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Merinos Irki Koglarda Spermaya Katilan Krosinin Dondurma
ve Cozdurme Sonrasi Spermatolojik Parametreler, Oksidatif
Stres ve DNA Hasari Uzerine Etkileri *

Bu galismanin amaci kog¢ sperma sulandiricisina ilave edilen farkli dozlardaki krosinin ¢ézim sonu
spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve DNA hasari Gizerine etkilerini arastirmaktir. Ejakulatlar
bes bas Merinos kogtan haftada bir kez suni vajen yardimiyla toplandi ve bu islem alti kere
tekrarlandi. Ejakulatlar ml'de 150x10° spermatozoon olacak sekilde antioksidan igermeyen (kontrol)
ve antioksidan igeren (0.5 mM, 1 mM ve 2 mM) sulandiricilar ile dort bolime ayrildi. Sulandirilan
ornekler 0.25 mL'lik payetlerde 5 C'de 3 saat ekilibrasyona tabi tutulduktan sonra sivi azot
buharinda donduruldu. Cézim sonu subjektif motilite agisindan kontrol grubuna gére 0.5 mM ve 1
mM gruplarda en yiksek degerler elde edildi (P<0.05). Ayrica anormal spermatozoon orani
acisindan kontrol grubuna gére 1 mM krosin iceren grupdaki azalma 6nemli (P<0.05) bulunmustur.
Host-eozin test agisindan kontol gurubuna goére en yiksek degerler 1 mM grupta (P<0.05) elde
edildi. DNA hasari acisindan kontrol grubuna gére 0.5 mM ve 1 mM krosin i¢ceren gruplardaki
azalmalar istatistiki olarak 6nemli (P<0.05) bulundu. Toplam oksidan statiisli, tim antioksidan
gruplarinda kontrol grubuna gére anlaml olarak azaldi (P<0.05). Sonug olarak yapilan galismada
ko¢ spermanin dondurularak saklanmasinda spermaya katilan farkli dozlardaki krosinin 1 mM
grubunun spermatozoon motilite, anormal spermatozoon orani, HOST-Eozin test orani, oksidatif
stres ve DNA hasar yénunden kontrol grubu ve diger gruplara gére en iyi korumay! sagladigi
géralda.

Anahtar Kelimeler: Krosin, DNA hasari, kog, sperma, dondurma, oksidatif stres

Effects of Crocin Supplementation on Spermatological Parameters, Oxidative
Stress and DNA Damage After Freezing-Thawing Process in Merino Ram Semen

The aim of this study was to investigate the effects of different doses of crocin added to the
extender on some spermatological parameters, oxidative stress, and DNA damage in thawed ram
semen. Ejaculates were collected from five Merino rams using an artificial vagina once a week and
this process was repeated six times. Ejaculates were split into four aliquots and diluted to a final
concentration of 150x10° spermatozoa/ml with the base extender containing crocin (0.5, 1 and 2
mM) and no additive (control). All samples were cooled to 5°C and equilibrated for 3 h then were
loaded into 0.25 mL straws and frozen using a liquid nitrogen vapour and plunged into the liquid
nitrogen at —196°C. In the thawed semen according to subjective motility respectively 0,5 and 1mM
crocin doses group indicated the highest value (P<0,05). In addition, the decrease in the group
containing 1 mM crocin was found to be significant (P<0.05) in terms of abnormal spermatozoon
ratio compared to the control group. In Host-eosin test the highest value was observed in 1mM
group compared to the control group. Compared with the control group, reductions in DNA damage
by 0.5 mM and 1 mM crocin were statistically significant (P<0.05). Total oxidant status decreased
significantly (P<0.05) in all treatment groups in comparison to the control group. In conclusion, in
this study, it was observed that 1 mM crocin addition to ram semen provided the best protection in
motility, abnormality, membrane integrity, and DNA damage when compared to the control and
other crocin doses.

Key Words: Crocin, DNA damage, ram, semen, freezing, oxidative stress

Girig
Spermatozoonlarin dondurulmak suretiyle canliiginin uzun yillar muhafaza
edilmesi olarak bilinen kriyopreservasyon isleminde amag, ¢ok disuk sicaklikta canh bir

hicrenin veya dokunun minumum hasarla fonksiyon kaybi olmaksizin uzun sdreli
saklanmasidir (1).

Spermanin dondurulmasi-gézdirilmesi esnasinda olusan membran lipit faz
degdisimi, ozmotik-mekanik strese ve ortamdaki serbest oksijene bagli olarak gelisen lipit
peroksidasyonu ve bunun sonucu olarak olusan serbest oksijen radikalleri (stiperoksid
anyon radikali, hidroksil radikali, hidrojen peroksit), hiicre digi kristal olusumu, membran
proteinlerindeki denaturasyon, hiicre organellerinde yapisal deformasyon, DNA’da
kirilmalar ve hiicresel lizis antioksidanlarin ilavesiyle azaltilabilmekte ve ¢6zim sonu

" Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan 17.KARIYER.65 nolu proje ile desteklenmistir.
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spermatozoon fonksiyonlarini iyilestirmektedir (2-4).
Spermanin dondurulmasi-¢dzdirilmesi, olusan ROS
Urinlerinin yarattigi oksidatif stresle ve spermatozoon
membranindaki sulfidril gruplarinin yeniden
dizenlenmesiyle yakin iligkilidir. Bununla beraber,
sulfidril gruplarinda acilmalar, miktar ve dagiliminda
degisimler, spermatozoonda erken kapasitasyon,
spermadaki bazi antioksidan seviyelerinde dusme ve
taze spermaya gore lipit peroksidasyona daha duyarli
hale gelmektedir (5-7).

Sperma sulandiricilara katilan bazi antioksidanlarin
kisa ve uzun sureli saklamada ortamda olugan lipit
peroksidasyonun yarattiyi oksidatif hasari minimize
ettigi, canliligi korudugu, spermatozoonlarin kalitesini ve
fonksiyonlarini gelistirdigi bildiriimektedir (4).

Safran, iyi bilinen antioksidan 0&zelliklere sahip
iridaceae ailesine ait safran gigeginin (Crocus sativus L.)
kurutulmasindan elde edilir. Safran iran, ispanya, italya,
Yunanistan ve Hindistan'da yogun olarak
yetistiriimektedir. Renk, tat ve kokusu nedeniyle bir gida
katki maddesi olarak kullanilir. Safran geleneksel olarak
sifali bir bitki olarak degerlendiriimektedir. Arastirmalar
(8-12), safranin ve aktif bilesenlerin ¢ok cesitli
farmakolojik etkileri oldugunu gdstermistir. Safranin ve
onun aktif bilegenlerinin terapétik etkileri arasinda, cinsel
potansiyel uyarici, serbest radikal stpuricisu etkisinden
dolayr antioksidan &zelligi, anti-mutasyon 6&zellidi,
genetik koruma etkisi, spermatozoon morfolojisi ve
motilitesine olan olumlu etkileri bulunmaktadir. Safran,
infertil erkeklerde (13) ve farelerde spermatozoon
morfolojisini ve motilitesini olumlu yénde etkiler. Safranin
temel bileseni olan Krosin (krogetin di-gentiobiyoz ester),
dogada bulunan, serbest radikalleri, 6zellikle siiperoksit
anyonunu supurerek bir antioksidan olarak gérev yapan
az sayidaki suda ¢oézunUr karotenoidlerden biridir (14).

Safran metaboliti olan krosinde antioksidanlarin
6zel bir grubu olan karotenoidler gibi bitki turevi
bilesiklerden olusur. Karotenoidlerin ROS kaynakli birgok
hastaligi (6rnegin; kanser, diyabet, varikosel) azaltip
Onleyebildigine dair glgli kanitlar mevcuttur (15).
Karotenoidler konjuge ¢ift kenar baglarin genis bir
sistemi ile donatimistir. Bunlar, en etkili ‘o,
supdricilerinden biri olarak ve ayrica hiicresel lipid gift
tabakalarinda c¢alisan ROS temizleyiciler olarak
distnalir. Dahasi, karotenoidler LPQO'ya karsi 6zel
koruma saglayabilirler (16). Ochiai ve ark. (17) serum /
glukozdan yoksun Pc-12 hdicrelerinin  hiicre zari
Uzerindeki baslangi¢c eylemine odaklanarak krosinin
noroprotektif  etkisini  arastirdiklari  ¢alismalarinda
krosinin antioksidan etkisinin a-tokoferoliinkinden daha
guclu oldugunu ileri sirmektedirler.

Bu arastirma aromatik bir bitki olan safranin
metaboliti olan krosinin farkl oranlarda (0.5, 1 ve 2 mM)
Merinos kog¢ sperma sulandiricisina ilave edilmesinin
dondurma-gézdirme sonrasl motilite, anormal
spermatozoon oranlari, HOST/HE test, DNA hasari ve
oksidatif stres Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
yapilmigtir.
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Bu calismada hayvan materyali olarak Afyon
Kocatepe Universitesi Hayvancilik Uygulama ve
Arastirma Merkezinde vyetistirilen 2-3 yaslarindaki
Merinos irki 5 bas kog¢ kullanildi. Calismada kullanilan
koglarin bakim ve beslenmesi igin Afyon Kocatepe
Universitesi Hayvancilik Uygulama ve Aragtirma
Merkezi'nin bakim ve beslenme kosullarindan
yararlanildi. Calisma suresince hayvanlara yapilan tim
miidahaleler Afyon Kocatepe Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan bildirilen kurallar
dogrultusunda 03/05/2017 tarihli (AKUHADYEK 195-17)
referans no’lu ve 66 saylll etik kurul onayl ile
gerceklestirildi.

Koglardan sperma suni vajen yardimiyla alindi.
Asim sezonunda dizenli olarak koglardan haftada bir
kez alinmak Uzere her bir kogtan 6 toplamda 30 ejakuilat
toplandi. Calismada sulandirici olarak Tris kullaniimig
olup daha sonra farkli konsantrasyonlarda krosin
(crocetin  digentiobiose ester-17304, >%99, Sigma
Aldrich Co. USA), (0.5 mM, 1 mM, 2 mM) ve herhangi bir
antioksidan eklenmeyerek (kontrol) 4 farkli grup
olusturuldu. Ayri ayri tiplere alinan sperma 6rnekleri bir
tipte birlestirilerek (pooling) spermatolojik muayeneleri
yapildiktan sonra 4 esit hacme ayrildi. Sperma 6rnekleri
onceden hazirlanmig %5 gliserollt farkh antioksidanlar
iceren sulandiricilarla mL’de 150x10° olacak sekilde
dozajlanarak sulandirildi. Sulandirma islemini
muteakiben ornekler 0.25 mL’lik farkh renklerdeki
payetlere cekilerek 5 °C’de 3 saat ekilibrasyona tabi
tutulduktan sonra azot buharinda (~ -110 °C) 15 dk
icerisinde dondurularak in vitro degerlendirmelere kadar
sivi azot igerisinde (-196 °C) depolandi.

Spermatolojik Muayeneler: Sperma motilitesi
37°C’ta 1sitma tablah faz kontrast mikroskopta (Olympus
CX31, Olympus Optical Co., Ltd., Japonya) ve en az 3
alan olacak sekilde 200x ve 400x lik blyltmede
degerlendiriidi ve % olarak kaydedildi. Anormal
spermatozoon orani Giemsa boyama ydntemiyle
boyanan slaytlar immersiyon objektif altinda (100x)
incelenerek cesitli spermatozoon kisimlarina (bas, orta
kisim ve kuyruk) ait bozukluklar ve bunlarin goérilme
oranlari tespit edildi (18). Her slaytta 200 hicre sayildi
ve % olarak kaydedildi. Spermatozoon membran
bitinligu ve canliiginin belirlenmesi amaciyla HOST-
HE testi uygulandi (19). Sperma d&rneklerinin 100
mOsm/L’ye ayarlanmis HOST (sodyum sitrat-fruktoz)
sollisyonu igerisine %1’lik eozin-Y ilave edildi ve 35 ° C
de 30 dakika inkiibe edildi. inkilbasyon sonrasi froti
cekilen lamlar hizlica kurutularak hazirlandi. Hazirlanan
preparatlarda toplam 200 hticre sayildi ve spermatozoon
basinin boya alma ve kuyrugunun kivrilma durumuna
gore (Tip I: kuyruk sismis ve bas boya almamis, HOS +
/E- ;Tip Il: kuyruk sismemis ve bas boya almamis, HOS-
[ E-; Tip Ill: kuyruk sismis ve bas boya almig, HOS +/ E
+; Tip IV: kuyruk sismemis ve bas boya almig, HOS- / E
+) degerlendirildi. Spermatozoon DNA hasarinin
belirenmesinde Comet assay metodu kullanildi. Comet
assay olarak da adlandirilan bu yontemde alkali pH da
farkh molekul agirliklarina ve elektrik ylikine sahip DNA
molekdllerinin elektriksel alanda gégleri esasina dayanir.



Cilt : 33, Sayi: 2

Degerlendirmede ise elde edilen DNA migrasyon
gOruntllerine gére yapilmakta olup farkl asamalardan
olusmaktadir (20, 21). Oksidatif stres parametrelerinden
total antioksidan seviyesi (TAS) ve total oksidan seviyesi
(TOS) Erel (22, 23)'in gelistirdigi metoda gére, numune
ve ayiraglar karigtiriidiktan sonra spektrofotometrede
kinetik okuma yapilarak gerceklestirildi.

istatistiksel Analiz: Onemlilik testlerinden 6nce,
tim degdiskenler parametrik test varsayimlarindan
normallik ydninden Shapiro Wilks testi ile, varyanslarin
homojenligi yoninden ise Levene’s testi ile incelendi.
Normal dagilim gdsteren degiskenler arasi farklihgin
istatistiksel acidan kontroli tek yénlu varyans analizi
(One-Way ANOVA) ile degerlendirildi. Gruplar arasi
farkin anlamh c¢iktigi degiskenler igin ileri asama (post-
hoc) testi olarak Duncan testinden yararlanildi. Tim
istatistiksel analizler minimum %5 hata payi ile incelendi.
SPSS 16.0 paket programindan vyararlanildi. P<0.05
diizeyi anlamli olarak kabul edildi. Sonuglar ortalama *
standart hata olarak verildi.

Bulgular

Dondurma-Gézdiirme Sonrasi Spermatolojik
Parametreler: Dondurma-¢ézdiirme sonrasi elde edilen
subjektif motilite ve anormal spermatozoon orani ile ilgili
elde edilen bulgular Tablo 1°de sunulmustur. Buna gére
subjektif motilite yontinden 05 mM ve 1 mM krosin iceren
grubun kontrol gurubuna gére belirgin bir Gstinlik
sagladigi  (P<0.05) gobzlendi. Ayrica anormal
spermatozoon orani agisindan kontrol grubuna goére 1
mM krosin iceren gruptaki azalma oOnemli (P<0.05)
bulunmustur.

Dondurma-Goézdiirme Sonrasi HE-Test
Parametreleri: Dondurma-¢dzdirme sonrasi HE-test
acisindan elde edilen bulgular Tablo 2’de verildi.
Modifiye HOS Test yoniinden degerlendirildiginde, H+/E-
orani agisindan kontrol grubuna gére 1 mM krosin
grubundaki artig, H-/E- orani yoniinden kontrol grubuna
gbére 2 mM krosin grubundaki azalsg ve H-/E+ orani
bakimindan kontrol grubuna gére 2 mM krosin
grubundaki artisin dnemli (P<0.05) oldugu belirlendi.

Dondurma-Goézdirme Sonrasi DNA Hasarlan:
Dondurma-¢ézdirme sonrasi DNA hasari ydnunden
elde edilen bulgular Tablo 3'de sunuldu. Buna goére
kontrol grubuna gére 0.5 mM ve 1 mM krosin iceren
gruplardaki azalmalar istatistiki olarak 6nemli (P<0.05)
bulundu.

Dondurma-Coézdiirme Sonrasi Oksidatif Stres
Parametreleri: Dondurma-¢ézdirme sonrasi oksidatif
stres parametrelerine ait bulgular Tablo 4’de verildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, spermatozoon TAS
dizeyleri bakimindan, 0.5 mM ve 1 mM krosin
gruplarindaki azalmalar ile TOS dizeylerine gore tim
antioksidan gruplarindaki azalma istatistiki olarak 6nemli
(P<0.05) bulundu.
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Tablo 1. Dondurma-¢dzdirme sonrasi motilite ve

anormal spermatozoon oranlari ()? + SEM, n:30)

Gruplar Motilite (%) Anormal Spermatozoon Orani Toplam
Bas OrtaKisim  Kuyruk (%)
(%) (%) (%)

Kontrol 31.6+3.07° 56035  0.80.16°  10.2+0.58*  16.9+0.67°

0.5mM 433+333"  56:042  04:023%  7.6+0.84" 13.7+1.37%

1mM 60.0+2.58°  58+0.42  0.1:0.16" 5.5+0.53" 12.4+0.78"

2mMm 38.3+3.07°  5.8:0.82  0.1x0.10" 7.30.85% 14.30.81%

P 0.000 0.774 0.045 0.011 0.046

a-c: Her bir sutun igerisinde farkli harf tasiyan degerler
arasindaki farklar istatistiki agidan 6nemlidir (P<0.05).

Tablo 2. Dondurma-gézdirme sonrasi HE-test
parametreleri (X +SEM, n: 30)
Gruplar H+/E- H-/E- H+/E+ H-/E+
(%) (%) (%) (%)
Kontrol 29.3+3.36"  20.3+1.22° 25.5+1.64™  24.8+3.86"
0.5 mM 28.1£2.71°  17.6+1.28%®°  26.3+1.68°  27.8+2.16"
1mMm 40.3+2.94*  18.5+1.45®  21.0¢2.39°  20.1+2.37°
2mMm 18.6£1.38°  15.1+1.30°  29.1+0.65*  37.0+2.12°
P 0.000 0.077 0.024 0.002

a-c: Ayni sutun igerisindeki farkh harf tasiyan degerler
arasindaki farklar istatistiki olarak 6nemlidir (P < 0.05). H+/E-;
kuyruk sismis ve bas boya almamis, H-/E-; kuyruk sismemis ve
bas boya almamis, H+/E+; kuyruk sismis ve bas boya almis, H-
/E+; kuyruk sismemis ve bas boya almig

Tablo 3. Dondurma - ¢dzdiirme sonrasi DNA Hasarlari
(X = SEM, n:30)

Gruplar DNA (AU)
Kontrol 62.3+1.85°
0.5mM 48.8+1.47°
1mMm 35.8+1.77°
2mMm 66.5+2.17°
P 0.000

a-c: Sutun icerisindeki farkli harfler tasiyan degerler arasindaki
farklar istatistiki agidan énemlidir (P < 0.05).

Tablo 4. Dondurma-gdzdirme sonrasi oksidatif stres
parametreleri (X + SEM, n:30)

TAS TOS
Gruplar (mmoI_Troon hidrojg]nrggll'oksit-
Equiv./L) Equiv./L)
Kontrol 2.740.27% 8.1+0.21%
0.5 MM 2.5+0.01° 6.7+0.51°
1mM 2.5+0.03" 5.2+0.55°
2mM 2.6+0.01%° 5.3+0.39°
p 0.001 0.000

a-c: Her bir sttundaki farkli harf tasiyan degerler arasindaki
farklar istatistiki agidan o6nemlidir (P < 0.05). TAS; Total
antioksidan seviye, TOS; Total oksidan seviye
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Tartigsma

Dondurulmus-¢ézdiarilmids  spermada  azalan
antioksidan kapasite ve artan reaktif oksijen radikal
olusumu, spermatolojik 6zellikleri ve fertiliteyi olumsuz
olarak etkiler. Dondurulmus-¢ézdirilmis sperma, taze
spermaya gOre peroksidasyona daha duyarlidir. Son
zamanlardaki arastirmalar spermanin  saklanmasi
sirasinda infertiliteye yol acan en 6nemli sebep olarak
spermatozoon membran lipidlerinin peroksidasyonunu

gOstermektedir. Bu nedenle kog  spermasinin
dondurulmasinda, ¢6zdirme sonrasi spermatolojik
parametreler Uzerine olumlu etkileri  olabilecegi

distndldiginden, sperma sulandiricilarina antioksidan
maddeler katilmaktadir

Calismada ¢6zim sonrasi, 6 denemeden elde
edilen subjektif motilite agisindan 0.5 mM ve 1 mM
krosin iceren gruplar kontrol grubuna gére belirgin bir
Ustinlik saglayarak istatistiki acidan Onemlilik arz
etmektedir (P<0.05). Anormal spermatozoon orani
acisindan 1 mM krosin igeren grup kontrol grubuna gére
olumlu etki yaparak istatistiki agidan 6nemlilik arz
etmektedir (P<0.05). Modifiye HOS Test yoninden
degerlendirdirildiginde, H+/E- orani agisindan kontrol
grubuna goére 1 mM krosin grubundaki artigin dnemli
(P<0.05) oldugu belirlendi. Elde edilen veriler birgok
farkhh hayvan grubunda yapilan calismalar ile uyum
icersindedir. Sapanidou ve ark. (15) bogalarda sperma
sulandiricisina farkl dozlarda krosin (0.5 mM, 1 mM ve
2mM) ilave ettikleri calismalarinda, 1 mM ilave edilen
krosinin kapasitasyona ve akrozom reaksiyona giren
spermatozoon  ylzdesini artirdigini  ve  bdylece
spermatozoonun fertilite kapasitesine olumlu katki
yaptigini bildirmektedirler. Mata-Campuzano ve ark. (24)
kog sperma sulandiricisina 4 farkli antioksidan ilave
ettikleri ¢calismalarinda ¢6zUm sonu krosin ilave edilen
grubun  spermatolojik  parametreleri  korudugunu
bildirmektedirler. Mardani ve ark. (14) ratlarin diyetlerine
ginlik 100 mg/kg safran ve vitamin E ilave ettikleri
galismalarinda 60 gunlik uygulama sonrasi epididimal
spermatozoon motilitesi, anormal spermatozoon oranini
agisindan kontrol grubuna gore safran ve vitamin E ilave
edilen gruplarin daha iyi degerlere sahip oldugunu
bildirmektedirler. Heidary ve ark. (13) haftada 3 kez 50
mg safranin 3 ay slreyle uygulanmasinin normal insan
spermatozoon morfolojisi ve motilitesini Gnemli derecede
arttirdigini (P<0.001)  bildirmiglerdir.  Dominguez-
Rebolledo ve ark. (25) kirmizi geyik sperma
sulandiricisina melatonin, alfa lipoik asit, trolox ve krosin
ilave ettikleri gcalismalarinda ¢6zim sonu Trolox ve
krosin'in  spermatolojik parametreleri ve antioksidan
sistemi korudugunu bildirmiglerdir. In vitro kosullar
altinda krosinin kirmizi geyiklerde dondurma-¢ézdirme
sonrasi spermatozoon motilitesinde iyilestirici bir etkisi
oldugu, bununla beraber krosinin, yardimci Ulreme
teknolojisi ¢calismalarinda koruyucu antioksidan etkisiyle
spermatozoon fizyolojisini etkileyebilecegi bildirilmistir.
Khazaei ve Moghbelinejad (26) normal spermatogenesis
gOsteren insanlarin sperma sulandiricilarina 50 mg/ml
safran ekstraktl ilave ettikleri g¢alismalarinda ekstrakt
ilave edilen grubun kontrol grubuna gdére dondurma
¢ozdirme sonrasi spermatozoon motilitesi, canlihdi ve
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yogunlugu  agisindan  koruyucu  etki  yaptigini
bildirmektedirler. Asadi ve ark. (27) 16 giin boyunca 48
saat aralikla intraperitoneal 1 mg/kg kadmiyum ile
indiiklenmig ratlara intraperitoneal 16 giin boyunca 100
mg/kg safran enjekte ettikleri ¢calismalarinda uygulama
sonras! safranin kadminyumun testikiler toksisitesine
karsin epididimal spermatozoon sayisini, motilitesini ve
canlihgini artirdiyini bu nedenle kadmiyuma maruz
kalmis infertil erkeklerin tedavisinde safranin yararl
olabilecegini bildirmislerdir. Ancak ¢calismada elde edilen
sonuglar Safarinejad ve ark. (28) infertilite tanisi konmus
260 erkekte 26 hafta boyunca yaptiklari ¢alismalarinda
130 kisiye gunlik 60 mg/kg safran 130 kisiye ise normal
diyet uyguladiklari arastirmalarinda c¢alisma sonrasi
spermatozoon yogunlugu, motilitesi ve morfolojileri ile
seminal plasma oksidatif stres parametreleri ydniinden
gruplar arasinda istatistiki bir fark olmadigini bildirdikleri
calisma ile uyum gdstermemektedir.

DNA hasari yéninden kontrol grubuna goére 0.5
mM ve 1 mM krosin igeren gruplardaki azalmalar
istatistiki olarak dnemli (P<0.05) bulundu. Yapilan bazi
calismalarda DNA hasari yoninden elde edilen
koruyucu etkiye benzer sonuglar alinmistir. Premkumar
ve ark. (29) farelerde farkh dozlarda safran (20, 40 ve 80
mg/kg) ile tedavinin, anti-timor ilaglarla indiiklenen DNA
hasarini dnemli dlclide azaltabilecegini bildirmektedirler.
Mata-Campuzano ve ark. (24) ko¢ sperma
sulandiricisina 4 farklh antioksidan ilave ettikleri
¢aligsmalarinda ¢6zim sonu krosin ilave edilen grubun
DNA hasarini azalttigini bildirmektedirler. Mardani ve
ark. (14) ratlarin diyetlerine giinlik 100 mg/kg safran ve
vitamin E ilave ettikleri caligmalarinda 60 gunlik
uygulama sonrasi DNA hasari yoninden Kkontrol
grubuna gore safran ve vitamin E ilave edilen gruplarin
daha iyi bir koruyucu etki gosterdigini bildirmektedirler

Dondurma-gézdiirme sonrasi  oksidatif stres
parametrelerine  yoniinden kontrol grubu ile
karsilagtiriidiginda, spermatozoon TAS  duzeyleri
bakimindan, 0.5 mM ve 1 mM krosin gruplarindaki
azalmalar ile TOS dizeylerine gore tim antioksidan
gruplarindaki azalma istatistiki olarak 6nemli (P<0.05)
bulundu. Bakhtiary ve ark. (30) haftalk 15 mg
siklofosfamid ile indiiklenmis farelerin diyetlerine 8 hafta
boyunca gunlik 200 mg/kg krosin ilave ettikleri
galismalarinda uygulama sonucunda siklofosfamidin
neden oldugu toksititiye karsi krosinin serbest radikalleri
supulricu etkisi ile spermatozoon kalitesini artirdigini
bildirmektedirler. Tseng ve ark. (31) safran metaboliti
olan  krosetinin ratlarda ROS ile indiklenen
hepatotoksisite ve genotoksisiteye karsi koruyucu etkiyi
superoksit anyonu ve serbest radikalleri supulrerek
ortaya koydugunu bildirmektedirler. Sapanidou ve ark.
(15) bogalarda sperma sulandiricisina farkh dozlarda
krosin (0.5 mM, 1 mM ve 2mM) ilave ettikleri
calismalarinda, 1 mM ilave edilen krosinin spermatozoon
hicre ici ROS seviyelerinin  disurdugini, MDA
seviyesini azalttigini bildirmektedirler. Calismada tiim
antioksidan gruplarda TAS dizeylerinin distk oldugu
gOrulmektedir. Ayni zamanda bu gruplarda TOS
dizeyleri de dusmustir. Bu durumun spermanin
dondurulmasiyla beraber artan oksidan maddeleri
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nétralize etmek amaciyla antioksidanlarin yodun olarak
kullanilmasindan kaynaklanmig olabilecegini
distnlyoruz.

Sonug olarak yapilan ¢alismada ko¢ spermasinin
dondurularak saklanmasinda spermaya katilan farkl
dozlardaki krosinin 1 mM grubunun spermatozoon
motilite, anormal spermatozoon orani, HE-test orani,
oksidatif stres ve DNA hasari yontinden kontrol grubu ve
diger gruplara gére en iyi korumayi sagladigi géruldd.
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