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ABSTRACT

The activity of proanthocyanidin oligomers is approximately 50 times greater than that of vitamin C and vitamin E
in terms of antioxidant action. The aim of this study is to investigate the effects of different doses
proanthocyanidin adding to extender on ram sperm motility, membran integrity and viability test, during liquid
storage of ram semen. Ejaculates were collected from four Merino rams using an electroajaculator once a week
and this process was repeated six times in non-breeding season. Ejaculates were split into four aliquots and
diluted to a final concentration of 150x106 spermatozoa/ml with the base extender containing proanthocyanidin
(10, 50 and 100 pg/ml) and no additive (control). Diluted semen samples were transferred and stored at +4°C
and sperm motility, membrane integrity and viability was analysed in determined intervals during three days
storage period. Motility was evaluated subjectively by a phase contrast microscopy at 37°C. Membrane integrity
and viability was analysed in hypo-osmotic resistance test with eosin staining test. After 24, 48 and 72 h, 10 pg /
ml proanthocyanidin treatment sperm samples presented higher motility and HOST/E test results than control
group (P <0.05) in ram semen stored at +4°C. In conclusion, it was determined that the doses of 10 pg / ml of
proanthocyanidin added to extender in +4 OC storage of ram sperm showed a protective effect compared to the
control group.
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Kisa Siireli Saklanan Merinos Ko¢ Spermasinda Proantosiyanidin Motilite ve Ozmotik Direng
Parametreleri Uzerine Etkisi

oz

Proantosiyanidin oligomerlerinin aktivitesi, antioksidan etki acisindan C vitamini ve E vitaminine gbre yaklagik 50
kat daha fazladir. Bu calismanin amaci, ko¢ spermasinin kisa siireli saklanmst sirasinda, farkli dozlardaki
sulandirictya eklenen proantosiyanidin, ko¢ spermatozoon motilitesi, membran butinligi ve canlihigl Gzerine
etkilerini arastirmaktir. Ejakiilatlar, sezon disinda dort Merinos kogtan elektroajakiilator yardimiyla haftada bir kez
toplandi ve bu islem altt kez tekrarlandi. Ejakulatlar dort esit pargaya boliinerek proantosiyanidin (10, 50 ve 100 ug
/ ml) iceren ve hicbir katki maddesi icermeyen (kontrol) sulandiricilar ile nihai ml’de 150x10¢/ml spermatozoa
olacak sekilde sulandirildi. Sulandirilan sperma 6rnekleri + 4 © C'de 72 saat stresince saklandi ve spermatozoa
motilitesi, membran butinligi ve canliligi G¢ glinlitk saklama stiresi boyunca degerlendirildi. Motilite, 37 © C'de
faz kontrast mikroskop ile siibjektif olarak degetlendirildi. Membran butiinligi ve canlilifi, eozin boyama testi ile
hipoozmotik direng testinde (HOST/E) degetlendirildi. 24, 48 ve 72 saat sonra, + 4 °© C'de saklanan kog
spermasinda 10 pg / ml proantosiyanidin ile muamele edilmis spermatozoon 6rnekleri kontrol grubuna gore daha
yiksek motilite ve HOST / Eosin test sonuglari gostermistit (p <0,05). Sonug olarak kog sperminin +4 oC'de
saklanmasinda sulandirictya eklenen 10 pug / ml proantosiyanidin kontrol ve diger antioksidan gruplarina gore
daha iyi bir koruyucu etki gsterdigi belitlendi.
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GIRIS

Spermanin  kisa streli (likit saklama) saklanmasi
sperma 1sisinin belirli seviyeye kadar digtrilmesi (O-
50C veya 10-15°C) ve bu diizeylerde spermatozoanin
geri donisimli olarak inaktive edilmesi esasina
dayanir. Bazi bilim insanlari likit saklama icin en
uygun sicakliklarin 10-15°C oldugunu, diger bir grup
ise, ko¢ ve boga spermalarinin canliliklarini devam
ettirebilmeleri icin 0-5°C arasinda degerlerin daha iyi
saklama araliklari oldugunu iddia etmislerdir (Saloman
ve Maxwell 2000, Johnson ve ark. 2000, Huo ve ark.
2002). Koglarda sperma kalitesindeki distsiin en
onemli nedenlerinden  biri  oksidatif  hasardir.
Spermanin saklanmasi sirasinda serbest radikaller ve
reaktif oksijen tiirleri (ROS) tretilir, ortaya ¢ikan ROS
lipid peroksidasyona ve spermatozoonun normal
fizyolojik  fonksiyonunun bozulmasina yol acar
(Aitken 2017). Kog spermasinda ¢oklu doymamis yag
asitlerinin  yogunlugu diger tiirlerdekinden daha
fazladir, dolayistyla kog¢ spermatozoonu oksidatif
hasara karst duyarlidir (Gindogan ve ark. 2010).
Yapilan  ¢alismalarda, sperma  sulandiricilarina
antioksidanlarin eklenmesinin, serbest radikallerin ve
ROS'un etkili bir sekilde atilmasina neden oldugu,
boylece spermatozoonu oksidatif hasardan koruyarak
spermatozoon  kalitesini  artirdift  ve spermanin
saklama stresini uzattig bildirilmektedir
(Kasimanickam ve ark. 2011, Zakosek ve ark. 2017).

Oligomerik proantosiyanidin (OPC’ler) olarak da
bilinen proantosiyanidinler, flavonoidler denen genis
ailenin bir parcasidirlar ve bunlar tziim c¢ekirdegi
ekstrakti ve cam kabugu ekstraktinda bulunmaktadir.
OPC iki ila bes polimere sahiptir ve suda oldukea iyi
¢ozlntrler (Brillouet ve ark. 2017). OPCller gigli
antioksidanlardir. Etkili hidrojen bagt ve eslesmemis
bitr elektronun yer degistirmesi, OPC'lere gucli bir
antioksidan 6zelligi saglamaktadir (Han ve ark. 2010).
Bu proantosiyanidinlerin serbest radikalleri inhibe
ederek askorbik asit ve E vitamininden daha etkin
antioksidan 6zellige sahip oldugu (Nandakumar ve
ark. 2008) ve serbest radikallerin neden oldugu hiicre
lipidleri, proteinler ve DNA hasarini  engelledigi
belirtilmektedir (Bagchi ve ark. 1997). LDL seviyesini
dastrtip bircok hastaligin - gelisimini  yavaglatug,
(Garavaglia ve ark. 2016) oligomerik bilesikleri,
serbest radikallere ve oksidatif strese karst genis bir
biyolojik,  farmakolojik  ve  terapotik  aktivite
spektrumuna sahip oldugu séylenmektedir (Bagchi ve
ark. 2000). Uziim zari, antosiyaninler ve flavonollari
iceritken cekirdek ise; flavan-3-ol monometleri ve
gallik asit tirevleri igerir. Flavan-3-ol basit
monomerleri (katesin ve izomeri epikatesin); oligomer
ve polimer molekillerini olusturur (Nunes ve ark.
2016). Alkhedaide ve ark. (2016). OPC’lerin giicli bir
antioksidan olduklarint ve ratlart kadminyum kaynakli
testis disfonksiyonlarina karst etkili bir sekilde
korudugunu ortaya koymuslardir. Day ve ark. (1997).
tzim Ozlerinin, A, C ve E vitaminleri gibi diger

antioksidanlarin etkinligini artirdigini bildirdi. Serbest
radikal temizleyici olarak kat kat daha giiclii olduklar
icin, bu vitaminleri diger islevlerini yerine getirmek
tizere serbest birakirlar. Kog spermasinin likit olarak
ya da dondurularak saklanmasinda sulandiriciya
antioksidan 6zelliginden yararlanmak amaciyla ilave
edilen proantosiyanidin ile ilgili herhangi bir ¢alismaya
rastlanmamis olmast sunulan calismanin 6zginligini
ortaya koymaktadit.

Bu calisma farkli yogunlukta sulandiricisina katidan
proantosiyanidinin  ko¢  spermasinin  kisa  streli
saklanmasinda (0., 24., 48. ve 72. saat) spermatozooa
motilite ve ozmotik diren¢ parametreleri tizerine olan
etkileri belirlemek amactyla yapilmustur.

MATERYAL VE METOT

Arastirmamizin = materyalini  AJK.U  Hayvancilik
Uygulama ve Arastrma Merkezi binyesindeki 2-3
yasl 4 adet Merinos koglar olusturdu. Damizlik
hayvanlar arasindan, fenotipik olarak irk &zelliklerini
yansitanlar calisma icin belirlendi. Secilen koglar
androlojik agidan muayene edildi. Genital organlara
ait herhangi bir patolojik lezyon olmadigi kontrol
edildi. Koglar yart acik besi sartlarinda tane-kaba yem
karistk olarak beslendi. Koglardan asim sezonu
disinda haftada bir kez altt hafta boyunca sperma
elektroejakiilator  yardimiyla alindi  (Hafez 1987).
Temel sulandirict Tris icine degisik yogunluklarda
proanthocyanidin = (10, 50 ve 100 pg/ml) ve
antioksidansiz (kontrol) 4 grup olusturuldu.
Spermalar koglardan alindiktan sonra bir tipte
birlestirilerek spermatolojik muayeneleri yapildiktan
sonra  4e ayrldi. Sperma OSrnekleri  Onceden
hazirflanmis  sulandirict gruplar ile ml’de 150x10¢
olacak sekilde sulandirildi. Spermalar 5°C’de 2-2,5 saat
ekilibrasyondan sonra 5 °C’de 0. saat motilite ve
membran bitlinligh degerlendirmeleri yapildiktan
sonra 5°C’de muhafaza edilip 24., 48. ve 72. saat
motilite ve membran bitinligh degerlendirmeleri
yapilip kaydedildi. Calisma stiresi boyunca bu islem 6
kere yapildi.

Spermatolojik Muayeneler

Motilite muayeneleri sicakligt ayarlanmis 1sitma tablali
faz kontrast mikroskop yardimiyla subjektif olarak
degerlendirildi (Demirci 2002).

Hipo-ozmotik = sisme testinin Hosin ile birlikte
uygulandigt HOS/E test, 37°C’taki 100 mOsm’luk
HOST soliisyonundan 1 ml almip tizerine sperma
numunesinden 10 ul eklenerek eosin boyast ilave
edilip karisim 37°C’lik su banyosunda 30 dk.
inkiibasyona birakilmast seklinde yapildr.
Spermatozoon bas kismimnin tamamin ya da bir
boliminin boya alip almamasina ve kuyruktaki cesitli
sekillerdeki kivrilma veya sismeye olup olmamasina
gore degerlendirildi.
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I.  Kuyruk sismis, bas boya almamis HOS+/E-

1I. Kuyruk sismemis, bas boya almamis
HOS-/E-

III. Kuyruk sismis, bas boya almis HOS+/E+

IV. Kuyruk sismemis, bas boya almis HOS-/E+
(Gindogan ve ark. 2010)

Istatistiksel Analiz

Shapiro—Wilk testi sonucu verilerin normal olarak
dagildi g6rildii ve elde ettigimiz bulgularin istatistiksel
analizinde tek yonli varyans analizi (ANOVA) ile
yapildi. Post-hoc Duncan testi gruplar arast farkin
6nemini belirlemek i¢in uygulandi. Analizler SPSS
(13.0) paket programinda gerceklestirildi.

BULGULAR

0. Saat Spermatozoon Motilite ve Membran
Butiinliigii Degerleri

0. saatte motilite ve HOS/E test degetleri Tablo 1” de
sunuldu. Motilite oranlarinda  gruplar  arasinda
istatistiksel olarak bir fark olmadigi gézlemlenmis,
H+E- oranlarinda ise 10 pg / ml ve 100 pg / ml
gruplardaki artis kontrol grubuna gdre istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (p<0,05).

24. Saat Spermatozoon Motilite ve Membran
Biitiinliigii Degerleri

Motilite oranlarinda gruplar arasinda istatistiksel
olarak bir fark olmadigi gézlemlenmis (Tablo 2),
H+E- oranlarinda ise 10 pg / ml ve 100 pg / ml
gruplardaki artis kontrol grubuna gére istatistiki
olarak 6nemli bulunmustur (p<<0,05).

48. Saat Spermatozoon Motilite ve Membran
Bitiinliigii Degerleri

Motilite ve HOS/E test oranlart Tablo 3’ de sunuldu.
Motilite oranlarinda 10 pg / mllik gruptaki artis
kontrol ve diger gruplara gore istatistiki acidan 6nemli
bulundu (p<0,05). H+E- oranlar acisindan kontrole
gore tim antioksidan iceren gruplardaki artis istatistiki
acidan 6nemli bulundu (p<<0,05).

72. Saat Spermatozoon Motilite ve Membran
Bitiinliigii Degerleri

Tablo 4 de motilite ve HOS/E test oranlari
verilmigtir. Motilite oranlarinda 10 pg / mllik
gruptaki artis kontrol ve diger gruplara gére istatistiki
acidan onemli bulundu (p<0,05). H+E- oranlar
agisindan kontrole gore 10 ug / ml ve 50 pg / ml
gruplardaki artis istatistiki agidan 6nemli bulundu
(P<0,05).

Tablo 1. Calismada 0. saatte elde edilen ortalama motilite ve HE test oranlari (X + SEM, n:0).
Table 1. Mean motility and HE test obtained at 0. h in the study (X £ SEM, n:6).

Granlar Motilite H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
upia (%) (%) (%) (%) (%)
83,312,10 68,2+0,800 10,540,56t 11,840,79 9,140,700
Kontrol
10 pg/ml 86,6+2,10 73,5+0,76° 10,040,360 10,040,85% 6,510,42
50 pg/ml 83,312,58 67,3+0,66° 12,8+1,35 8,340,840 11,5%0,61
100 pg/ml 81,6+1,66 72,5+1,66° 10,310,55b 8,30,49 8,8+1,07>

a-b: Her bir siitun igerisinde farklt harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P < 0.05)

Tablo 2. Calismada 24. saatte elde edilen ortalama motilite ve HE test oranlart (X + SEM, n:6).
Table 2. Mean motility and HE test obtained at 24. h in the study (X + SEM, n:0).

Gruplar Motilite H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
P (%) () () (%) (%)
75,0£2,23ab 62,0+1,52¢ 16,0£0,96b 11,611,332 10,3+1,56
Kontrol
10 pg/ml 78,311,662 67,810,474b 11,8%0,79¢ 11,1£1,072 9,11£0,94
50 pg/ml 73,312,100 64,810,79bc 19,510,422 7,310,55P 8,310,84
100 pg/ml 71,611,670 68,811,602 14,01+0,44> 7,011,000 10,1+1,22

a-c: Her bir stitun icerisinde farklt harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemlidir (P < 0.05)
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Tablo 3. Calismada 48. saatte elde edilen ortalama motilite ve HE test oranlari (X + SEM, n:6).

Table 3. Mean motility and HE test obtained at 48. h in the study (X + SEM, n:6).

Gruplar Motilite H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
P (%) (%) (%) (%) (%)
65,0+2,23b 55,610,66P 15,3+1,11b 16,5%1,172 12,541,232
Kontrol
10 pg/ml 76,612,100 63,0£0,962 20,610,552 7,520,76> 9,310,800
50 pg/ml 66,612,11b 61,311,022 19,3%1,11» 9,610,42> 9,6£0,21>
100 pg/ml 63,3+2,10b 60,510,762 16,1+0,94b 9,81+0,79b 13,5+1,08»
a-b: Her bir stitun icerisinde farklt harf tastyan degetler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemlidir (P < 0.05)
Tablo 4. Calismada 72. saatte elde edilen ortalama motilite ve HE test oranlart (X £ SEM, n:6).
Table 4. Mean motility and HE test obtained at 72. h in the study (X + SEM, n:6).
Gruplar Motilite H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
up ) ) ) %) %)
55,0+2,23b 53,510,76¢ 19,120,702 13,510,222 14,1£1,01~
Kontrol
10 pg/ml 68,3+1,66* 59,810,702 21,5%0,762 8,3+1,11b 10,3%0,98b
50 pg/ml 58,3+3,07b 57,311,622 21,4£0,562 8,510,56P 11,0£1,232
100 pg/ml 55,0£2,23b 55,5£0,76b¢ 18,0£1,31b 12,0£1,57» 14,511,332

a-c: Her bir siitun igerisinde farkls harf tastyan degerler arasindaki farklar istatistiki acidan 6nemlidir (P < 0.05)

TARTISMA

Bu calismada, sperma saklama siiresi arttikga, kog
spermasinin kalitesi azalma egiliminde olmustur. Bu
azalma, spermatozoa oksidatif hasariyla agiklanabilir.
Diger titlere oranla ko¢ spermatozoasinin, dusiik
kolesterol-fosfolipid ~membranina oranina  sahip
olmast spermatozoayt oksidatif hasara daha duyath
hale getirmektedir (Giindogan ve ark. 2010).
Spermanin kisa streli saklanmasinda en Onemli
sperma kalite kritetlerinden biri de spermatozoon
motilitesidir.  Oksidatif ~stres ise spermatozoon
motilitesinin ~ degerlendirilmesindeki en  6nemli
belirleyicidir. Kog¢ sperma sulandiricisina antioksidan
lave etmek spermatozoonlarin oksidayona maruz
kalmasint 6nemli 6lgtide engellerken ayni zamanda da
spermanin saklanmast strasinda spermatozoonlarin
motilitesinin  artmasina yardimct  olmaktadir. Bu
calismada, OPC'nin eklenmesi, diger antioksidanlarin
degerlendirildigi  6nceki  ¢alismalarin  sonuclarina
benzer spermatozoon motilitesini etkili bir sekilde
arttirmistit (Bucak ve Tekin 2006, Tuncer ve ark.
2010, Avdatek ve Giindogan M. 2018, Glingér ve
ark.,, 2019). Membran bitinligl spermatozoon
metabolizmasinin yani sira kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu olayinin olusmasinda gerekli olan bir
unsurdur.  Ozmotik  toleransin  ve  Oli-canlt
spermatozoon oraninin birlikte ele alindigi HOS/E
test, fertilitenin belitlenmesinde kullanilan 6nemli
sperma kalite testlerinden biri olarak
degerlendirilmektedir  (Avdatek ve ark. 2018).

Calismamizda sulandirictya OPC'nin eklenmesi, diger
antioksidanlarin degerlendirildigi 6nceki ¢aligmalarin
sonuclarina uygun olarak spermatozoon membran
butinligini o6nemli bir sekilde korudugunu
gozlemledik. Saklama strecinin uzamasi spermada
serbest radikaller ve ROS’un artisina bu artisin da esik
degeri asmasi sonucu oksidatif strese neden oldugu,
bu durumunda spermatozoa plazma membranmnin
yapisindaki doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonuna neden oldugu bilinmektedir.
Calismamizin =~ 0., 24., 48. ve 72. saat bulgularina
bakildiginda farkli konsantrasyonlar degisik zaman
dilimlerinde motilite ve membran bitinligi tzerine
olumlu etki yaptt ancak ozellikle 10 pg/ml
proantosiyanidin ilave edilen grup hem motilite hem
de membran butinligi yoniinden
degerlendirildiginde kontrol ve diger gruplara gore
spermanin  kisa sireli saklanmasinda etkili oldugu
belirlendi.

Sunulan calismamizt destekler nitelikte, Wen ve ark.
(2019). teke spermasinin kisa sireli saklanmasinda
sulandiriciya farkli dozlarda (10, 30, 50 ve 70 mg/L)
tzim cekirdegi ekstresi proantosiyanidin ilave ederek
120 saate kadar spermatolojik parametreler ve diger
antioksidan parametreleri degerlendirdikleri
calismalarinda 30 mg/L ilave edilen grubun gerek
kontrol gerekse diger gruplara gére spermatozoon
motilitesini, akrozom ve membran butinligi
artirdigini - bildirmektedirler. Li  ve ark. (2018)
Guanzhong-Black domuz sperma sulandiricisina
farkli konsantrasyonlarda oligomerik proantosiyanidin
ilave ettikleri kisa streli saklama calisgmalarinda 50
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ng/mL ilave edilen proantosiyanidinin spermatozoon
motilitesi ve membran biitinligini daha iyi
korudugunu bildirmektedirler.

Sperma sulandiricisina proantosiyanidin ilave edilmesi
sonucu spermatozoon motilitesinde ve membran
butinligindeki  artis;in  en  OSnemli  nedeni
proantosiyanidinlerin ~ ¢ok  zengin  antioksidan
iceriginden kaynaklandigi, tziimden elde edilen
proantosiyanidin gibi flavonoidler zararli serbest
radikalleri olduke¢a etkili bir sekilde temizledigi, bu
bilesiklerin hiicre zarlarina gémili olan yaglar ve
LDL  kaynakli lipid peroksidasyon hasarinin
azaltmasinda yararli oldugu vurgulanmaktadir (Evans
ve ark. 1996, Puiggros ve ark. 2005). Bagchi ve ark.
(1997) proantosiyadimlerin viicuda saniyeler icinde ve
¢ok hizli bir sekilde niifuz ettigini serbest radikal
temizleyici olarak ¢ok daha glicli olduklarini béylece
A, C ve E vitaminleri gibi diger antioksidanlarin
etkinligini arttirarak bu vitaminlerin diger islevlerini
yerine getirmeleri icin onlari serbest biraktigini da
bildirmektedir.

Calismamizla ayn1 yonde farkll tirlerde yapilan
calismalarda, Al-Daraji (2012) kisa siireli saklamak i¢in
horoz sperma sulandiricilarina ilave ettigi farkls Gziim
bilesenleri iceren calismasinda  proantosiyanidin
flavesinin  spermatozoon  motilitesini  artirdigin
bildirmektedir. Zhao ve ark. (2014) ratlarda
intraperitonal olarak verdikleri cisplatin (DDP) ile
indiklenmis toksisitede gavaj yoluyla koruyucu madde
olarak 200 ve 400 mg proantosiyanidin uyguladiklari
calismalarinda  &zellikle 400 mg proantosiyanidin
verilen gurubun cisplatin kaynakli testis toksisitesini
azaltu@l ayrica azalan spermatozoon motilitesini ve
yogunlugunu artirdigt bununla beraber artan anormal
spermatazoon sayisint da azalttigint bildirmektedirler.
Long ve ark. (2017). erkek farelere 10 giin boyunca
gunlik 75 ile 150 mg/kg arasinda degisen miktarlarda
mide i¢i proantosiyanidin verildikten sonraki 11.
giinde 40 mg/kg Zearalenone verdikleri
calismalarinda  proantosiyanidinin  spermatozoon
kalitesini artirdigin1 ve testiste Zearalenone sebep
oldugu toksisiteyi azalttigint bildirmekteditler. Su ve
ark. (2011).  Gzim ¢ekirdegi proantosiyanidinin
ekstresi'nin Nikel kaynakli apoptoz ve oksidatif stresi
dengeleyerek ratlarda  spermatozoon motilitesini
artirdigini belirtmektedir. Attia ve ark. (2010) farelerde
yaptiklart calismalarinda proantosiyanidinlerin
doksorubisin ile indtklenen mutagenezin
azaltilmasinda ve en azindan kismen radikal stiptriicii
aktivitelerinde bulunan farelerin germinal hiicrelerinde
hiicre proliferasyon degisikliklerinin = azaltilmasinda
koruyucu bir role sahip oldugunu bildirmekteditler.
Farkli tiirlerde farkli uygulama yontemlerine gore
alinan sonuglarin elde edilen bulgularimizla uyumlu
olmast  proantosiyanidinin  seckin  antioksidan
Ozelligini  degisik ortamlarda dahi g6sterebildigi
yoniinde yorumlanmistir.

SONUC

Arastirmamizda sperma sulandiricisina ilave ettigimiz
farkli yogunluktaki proantosiyanidinin 10 npg/ml
dozunda spermatozoon motilitesi ve membran
butinligi  Uzerine  iyilestirici  etkisi ~ oldugu
dustnilmektedir.

TESEKKUR

Bu calisma ‘International Conference on Agriculture,
Forest, Food, Veterinary Science and Technologies’
kongresinde s6zIi sunum olarak sunulmustur.
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