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ARASTIRMA

Ginkgo Bilobanin Sperma Sulandiricilarina ilavesinin Kog
Spermasinin Dondurulmasina Etkisi

Yiksek dizeyde antioksidan Ozelligi bilinen Ginkgo Biloba’nin ko¢ spermasinin dondurulmasi
sirasinda olusan oksidatif stresi baskilayarak dondurma kalitesini artirmasi hedeflenerek bu
calisma yapilmistir. Bu amacla 6 adet Akkaraman irki koglardan toplanan spermalar pooling yapildi
ve kontrol ile deney gruplarina esit paylastirildi. Deney gruplar [Grup 1: %4 GB, Grup 2: %2 GB,
Grup 3: %1 GB, Grup 4: %0.5 GB, Grup 5: %0.25 GB ve Grup 6: Kontrol (%0 GB)] olusturulduktan
sonra sulandiriimig-sogutulmus spermalar gliserolizasyon-ekilibrasyon islemine tabii tutulup 0.25
ml’lik mini payetlere cekildi ve otomotik dondurma cihazinda donduruldu. Dondurulup-gézdurtlen
spermalarda CASA ile spermatolojik ve kinematik analizler, akis sitometri ile canlilik, akrozomal
hasar ve mitokondriyal membran potansiyeli analizleri yapildi. Ayrica HOS test ile membran
butinligu belirlenirken, oksidatif stres analizleri ile vitamin, yag asitleri ve kolesterol diizeyleri de
Olguldi. Yapilan analizler sonucunda %0.25 ve %0.50 GB igeren gruplarin kontrol grubuna gére
total, progresif, rapid motilite, canllik ve yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli diizeyinde artis
sagladigr gortlmistir. Deney gruplarindan %4 GB igeren grubun ise yapilan analizlerde
spermatozoonlar Uzerinde zararli etki olusturdugu belirlenmistir. Oksidatif stres analizleri
sonucunda %4 GB hari¢ diger deney gruplari kontrole gére GSH diizeyini artirmistir. Ayrica %1 GB
GSH-Px, %0.25 ve %1 GB CAT ve %4 GB ise MDA diizeyinde kontrole gore artis saglamistir.
Kontrol grubuna gére %2 GB iceren grup MDA, %4 GB igeren grup ise SOD dlzeyinde 6nemli
azalma saglamistir. Deney ve kontrol gruplari arasinda vitamin, yag asitleri ve kolesterol duzeyleri
arasinda herhangi bir farkllik tespit edilememistir. Sonug olarak; koglarda sperma sulandiricilarina
%0.25-%0.50 GB ekstresinin ilave edilmesinin spermanin dondurma kalitesini artirdigi
belirlenmigtir.

Anahtar Kelimeler: Kog, dondurarak saklama, ginkgo biloba, oksidatif stres, akis sitometre

Effect of the Addition of Ginkgo Biloba to Semen Diluents on Freezing Ram
Semen

This study was conducted for increasing the freezing quality by suppressing the oxidative stress
that occurs during the freezing of ram semen by suppressing the oxidative stress by Ginkgo Biloba,
which is known for its high level of antioxidant property. For this purpose, semen collected from 6
Akkaraman breed rams was pooled and distributed equally to the control and experimental groups.
After the experimental groups [Group 1: %4 GB, Group 2: %2 GB, Group 3: %1 GB, Group 4: %0.5
GB, Group 5: %0.25 GB ve Group 6: Control (%0 GB)] were formed, the diluted-cooled semen
were subjected to the glycerolization-equilibration process, drawn into 0.25 ml mini straws and
frozen in an automatic freezing device. Spermatological and kinematic analyzes were performed on
frozen-thawed semen using CASA, and viability, acrosomal damage and mitochondrial membrane
potential analyzes were performed on flow-cytometry. In addition, membrane integrity was
determined with the HOS test, while vitamin, fatty acid and cholesterol levels were measured with
oxidative stress analysis. As a result of the analyses, it was seen that the groups containing 0.25%
and 0.50% GB provided an increase in total, progressive, rapid motility, vitality and high
mitochondrial membrane potential compared to the control group. In conclusion; it has been
determined that adding 0.25%-0.50% GB extract to semen extenders in rams increases the
freezing quality of semen. Among the experimental groups, it was determined that the group
containing 4% GB had a harmful effect on spermatozoa. As a result of oxidative stress analyses,
except for 4% GB, all experimental groups increased GSH levels compared to the control. In
addition, 1% GB GSH-Px, 0.25% and 1% GB CAT and 4% GB increased MDA levels compared to
the control. Compared to the control group, the group containing 2% GB provided a significant
decrease in MDA levels, and the group containing 4% GB provided a significant decrease in SOD
levels. No difference were detected in vitamin, fatty acid and cholesterol levels between the
experimental and control groups.

Key Words: Ram, cryopreservation, ginkgo biloba, oxidative stress, flow-cytometer

Girig

Spermanin dondurularak uzun sireli saklanmasi, spermalarin tagsinmasini ve
kontrol altina alinmasini saglamaktadir. Ayrica bu iglem degerli bir damizlik hayvanin
yasamini yitirmesinden sonraki zamanlarda bile Ustiin nitelikli genetik materyalinin uzun
sureli kullaniimasina olanak saglamaktadir. Ancak koglarda spermanin dondurulma
islemi yapilan birgok g¢alismaya ragmen henliz basarili bir seviyeye ulasamamistir. Bu
tirdn spermasinin diger tirlere goére farkl lipid yapisina sahip olmasi bu sorunun temel

" Bu galisma altyapi projesi olarak Firat Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir (VF.21.13).
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nedeni olarak disunilmektedir. Ayrica dondurma
isleminin ko¢ spermasinda cesitli fiziksel ve kimyasal
stresleri olusturmasi bu islemin basarisini olumsuz
yonde etkilemektedir (1). Bu stres c¢esitlerinin
spermanin dondurulmasi sirasinda spermatozoonlar
Uzerindeki olugturdugu hasarlari azaltmak ve dondurma
kalitesini arttirmak amaciyla sperma sulandiricilarina
pek ¢ok antioksidan madde ilave edilmis fakat hala
istenilen basariya ulagilamamistir (2-4).

Ginkgo Biloba (Egb 761 - GB) en cok Cin’de
bulunan yaklasik 30 m boyunda bir agactir. Bu agag;
Mabet agaci, Kizsagl agaci ve Japon eridi olarak da
bilinmektedir. Ginkgoiae sinifinin diinyada yetisen tek
Uyesi ginkgo bilobadir (5). Ginkgo biloba, bu agacin
yapraklarindan 27 basamakli bir ekstraksiyon islemi
sonucunda elde edilen bir bitki ekstresidir. Bu
ekstraksiyon isleminin son rlini olarak %24 flavonoid
glikozitleri (kuersetin, kaemferol, izoramnetin vb), %6
terpenoidleri (%3.1 ginkgolid A, B, C ve J ile %2.9
bilobalid), %5-10 organik asitleri ve dider birgok bileseni
ihtiva ettidi bildirilmektedir (6). Spermatozoon plazma
membrani dondurma isleminin neden oldugu hasarlarin
primer organelidir (1).

Dondurma-¢ézdirme islemleri esnasinda
meydana gelen sicaklik degisimi, memeli
spermatozoonlarinda fiziksel ve kimyasal strese yol
acarak plazma membranindaki lipid kompozisyonunda
degisiklige neden olmaktadir (7, 8). Ko¢ spermasinin
dondurulmasi esnasinda meydana gelen hasarlarin,
buz kristal olusumundan dolayr oksidatif stres
dizeyindeki artisin indUkledigi membran lipidlerinin
peroksidasyonuna bagh oldugu ileri surilmektedir (9).
Dondurma  ¢bdzdirme  islemi  sonucunda  kog
spermasinda motilite kayiplari, 6lu ve anormal
spermatozoon oranlari ile hasarli plazma ve akrozom
membranli spermatozoon oranlarinda artis (10, 11),
oksidan-antioksidan dengede bozulmalarin gdstergesi
olan LPQO’da artis ve antioksidan aktivitede azalma (10),
membran lipid kompozisyonunda degisiklik (12, 13) gibi
pek ¢ok hasarlara neden oldugu bildiriimektedir.

GB ekstraktinin testis hasarina karsi koruyucu
etkinligini destekleyen pek ¢ok calisma mevcuttur (14,
15). Ayrica GB’nin ana bilesenlerinden biri olan
kuersetin ratlarda spermatozoon motilitesi, canlihgi ve
konstrasyonunu artirmistir  (16). Ginkgo Biloba
ekstresinin erektil disfonksiyonun tedavisinde
kullanildidi birgok calisma ile tespit edilmistir (17-19).
Bu olumlu etkilerinin yani sira GB ekstraktin isvigre
farelerinde dusuk gebelik indeksine neden olmasi ve
erkeklerinde kauda epididimis ile prostat agirliklarinda
azalmaya neden oldugu belirlenmigtir (20). Ek olarak bu
ekstraktin ylksek dozlarinin hamsterlarin oositlerinin
zona pellucidasina spermatozoon penetrasyonunu
azaltmasi (21) ve insanlarda 24 saatlik bir saklama
sonrasi  spermatozoon motilitesini inhibe etmesi
belilenen diger 6zellikleridir (22). Bu c¢alismada
Tristyumurta sarisi sulandiricisina farkli oranlarda
Ginkgo Biloba ekstresi ilavesinin ko¢ spermasinda
antioksidan 6zellikler ve dondurma kalitesine etkilerinin
degerlendiriimesi amaclanmistir.
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Hayvan Materyali: Klinik olarak saglkli olan,
genital organ muayenesi sirasinda herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmayan, ortalama 60-65 kg canl
agirhginda 2 yaslarinda 6 adet Akkaraman irki kog
kullanildi. Deneysel calismalar baslamadan 6nce ve
tum calisma boyunca koglar kaliteli kaba yem ve
konsantre yemlerle beslendi. igme suyu ad libitum
olarak saglandi.

Ginkgo Biloba Ekstresinin Sulandiriimasi ve
Calisma Gruplarinin Olusturulmasi: Bu amagla 2.4 g
GB toz ekstresi (Nurbal Sifa Merkezi, istanbul, Tiirkiye)
Uzerine 7.6 mL distile su ilave edilerek vortekslendi ve
¢ozilme saglanip %16 GB stok solisyonu (SS) elde
edildi. Stok sollisyonlar Tris+tyumurta sarisi sulandiricisi
(TYSS) ile tekrar seyreltildi [GB %8: 2 mL GB SS + 2
mL TYSS, GB %4: 1 mL GB SS + 1 mL distile su + 2
mL TYSS, GB %2: 0.5 mL GB SS + 1.5 mL distile su +
2 mL TYSS, GB %1: 0.25 mL GB SS + 1.75 mL distile
su + 2 mL TYSS, GB %0.5: 0.125 mL GB SS + 1.875
mL distile su + 2 mL TYSS, Kontrol: 2 mL distile su + 2
mL TYSS].

Deneysel Dizayn ve Spermanin iglenme Siireci:
Koglardan suni vajen yardimiyla spermalar toplandi.
Laboratuvara getirilen spermalarin motilite ve yogunluk
tayinleri bilgisayar destekli sperm analiz (CASA-
ISASv1, Proiser, Spain) cihazi kullanilarak yapildi.
Alinan spermalarin arastirmada kullanilabilmesi igin
total motilitesi %70’in ve yogunlugu 2 milyarin tzerinde
olma sarti arandi. Bu sarti saglayan spermalar daha
onceden hazirlanmis TYSS ile 1:1 oraninda sulandirildi.
Sulandirilan spermalar pooling yapildi. Pooling ¢calisma
gruplarinin her birine 2’ser ml olacak sekilde bdlindu ve
calisma gruplari ile birlegtiriidi. Bu sayede deney
gruplari [Grup 1: %4 GB, Grup 2: %2 GB, Grup 3: %1
GB, Grup 4: %0.5 GB, Grup 5: %0.25 GB ve Grup 6:
Kontrol (%0 GB)] olusturuldu. Daha sonra sulandiriimig
spermalarin  sicakligi  sogutma kabininde 5°C’ye
disuraldu ve ayni oranlarda GB iceren %10 gliserollu
TYSS ile deney gruplari kademeli bir sekilde birlestirildi.
Bu islemin akabinde spermalar sojutma kabininde 4
saatlik bir bekleme islemine tabii tutuldu ve spermalar
0,25 ml'lik mini payetlere cekildi. Otomatik dondurma
cihazinda (Microdigitcool, IMV, Fransa) donduruldu.
Dondurulmus spermalar -196°C’deki sivi azot igeren
konteynerlerde saklandi. Dondurma isleminden 24 saat
sonra payetler 38°C sicakliktaki su igerisinde 25
saniyede  ¢ozdurildi.  Cozdirtlen  spermalarda
spermatolojik ve akis sitometrik analizler ile vitamin ve
yag asitleri diizeyleri 6lguld.

Spermatolojik Analizler

Motilite ve Kinematik Parametrelerin Analizi:
Bu asamada CASA sistemi kullanilarak spermalarda
motilite ve kinematik parametre tayinleri yapildi.
Cozdurilen spermalar 1:4 oraninda Tris buffer ile
sulandirildi ve 6zel lam (Spermtrack 20 pm) lGzerine 3
ML koyuldu. Motilite moduliu Gzerinden total, progresif
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motilite (hizh, orta ve yavas hizda hareket eden
spermatozoon oranlari ile birlikte) oranlan (%),
kinematik parametre degerleri [(VCL- Egrisel hiz (um/s);
VSL-Dogrusal hiz (um/s); VAP- Ortalama yol hiz
(um/s); LIN- Dogrusallik (Egrisel yolaklarin dogrusalhgi,
%); STR- Dogrusallik (Ortalama yolun dogrusalligi, %),
WOB: Kararsizlik (Gergek yolakta ilerlerken izlenen
dalgalanmanin 6l¢isu, %), ALH- Spermatozoon basinin
ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptigi uzaklik
(um); BCF- Capraz gegcis frekans ritmi (Egrisel yolagin
ortalama yolaktan gegme frekansi, Hertz)] kaydedildi.

Membran Biitiinliigiiniin Belirlenmesi (HOS
Test): Cozdirilen ve 1:5 oraninda sulandirilan
spermadan 50 pL alinip Uzerine 500 pL hipotonik
solusyon (0.49 g sitrik asit, 0.9 g fruktoz, 100 mL distile
su) ilave edildi. Etlv igerisinde 38°C’de 60 dakika
inkibasyona birakilan spermalardan 15 pL alinip lam
lizerine damlatildi ve lamelle kapatildi. Faz-kontrast
mikroskobun 400x buyutmesi kullanilarak 200 adet
spermatozoon sayildi. Sismis bas ve kivriimis kuyruklu
saglam spermatozoonlarin orani % olarak ifade edildi.

Akig Sitometrik Analizler: Bu analiz igin her
grupta ¢ozdirilen spermalar 3 esit pargaya ayrildi.
Ayrilan kisimlar PBS ile 99 kat sulandirildi. Gdzdurilen
spermalarin canlilik oranlarinin belilenmesi amaciyla
LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L7011, ThermoFisher
Scientific, USA) kullanildi. Sulandirilan spermalarin
lizerine 5 yL SYBR-14, 5 yL PI eklendi. Bu islemin
ardindan spermalar 38°C’deki etliv igerisinde karanlik
ortamda 30 dakika boyunca inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi akis sitometri cihaziyla (Cytoflex, Beckman-
Coulter, USA) canliik orani % olarak d&lgildd.
Akrozomal hasar dizeyinin belilenmesi amaciyla ise
Lectin PNA from Arachis hypogaea (peanut agglutinin),
Alexa Fluor™ 488 Conjugate (L21409, ThermoFisher
Scientific, USA) kullanildi. Bu iglem sirasinda
sulandirilan spermaya 5 pL Lectin PNA ve 3 pL PI
boyasi eklendi. Ayni inkiibasyon suresinin ardindan
akis sitometri cihaziyla total akrozomal hasar dizeyi %
olarak ol¢uldu. Mitokondriyal membran potansiyelinin
belilenmesi amaciyla  1,1'3,3-Tetraethyl-5,5',6,6'-
tetrachloroimidacarbocyanine  iodide (JC-1  Dye,
Mitochondrial Membrane Potential Probe, (T3168,
ThermoFisher Scientific, USA) kullanildi. Sulandirilan
sperma Uzerine 2.5 pL JC-1 eklendi. Ayni inkiibasyon
suresinin ardindan akis sitometri cihaziyla yiksek ve
distik membran potansiyeline sahip spermatozoonlar
ayri ayri gortintilendi ve % olarak ifade edildi (23).

Total lipid, Yag Asidi, Vitaminler ile Kolesterol
Analizleri

Lipidlerin Ekstraksiyonu: Sperma Orneklerinden
lipidlerin ekstraksiyonu, Hara ve Radin (24)’in bildirdigi
yonteme gore yapildi.

Total Lipid: Sperma &rneklerindeki total lipid
miktarlan Frings ve ark. (25)'nin bildirdigi metoda gére
fosfovanilin  reaktifi ile spektrofotometrik olarak
belirlendi.

Yag Asitleri: Doku ve vicut sivilarindaki yag
asitleri analizleri yapilirken yag asitleri % 2’lik sulfirik
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asit iceren metanolde metil esterlere donustirilerek
analiz edilmektedir. Bunun i¢in dnce lipid ekstraktlardaki
yag asitleri, yag asidi metil esterlerine donustirilmekte
ve daha sonra da yag asidi metil esterlerinin analizi
yapilmaktadir (26).

Vitaminler ve Kolesterol: Sperma lipid
ekstraktlarindaki vitaminler ve kolesterol analizi igin
yuksek performansli sivi kromatografi (HPLC) cihazi
kullanildi (27-30).

Oksidatif Stres Analizleri: Dondurulan kog
spermasi  Ornekleri oda sicakhginda ¢ozilmeye
birakildi. Daha sonra sperma 600 g x 10 dakika x 4°C
santrifij edildi. Hiicresel pelet ¢ kez damitilmis suyla
yikandi ve her seferinde santriflij uygulandi ve pelet
korundu. Daha sonra hiicresel pelet ayrildi, tartildi ve
1:10 (agirhk/hacim) oraninda damitilmig su ile
seyreltildi. Daha sonra tim numuneler Bullet Blender
Doku Homojenizatori (Next Advance Bullet Blender,
BBY24M-CE Model, Next Advance, Inc. Averill Park,
New York, ABD) ile hiz 10 ve slre 4'te homojenlestirildi.
Homojenat, MDA, GSH, CAT, GST, SOD'un miktarini
belirlemek icin 4°C'de 3.000 g'de 15 dakika boyunca ve
GSH-Px miktarini test etmek icin 55 dakika boyunca
10.000 g'de santrifiijlendi (Hettich Mikro 200R, Tuttleen,
Almanya). MDA, GSH, CAT, GST, SOD, GSH-Px
analizlerinde supernatanlar kullanildi.

MDA dizeyi Placer ve ark. (31), tarafindan
aciklanan yonteme gore test edildi. GSH diizeyi Ellman
ve ark. (32)'nin yontemiyle belirlendi. CAT aktivitesi
Aebi (33) yontemi kullanilarak ortaya cikarildi. GSH-Px
aktivitesinin 6lgimi Beutler (34) yontemiyle yapildi.
GST aktivitesini test etmek Habig ve ark. (35) metodu
kullanildi. SOD aktivitesi igin Sun ve ark. (36) metodu
kullanildi.  Protein konsantrasyonunun belirlenmesi,
Lowry ve ark. (37) tarafindan acgiklanan ydntem
kullanilarak gergeklestirildi.

istatistiksel Analizler: Biitiin istatistiksel analizler
icin SPSS (versiyon 22) istatistik programi kullanildi.
P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi. Yapilan
normallik analizi sonrasi gruplarin normal dagihm
gOstermedigi belirlendi. Kontrol ve GB ilaveli deney
gruplar arasindaki farkhhklari belirlemek igin non-
parametrik Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi ve
ikili karsilastirmalar icin de non-parametrik Mann-
Whitney-U testi tercih edildi.

Bulgular

Motilite ve Kinematik Parametreler: Cozdurilen
spermalardan %0.25 ve %0.50 GB kontrol grubuna
gbre 6nemli oranda (P<0.05) total, progresif motilite
degerlerinde ve hizli hareket eden spermatozoon
oranlarinda artis sagladi. Kontrol grubuna gére %4 GB
total, progresif motilite, hizli, orta ve yavas hareket eden
spermatozoon oranlarinda 6nemli oranda (P<0.05)
azalmaya neden oldu (Sekil 1 ve 2). Dondurma-
¢bzdirme sonrasi kinematik parametreler agisindan
yapilan istatiksel analizler sonucunda kontrol ve deney
gruplari arasinda istatiksel agidan herhangi bir farkhlik
tespit edilemedi (Sekil 3 ve 4).
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Sekil 1. Kontrol ve Deney Gruplarina ait dondurma-¢ézdiirme sonucu belirlenen total ve progresif motilite degerleri
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Sekil 2. Kontrol ve Deney Gruplarina ait dondurma-g6zdiirme sonucu belirlenen hizl, orta ve yavas hareket eden spermatozoon
oranlari
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Sekil 3. Kontrol ve Deney Gruplarina ait dondurma-¢6zdirme sonucu belirlenen bazi kinematik parametre (VCL, VSL, VAP, LIN)
degerleri
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Sekil 4. Kontrol ve Deney Gruplarina ait dondurma-g¢ézdiirme sonucu belirlenen bazi kinematik parametre (STR, WOB, ALH, BCF)
degerleri
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Sekil 5. Kontrol ve Deney Gruplarina ait dondurma-¢ézdirme sonucu belirlenen akrozomal hasar, membran butinligu ve canh

spermatozoon oranlari

Membran Biitiinliigiine (HOS Test) ait Degerler:
Cozdirme sonrasi membran bitinligiunin %1, 2 ve 4
GB gruplarinda, kontrol grubuna gére 6nemli oranda
(P<0.05) azaldig tespit edildi (Sekil 5).

Akis sitometrik Analizleri: Calismada sperma
sulandiricisina %2 ve %4 GB ilavelerinin, kontrol,
%0.25 ve %0.50 GB ilavelerine gore akrozomal hasar
oranini arttirdigi gorildi (P<0.05). Ayrica %0.25 ve
%0.50 GB kontrol grubuna gore canli spermatozoon
oranini 6nemli duzeyde artirirken, %4 GB kontrol
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grubuna goére bu parametreyi (P<0.05) azaltti (Sekil 5).
Dondurma-¢oézdiurme sonrasi %0.25 ve %0.50 GB
kontrol grubuna gore ylksek mitokondriyal membran
potansiyelini dnemli oranda (P<0.05) arttirirken, %4 GB
bu potansiyeli ©6nemli seviyede (P<0.05) azaltti.
Dondurma-¢ozdirme sonrasi %0.25 GB ise dusik
mitokondriyal membran potansiyelini kontrol grubuna
gore onemli dizeyde (P<0.05) azaltirken, %4 GB bu
potansiyeli (P<0.05) artirdi (Sekil 6).
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Sekil 6. Kontrol ve Deney Gruplarina ait dondurma-¢6zdirme sonucu belirlenen yiiksek/disik mitokondriyal membran potansiyeli

oranlari
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Tablo 1. Ginkgo Biloba ekstresinin ko¢ spermasina farkli oranlarda ilave edilmesiyle yapilan dondurma-c¢ézdirme islemi sonrasinda belirlenen vitamin ve kolesterol dlzeyleri

Deney Vitamin K1 Vitamin K2 a-tokoferol Ergesterol &-tokoferol Retinol Kolesterol Vitamin D2 Vitamin D3
Gruplari (ng/mL) (ng/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

Kontrol 0.23+0.08 0.87 +0.57 2047 £1.71 1.37 £ 0.64 0.23+0.15 0.34+0.11 671.87 + 92.36 1.12+0.72 0.40+0.12
% 0.25 0.95+0.51 1.88+0.71 27.15+3.14 3.37 £ 0.47 0.74 £ 0.42 0.28+0.11 693.13 + 86.62 0.92+0.54 0.72+0.22
% 0.50 0.44+0.21 0.98 + 0.54 23.19 +£4.69 3.04 +£1.10 1.16 £ 0.24 0.17 £ 0.09 565.85 + 72.06 0.07 £ 0.07 0.60 + 0.25
% 1 1.20 £ 0.52 2.66 £0.75 26.91 +2.80 446 +0.44 1.25+0.48 0.43+0.12 784.57 + 53.60 0.85+0.52 0.68 +0.24
% 2 0.51+0.10 1.60 +1.20 24.55 + 3.26 4.65+0.63 1.00 £ 0.28 0.30+0.17 800.98 + 11.51 0.42+0.42 0.74 £0.13
% 4 0.54 £0.23 3.20+1.20 30.51 £ 5.66 4.41+1.68 1.20 £ 0.64 0.42+0.14 650.09 + 60.46 0.74 £0.34 0.56 +0.29

Yukarida verilen parametreler agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel anlamda bir fark tespit edilememistir (P>0.05).

Tablo 2. Ginkgo Biloba ekstresinin kog¢ spermasina farkli oranlarda ilave edilmesiyle yapilan dondurma-¢ézdiirme islemi sonrasinda belirlenen doymus yag asidi (SFA) dlzeyleri

Deney Gruplan Miristik asit (C14:0) Pal('g'lté'fo";‘s't St?g;ggs't SSFA

Kontrol 0.51+0.01 24.40 + 0.63 13.97 +0.93 38.89 + 1.33
% 0.25 0.58 + 0.04 25.24 +0.53 13.41+0.78 39.24 +0.97
% 0.50 0.57 +0.02 25.33+0.35 13.92 + 0.56 39.84 + 0.47
%1 0.47 +0.01 25.07 +0.40 14.35+0.71 39.90 + 0.40
%2 0.50 + 0.04 25.18 +0.25 13.56 + 0.32 33.82+3.10
% 4 0.54 +0.03 2533+ 0.24 12.73+0.77 36.06 + 2.76

Yukarida verilen parametreler agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel anlamda bir fark tespit edilememistir (P>0.05).
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Tablo 3. Ginkgo Biloba ekstresinin ko¢ spermasina farkli oranlarda ilave edilmesiyle yapilan dondurma-gézdirme
islemi sonrasinda belirlenen tekli doymamis yag asidi (MUFA) dizeyleri

Deney Gruplari Pa'('g'lt; 'f':;‘s't (?:Ifg;(1a§g) TMUFA

Kontrol 4.04+0.21 25.60 + 0.56 30.74 + 0.66
% 0.25 433+0.26 27.57 +1.03 33.02 + 1.49
% 0.50 4.25+0.27 27.01+1.10 32.05+1.63
%1 3.65+0.11 25.67 +0.72 30.92 +0.87
% 2 4.06+0.28 27.59 + 0.66 35.98+2.11
% 4 441022 28.39+1.10 36.81+2.73

Yukarida verilen parametreler agisindan kontrol ve deney gruplar arasinda istatistiksel anlamda bir fark tespit edilememistir

(P>0.05).

Tablo 4. Ginkgo Biloba ekstresinin ko¢ spermasina farkli oranlarda ilave edilmesiyle yapilan dondurma-g¢ézdirme
islemi sonrasinda belirlenen goklu doymamis yag asidi (PUFA) duzeyleri

Deney

Grupia Linoletik asit a-linolgnik asit Ara§id9nik asit Dokozapen.taenoik asit Dokozahek.zaenoik asit SPUFA

n (C18:2 n6) (C18:3n3) (C20:4 n6) (C22:5n6) (C22:6 n3)

Control 14.04 £ 0.64 0.69 + 0.03 6.70 £ 0.42 1.49 £ 0.20 2.68+0.15 25.54 £ 0.97
% 0.25 14.80 £ 0.90 0.64 £ 0.01 6.74 + 0.66 1.24 £ 0.09 2.53+0.24 25.77 £ 1.52
% 0.50 14.63 £+ 0.60 0.68 +0.01 6.86 + 0.52 1.33+0.09 2.53+0.25 25.71£1.27
%1 14.23 £ 0.61 0.71+0.03 7.00+0.30 1.70+£0.27 2.71+0.12 26.58 £ 0.50
% 2 13.99 £ 0.51 0.73+0.03 6.35+0.24 1.57 £ 0.20 2.32+0.18 25.20 £ 0.65
%4 14.26 + 0.56 0.72+0.04 6.09+0.41 1.47 £0.19 2.27+0.25 24.81 £0.95

Yukarida verilen parametreler agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel anlamda bir fark tespit edilememistir

(P>0.05).

Total lipid, Yag Asidi, Vitaminler ile Kolesterol
Degerleri: Dondurma-gézdirme sonrasi  yapilan
analizler sonucunda yag asitleri, vitaminler ve kolesterol
dizeyleri agisindan kontrol ve deney gruplari arasinda
istatiksel anlamda herhangi bir farkhlik tespit edilemedi
(Tablo 1, 2, 3 ve 4).

Oksidatif Stres Degerleri: Dondurma-¢dzdiirme
sonrasli yapilan oksidatif stres analizleri sonucunda %4
GB kontrol grubuna gére MDA duzeyini 6nemli diizeyde
(P<0.001) artirirken, %2 GB bu orani (P<0.05) azaltt.
Ayrica %0.25, 9%0.50, %1 ve %2 GB kontrol grubuna
gore GSH seviyesini 6nemli oranda (P<0.05) artirdi.
Kontrol grubuna gére %1 GB GSH-Px dizeyini 6nemli
oranda artirirken (P<0.001), %4 GB o6nemli azalma
(P<0.01) sagladi. Kontrol ve deney gruplari arasinda
GST dizeylerine bakildiginda istatiksel anlamda
herhangi bir farklilik belirlenemezken %0.25 ve %1
GB’nin kontrol grubuna gére CAT seviyesini 6nemli
oranda artirdidi (P<0.05) belirlendi. Ayrica %4 GB
kontrole gére SOD’u 6nemli oranda (P<0.001) azaltti
(Sekil 7).

Tartisma

Yapilan literatlir taramasi sonrasi koglarda GB
ekstraktinin sperma sulandiricisina ilavesi ile ilgili
herhangi bir caligmaya rastlaniimamigtir. Bu sebeple bu
calisma sonrasi elde edilen verilerin oldukca degerli
oldugu dusunilmektedir. Yaptigimiz calismada kog
spermasinin dondurulmasi amaciyla %4 GB ilavesinin
motilite ve akis sitometrik parametreleri olumsuz yénde

etkiledigi belirlenmistir. Ayrica bu oran
spermatozoonlarda LPO’nun bir géstergesi olan MDA
dlzeyini arttirirken, antioksidan parametreler olan GSH-
Px ve SOD duzeylerini ve membran butinligini
azaltmigtir. Spermatozoon metabolizmasi Uzerine tespit
edilen bu olumsuz etkiler GB ekstresinin yiksek
oranlarda sperma sulandiricilarina ilavesinin toksik etki
olusturabilecegini gostermistir. Belirlenen bu bulgular ile
Ondrizek ve ark. (22), insan spermasina yuksek oranda
GB ilavesi sonucu elde ettikleri bulgular benzerlik
gOstermektedir. Bu olumsuz etkinin altinda yatan sebep
tam olarak agiklanamamakla beraber GB'nin igeriginde
bulunan kuersetinin yuksek oranlarda pro-oksidan
Ozellik gostererek (38) spermatozoonlarda oksidatif
stresi tetikledigi dustunilimektedir.

Yiksek oranda GB ilavesinin dondurulmus-
¢ozdurilmis spermatozoonlarda olusturdugu hasarin
aksine, dusik oranlarda (%0.25-%0.50) ilavesinin
spermanin motilitesi, canlihgi, mitokondriyal membran
potansiyeli Uzerine etkilerinin olduk¢a olumlu oldugu bu
calismada ortaya konmustur. Ayrica yine dusuk
oranlarda GB ilavesi GSH ve CAT gibi antioksidan
enzim dizeyinde de Onemli artislar saglamistir. GB
ekstresinin antioksidan 6zelligi (6, 39) bilinmektedir. GB
hiicrelerde apoptozis ile iligkili genlerin etkilerini ve
serbest radikal Uretimini azalttigi, doku ve hicrelerde
antioksidan enzim aktivitesini arttirdigi, eksojen toksik
uyarimlarin  neticesine kargi  hicre  butunlugina
koruyucu bir ajan olarak etki gosterdigi bildirilmistir (40).
GB’nin slperoksit ve hidroksil radikallerine supuricu
etki gosterdigi (6, 39), reaktif oksijen tirlerinin Gretimini
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engelledigi (41) ve nitrik oksit ile etkilesime girdigi
bildirilmistir (42). Ayrica bu ekstraktin oksidatif stres
sonucu olusan hidrojen peroksite karsi potansiyel bir
ajan oldugu bildirilmistir (43). Bunlarin yani sira hem
hayvan modellerinde hemde insan deneklerde serbest
radikalleri temizledigi ve redoks homeostazisini
korudugu ortaya konulmustur (44, 45). Literatir bilgi GB
ekstresinin antioksidan etkisini ortaya koymustur. Bizim
galismamizda literatir  bilgiyi  desteklemektedir.
Spermatolojik agidan belirlenen olumlu etkiler ise
GB’nin temel antioksidan 6zelliklerinden (6, 39), serbest
radikal Uretimini azaltmasindan (40) superoksit ve
hidroksil radikallerine siipuriici etki gbstermesinden ve
reaktif oksijen tirlerinin Uretimini baskilamasindan
kaynaklandigi disunulmektedir (41). GB ekstresinin kog
sperma sulandiricisina ilavesi ile ilgili bir ¢alisma
yapillmamis olmasina ragmen GB'’yi olusturan en énemli
antioksidanlardan biri olan kuersetin ile ilgili yeterli bilgi
bulunmaktadir. Yapilan bir ¢calismada 5 ve 10 pg/mL
kuersetinin  ko¢ spermasina ilavesinin dondurma-
¢6zdirme sonrasi spermatozoon canhligini artirdigi
belirlenmistir (46). Koglarda yapilan bir bagka ¢alismada
10-20 pM kuersetin ilavesinin  dondurma-¢ézdirme
sonrasi sperma kalitesini artirdidi tespit edilmistir (38).
Kuersetin'in ko¢ spermasina ilavesi ile ilgili yapilan
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