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Özet
Bu çalışmada, L-karnitinin (LC) dondurma-eritme sonrası teke sperması üzerindeki etkilerinin değerlendirilmesi amaçlandı. Ergin tekeler-

den elde edilen sperma örnekleri pooling yapıldı ve beş eşit hacme bölündü. Farklı konsantrasyonlarda LC içeren (2.5mM /5mM/ 7.5mM/ 

10 mM) ve içermeyen (kontrol) sulandırıcılar ile sulandırıldı ve donduruldu. Gruplara ait spermatozoa motilitesi, plazma membran fonksi-

yonel bütünlüğü (HOST), akrozomal bütünlük (PSA-FITC) ve malondialdehit konsantrasyonu belirlendi. Eritme sonrası motilite değerleri; 

LC5 (L-karnitin 5mMol) ve LC7,5 (L-karnitin 7,5mMol) gruplarında kontrol grubuna göre daha üstün bulundu (P<0.05). Plazma membran 

bütünlüğü değerlendirildiğinde LC5 grubu kontrol grubu ve diğer LC gruplarına göre membran bütünlüğünü daha iyi koruduğu görül-

dü (P<0.05). Akrozomal bütünlük oranları LC5 ve LC7,5 gruplarında diğer tüm gruplara göre daha iyi bulundu (P<0.05). Malondialdehit 

(MDA) konsantrasyonu, membran lipid peroksidasyonunu analiz etmek için kullanıldı ve eritme sonrası kontrol grubuna kıyasla LC5 gru-

bunda daha iyi bir sonuç elde edildi (P<0.05). Çalışmada, sulandırıcıya LC ilave edilmesinin teke spermatolojik parametreleri üzerinde fayda-

lı etkisi olduğu görüldü. Ayrıca, L-karnitinin 5mM dozda kullanımının, diğer dozlara göre daha etkin koruma sağladığı sonucuna varılmıştır.
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Abstract
The Effect of L-Carnitine Added Extenders on Spermatlogical 

Parameters of Goat Sperma Post-Thawing
In this study, it was aimed to evaluate the effects of L-carnitine (LC) on goat spermatozoa after thawing. Sperm samples from sexually ma-

ture goat were pooled and divided into five equal volumes. Diluted with diluents added at different concentrations of LC (2.5mM /5 mM/ 

7.5mM/10 mM) and without (control) and frozen. Sperm motility, plasma membrane functional integrity (HOST), acrosomal integrity (PSA-

FITC) and malondialdehyde concentration of the groups were determined. Motility values post thaw; LC5 (L-Carnitin 5mMol) and LC7,5 

(L-Carnitin 7,5mMol) groups had a possitive effect on compared to the the control group (P<0.05). The plasma membrane integrity was 

evaluated, it was observed that the LC5 group preserved the membrane integrity better than the control group and other LC groups (P<0.05). 

Acrosome integrity rates were better in the LC5 and LC7.5 groups than in the other groups (P<0.05). The malondialdehyde (MDA) concen-

tration was used to analyze the membrane lipid peroxidation and a better result was obtained in the LC5 group compared to the post-thaw 

control group. (P<0.05).  The study showed that the addition of LC to the extender had a beneficial effect on goat spermatological parameters. 

In addition, it was concluded that the use of carnitine at a dose of 5mMol provides more effective preservation than other doses. 
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Giriş

Kriyoprezervasyon, sperm metabolizmasını durma nokta-
sına getiren reversible bir süreçtir.1 Dondurma eritme uy-
gulamaları esnasında soğuk şoku2, buz kristalleri oluşumu 
ve oksidatif stres3 spermanın membran yapısını değiştire-
rek membran fonksiyonel bütünlüğünü2 ve DNA bütünlü-
ğünü4 olumsuz etkilemektedir. Ayrıca, intrasellüler enzim 
ve lipid salınımının artışı sonucu hücre içi reaktif oksijen 
türleri (ROS) aktivitesi artmaktadır. Bu durum lipid perok-
sidasyonuna sebep olarak; spermatozoon üzerinde fiziksel, 
biyokimyasal ve fonksiyonel hasarlar oluşturmaktadır.5 Bu 
olumsuz değişiklerin spermatolojik parametrelerde azal-
maya ve spermanın fertilizasyon yeteneğinde düşmeye 
neden olduğu yapılan çalışmalarla bildirilmiştir.4,6 Sper-
manın dondurma başarısı; spermatozoonu korumak için 
çok önemli bir faktör olan sulandırıcıların bileşimine bağ-
lıdır.7,8

Sulandırıcılara ilave edilen antioksidanlar, kriyoprezer-
vasyon sürecinden kaynaklanan lipid peroksidasyonunu 
kontrol altına almakta ve böylece ROS oluşumunu azal-
tarak spermatozoanın fertilizasyon yeteneğini korumak-
tadır.9,10 Dolayısıyla; sperma sulandırıcısına antioksidan 
madde ilave edilmesinin dondurma-eritme sonrası sper-
matolojik parametreler üzerine olumlu etkisi olabileceği 
düşünülmektedir. 

Lesitin; hayvan hücre biyomembralarının düzenlenmesin-
de önemli bir etkiye sahiptir.11,12 Bu nedenle, bileşenlerin-
den biri olarak yumurta sarısının içerisinde ya da eksrakte 
edilerek sek olarak sperma dondurması için kullanılır.7,12 
Lesitin, soğuk şoku sırasında kaybedilen fosfolipidleri geri 
yükleyerek sperma plazma membranını korur.7 Birçok 
araştırmacı, lesitin bazlı sulandırıcılar kullanarak eritme 
sonrası ve inkübasyon sonrasında kabul edilebilir sperma-
tolojik parametreleri elde etmiştir.7,12,13,14

L-karnitin, lipid metabolizmasını hızlandırarak hücresel 
enerji üretimi için uzun zincirli yağ asitlerinin mitokond-
riyal β-oksidasyonunda önemli role sahiptir.16 Bu sayede 
yağ asitlerinin iç mitokondriyal membrandan mitokond-
ri içerisine taşınmalarını sağlayarak, enerji üretiminde 
görev almaktadır.15,16 Erkek genital sisteminde L-karnitin 
epididimis ve spermatozoada yoğunlaşmıştır.15 Epididi-
miste bulunan L-karnitin miktarı kanda bulunan mik-
tardan 2000 kat daha fazladır.17 Antioksidatif özelliği ile 
L-karnitin; spermatozoonu reaktif oksijen türlerine karşı 
korur, spermatozoonların mitokondriyal membranları-
nın stabilizasyonunu sağlar ve spermatozoon DNA ya-
pısını korunmasına katkıda bulunur. Ayrıca L-karnitin, 

spermatozoanın epididimiste olgunlaşmasını ve motilite 
yeteneğini destekler.18,19 L-karnitin, hücresel homeostazı 
koruyan, β-oksidasyon yolunu sınırlayan ve yağ asitlerinin 
mitokondriye taşınmasında rol oynayan endojen bir bile-
şiktir.20,21 Çeşitli hayvan türlerinde spermanın saklanması 
sırasında motilite, membran ve akrozomal bütünlüğün 
korunması için sperma sulandırıcılarına L-karnitin ilave 
edilmesinin olumlu etkilerinin olabileceği bildirilmiştir 
(insan17, horoz18, domuz22, boğa23, kedi19, teke24 ve aygır25). 
Bu çalışmada farklı konsantrasyonlarda L-karnitin eklen-
miş lesitin bazlı sulandırıcıların eritme sonrası teke sper-
masının motilite, plazma membran ve akrozomal bütünlü-
ğü üzerine etkilerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot
Kimyasallar
Tüm kimyasallar Sigma (St. Louis, ABD) ve Merck’ten 
(Darmstadt, Almanya) satın alınmıştır.
Sperma Alınması
Bursa Uludağ Veteriner Fakültesi Hayvan Sağlığı ve Hay-
vansal Üretim Araştırma ve Uygulama Merkezi’nde aynı 
bakım ve beslenme şartlarında bulunan beş adet teke (3-5 
yaş) kullanıldı. (Etik Kurul No: 2021-04/03) Teke sperması 
gün aşırı beş kez elektro-ejakülatör (Ruakura Goat Pro-
be-Plastic Products) kullanılarak alındı. Alınan sperma 
ılık su banyosuna (28-32 °C) alındı ve zaman kaybetmeden 
laboratuvara getirildi. Faz kontrast mikroskopta (Olympus 
BX51) +++ kitle hareketi (0-5 ölçekte), > %75 motilite ve 
>1x109 spermatazoon/ml konsantrasyona sahip sperma 
örnekleri pooling yapıldı. 

Spermanın sulandırılarak dondurulması
Çalışmada Alçay ve ark.26 teke spermasını dondurmada 
kullandıkları tek aşamalı sulandırma prosedürü [%1.5 lesi-
tin, 223.7 mM Tris, 66.6 mM sitrik asit, 55.5 mM Fruktoz, 
1mM sistein, 4.03 mM EDTA, 100.4 mM Trehaloz, 3 g/L 
dihidrostreptomisin ve 4g/L penisilin G] kullanıldı. Grup-
lar;  kontrol (antioksidan içermeyen), LC 2,5 mM (LC2,5), 
LC 5 mM (LC5), LC 7,5 mM (LC7,5), LC 10 mM (LC10) 
şeklinde oluşturuldu.

Pooling yapılan sperma beş eşit hacme bölünerek her bir 
grup 1:7 (sperma:sulandırıcı) oranında ve nihai konsant-
rasyon 100x106 (Spermatozoa/mL) olacak şekilde sulan-
dırıldı. Sulandırılmış spermanın; sıcaklığı 1 saat içirişinde 
5 °C’a düşürüldü ve ardından 5 °C’ta 2 saat ekilibrasyona 
bırakıldı. Ekilibrasyon sonrasında sperma payetlere çekil-
di ve her bir grup farklı renklerde polivinilpirolidol (PVP) 
kapatma tozları ile kapatıldı. Payetlere çekilmiş spermalar, 
programlanabilir sperma-embriyo dondurma makinesi 
(Nicool plus PC- Air Liquide, Marne-la-Vallée Cedex 3, 
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France) ile donduruldu.

Donmuş Spermanın Muayenesi
Eritme sonrası spermanın motilitesi, plazma membran bü-
tünlüğü, akrozom bütünlüğü ve malondialdehide konsat-
rasyonu (MDA) parametreleri incelendi. Plazma memb-
ran bütünlüğü için bir hipoozmotik şişme testi (HOST), 
akrozom bütünlüğü için FITC-Pisum sativum aglutinin 
(PSA-FITC), malondialdehit konsatrasyonu (MDA) için 
tiyobarbitürik asit reaksiyon testi kullanıldı. Değerlendir-
meler çalışma sırasında aynı kişi tarafından yapıldı.

Motilite Muayenesi
Motilite değerlendirmesi 37 °C sıcaklığa ayarlanmış ısıtıcı 
tablalı faz kontrast mikroskop (Olympus BX51-TF - Olym-
pus Optical Co., Ltd., Japonya) kullanılarak x400 büyütme-
de incelendi ve % olarak ifade edildi.
Sperm Membran Bütünlüğünün Muayenesi
Sperm membranının fonksiyonel bütünlüğünü değerlen-
dirilmesi 10 μL semen 100 μL 100 mOsm hipoozmotik so-
lüsyon (9 g fruktoz + 4,9 g sodyum sitrat damıtılmış litre 
başına su) kullanılarak ve 37 °C'de 60 dakika inkübe edile-
rek yapıldı. İnkübasyondan sonrası faz-kontrast mikrosko-
pu ile 1000x büyütmede toplam 200 spermatozon hücresi 
değerlendirildi. Şişmiş veya kıvrılmış kuyruklu spermma-
tozoonlar kaydedildi.27

FITC PSA ile Akrozomal Bütünlüğün Muayenesi
Sperm akrozom bütünlüğü, FITC-PSA kullanılarak değer-
lendirildi.28 5-10 µL yıkanmış sperma örneği (25-50x106 
mL/spermatozoon) ile frotiler hazırlanarak havada kuru-
tuldu. Kurutulmuş frotiler 4°C sıcaklıkta aseton ile 10 da-
kika tespit edilip karanlıkta 30 dakika FITC PSA (50 µg/ml 
fosfat buffer solüsyonu) ile boyandı. Ardından frotiler fos-
fat buffer solüsyon ile (PBS) yıkandı, gliserol ile kaplandı ve 
floresan mikroskop altında incelendi. Akrozom bütünlüğü 
için en az 200 spermatozoon değerlendirilerek sağlam olan 
spermatozoan oranı % olarak belirlendi.

Malondialdehit (MDA) Konsantrasyonu Tespiti
Lipid peroksidasyon indikatörü olan MDA konsantras-
yonlarının tespiti için tiyobarbitürik asit reaksiyon testi 
kullanıldı.29 0.25 mL seyreltilmiş sperma numunesi, pro-
teini çökeltmek için 0.25 mL soğuk %20 trikoloroasetik 
asit ile muamele edildi. Santrifüj sonucunda çöken pro-
tein peletlendi ve 0,25 mL süpernatant, 0,25mL %0,67 
konsantrasyonda tiobarbitürik asit ile 100°C'lik bir kaynar 
su banyosunda 10 dakika süreyle inkübe edildi. Sıcak su 
banyosunda inkübasyondan sonra numune soğumaya bı-
rakıldı. Absorbans değerleri spektrofotometre (Mannheim 
Boehringer Photometer 4010) kullanılarak 532 nm değer-

de ölçüldü. MDA konsantrasyonları nmol/mL olarak ifade 
edildi.

İstatistiksel Analiz
Sonuçlar ortalama ± standart sapma olarak gösterildi. Nor-
mallik testi için Shapiro-Wilk testi kullanıldı. Sperma pa-
rametreleri Kruskal-Wallis testi kullanılarak analiz edildi 
ve gruplar arasındaki istatistiksel farklılıklar Mann-Whit-
ney U testi ile belirlendi. Çalışmada elde edilen tüm veriler 
SPSS (Windows için SPSS 23.0; SPSS, Chicago, IL, ABD) 
kullanılarak analiz edildi. . P<0.05 değeri istatistiksel ola-
rak anlamlı kabul edildi. 

Bulgular
Pooling yapılan taze sperma örneklerinde motilite, plaz-
ma membran bütünlüğü ve akrozomal bütünlük oranları 
sırasıyla ortalama 86.00±2.24, 88.80±2.17 ve 91.00±1.58 
idi. Taze sperma ile karşılaştırıldığında spermatozoa kali-
tesi; kriyoprezervasyon işleminden olumsuz etkilenmiştir 
(P<0.05). Eritme sonrası spermatolojik parametreler üze-
rindeki L-karnitin konsantrasyonlarının etkileri Tablo 1’de 
gösterilmektedir.

Motilite değerleri eritme sonrası; LC5 ve LC7,5 gruplarında 
kontrol grubuna göre daha üstün bulunmuştur (P<0.05). 
Plazma membran bütünlüğü değerlendirildiğinde LC5 
grubu membran bütünlüğünü kontrol grubu ve diğer LC 
gruplarına göre daha iyi korumuştur (P<0.05). Akrozo-
mal bütünlük oranları LC5 ve LC7,5 gruplarında diğer 
tüm gruplara göre daha iyi bulunmuştur (P<0.05). LC2,5 
ve LC10 grupları ile kontrol grubu akrozomal bütünlük 
değerleri arasında istatistiksel bir fark bulunmamaktadır.  
MDA değerleri ise LC5 grubunda, kontrol grubu ve diğer 
antioksidan gruplarına göre daha üstün olduğu görülmüş-
tür (P<0.05) ve LC2,5, LC7,5 ve LC10 grupları arasında is-
tatistiki bir fark saptanmamıştır.

Tartışma ve Sonuç
Spermanın kriyoprezervasyonu, genetik materyalin uzun 
süre korunmasını sağlar. Ancak dondurma işleminin sper-
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Tablo 1: Farklı sulandırıcı gruplarında çalışılan teke spermasının eritme 

sonrası parametrelerinin ortalaması.

Veriler, Ortalama ± S.D. olarak verilmiştir.

Aynı satır içindeki farklı harfler gruplar arasındaki önemli farklılıkları 

göstermektedir (P< 0.05).
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manın fertilizasyon yeteneği üzerine olumsuz etkileri ol-
duğu bilinmektedir.4,24,30 Bu istenmeyen etkiler, spermanın 
canlılığını, hareketliliğini, plazma membran bütünlüğünü 
ve akrozomal bütünlüğü azaltır.31 
LC; antioksidan özelliği ve anti-apoptotik aktivitesi ile sper-
matozoonu dondurma-eritme işlemlerinin zararlı etkileri-
ne karşı koruyan, suda çözünür bir amino asittir. Mevcut 
çalışmada, sulandırıcıya LC ilavesinin eritme sonrası teke 
spermasının kalitesi üzerindeki etkisi değerlendirildi.21

Motilite, spermanın değerlendirilmesinde temel kalite pa-
rametrelerinden biridir.4,27 Çalışmada, sulandırıcıya LC 
ilave edilmesinin, teke spermasının dondurma-eritme 
sonrası motilite oranını arttırdığı görüldü (P<0.05). LC, 
ATP üretimi için mitokondrinin iç zarında yağ asitlerinin 
taşınmasını kolaylaştırır.15,16 Bu etkisi ile LC; teke sperma-
sının hareketliliğini geliştirmekten sorumlu olabilir. Ayrı-
ca çeşitli sperma sulandırıcılarıyla dondurularak saklanan 
spermatozoalarının motilite değerleri farklı çalışmalarda 
%25 ile %62 arasında değişmektedir.31,32,33,34 Çalışmamız, 
LC gruplarındaki eritme sonrası motilite değerlerinin ön-
ceki çalışmaların bulgularıyla iyi bir uyum içinde olduğu-
nu göstermektedir.

Spermatozoon plazma membran bütünlüğü; spermato-
zoonun kapasitasyonu, akrozom reaksiyonunda ve sperm 
füzyonunda çok önemli bir etkiye sahiptir.6 Ancak sper-
matozoon plazma membran bütünlüğü kriyoprezervasyon 
işleminden olumsuz yönde etkilenmektedir.13,35,36 Söz ko-
nusu olumsuz etkiler; kriyoprezervasyon esnasında şekille-
nen soğuk şoku, buz kristalizasyonu, ozmotik stres ve lipid 
peroksidasyonunun spermatozoon membran geçirgenliği 
ve morfolojisini etkilemesi kaynaklıdır.37,38 Bu nedenle, 
hücresel hasarı önlemek için dondurma işlemi sırasında 
membran bütünlüğünü korumak çok önemlidir. HOST, 
spermatozoon membran işlevselliğindeki ince değişiklik-
leri saptamak için optimize edilmiş bir testtir.39,40 Çalış-
mamızda dondurma-eritme sonrası gruplara ait HOST 
değerleri incelendiğinde; sulandırıcılara antioksidan ilave 
edilmesinin plazma membran fonksiyonel bütünlüğü üze-
rine olumlu bir etkiye sahip olduğu görülmüştür. Çalış-
mada, eritme sonrası LC5 grubuna ait plazma membranı 
fonksiyonel bütünlük değerleri, diğer gruplara göre daha 
yüksek bulunmuştur (P<0.05). Çalışmamızdaki HOST de-
ğerleri önceki çalışmalarla uyumludur.31,33

Akrozom bütünlüğü; kriyoprezervasyon işleminden olum-
suz yönde etkilenir ve bu olumsuz etki fertilizasyon yetene-
ğinde kayıplarına yol açar.4,6,8 Çalışmamızda, eritme sonra-
sı LC grupları (LC2,5 ve LC10) ile kontrol grubu arasında 
istatistiksel bir farklılık saptanmamıştır (P>0.05). LC5 ve 

LC7,5 grupları, akrozomal bütünlüğü hem kontrol hem 
de LC2,5 ve LC10 gruplarından daha yüksek oranda ko-
rumuştur (P<0.05). Bu sonuçlar önceki çalışmalarla uyum 
içerisindedir.31,33

Oksidatif hasar ise, hücrelerde çoklu doymamış yağ asidi-
nin peroksidasyonunun anahtar ürünü olan MDA seviye-
leri ile değerlendirilebilir. Çalışmamızda LC5 grubundaki 
MDA seviyeleri kontrol grubuna göre daha düşük oksidatif 
hasara sahip olduğu görülmüştür (P<0.05). 

Bu çalışmanın sonuçları, 5 mM LC içeren sulandırıcının 
teke sperması motilite, plazma membran ve akrozomal bü-
tünlüğünü dondurma sırasında kontrol grubuna göre daha 
iyi koruduğunu göstermiştir. Sonraki çalışmalarda LC’nin 
fertilizasyon yeteneği üzerine odaklanılmalıdır.
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