlara koruyucu madde olarak curcumin verdikleri
arastirmalarinda  curcuminin  toksititeden dolayt
olusan infertiliteyi ve yan etkileri ortadan
kaldirdigint  bildirmektedirler. Karbalay-Doust ve
Noorafshan  (2011) farelerde metronidazolin
terap6tik  ve  yiksek dozunu  uyguladiklar
calismalarinda spermatozoon sayisinda, motilitede
ve testesteron seviyelerindeki azalmayi farelere
koruyucu olarak verdikleri curcumin ile ortadan
kaldirarak iyilesmenin oldugunu bildirmekteditler.
Abarikwu  ve ark. (2014) ratlarda gallik asit
toksisitesine karst koruyucu olarak curcumin
uyguladiklart ¢alismalarinda curcuminin reprodiktif
aktiviteyl, antioksidan savunma sistemini ve
testikiiler doku hasarini azaltarak olumlu yonde
katki yaptigin1 bulmuslardir. Mathuria ve Verma
(2008) aflotoksin ile indiklenen farelerde koruyucu
madde olarak curcumin uyguladiklart ¢alismalarinda
aflotoksinin spermatozoon sayisinda, motilitesinde
ve morfolojisinde olusturdugu hasari curcuminin
tyilestirdigini  bildirmektedirler. Farombi ve ark.
(2007) ratlarda di-n-bitilftalat ile indukleyerek
olusturduklar1  toksisite calismasinda koruyucu
madde  olarak  uyguladiklart  curcumin  ve
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kolavironun testikiiler oksidatif hasart iyilestirici
etkisi oldugu bildirilmektedir.

Arastirmamizda 0., 24.; 48. ve 72. saat bulgularina
bakildiginda 1 mM dozunda sperma sulandiricisina
ilave edilen eugenoliin gruplardaki motilite, anormal
spermatozoon oranlari, HOST-Eozin test oranlar
ve DNA hasarnt yoniinden degerlendirildiginde
spermanin  kisa sireli saklanmasinda etkili olacagi
belirlendi. Tirk ve ark (2015)nin  Japon
bildircinlarinda  yaptiklart  galismada  baglica
bilesenleri sinnamaldehit, benzil alkol ve eugenol
olan Cinnamomum zeylanicum yagt ile yaptiklari
calismada sicaklik stresi kaynakli lipit peroksidasyon
hasarina  karst  testis dokusunu  korudugunu
bildirmislerdir. Yapilan literatlir taramasinda, Tirk
ve ark’larinin (2015) yaptiklart calisma disinda;
sperma veya bagka bir hiicre hasart ile ilgili her
hangi bir literatiire rastlanamadu.

Sonug¢ olarak yaptigimiz calismada kog spermanin
kisa streli saklanmasinda spermaya katilan farkls
dozlardaki curcuminin 0.5 mM ile 1 mM ve
eugenolin 1 mM lk gruplarinin spermatozoon
motilitesi, anormal spermatozoon oranlari, HOST-
Eozin test oranlart ve DNA hasart yoninden
kontrol grubu ve diger gruplara gére en iyi
korumayi sagladigr goriildii. Literatiir taramalarinda
s6z konusu antioksidanlardan eugenol ile ilgili
spermatolojik  parametrelere  dair  verilere
rastlanmadigindan  konuyla  ilgili hem  kog
spermasinin hem de diger hayvan tirlerine ait
spermalar Uzerine calismalarin yapilmasina gerek
duyulmaktadir. Ayrica, eugenolin kog¢ spermast
tzerine etkileri ile yapilan ilk calisma olmasi da
arastirmaya orjinallik katmaktadir.
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