J<VIn

Journal of Research in
Veterinary Medicine

RESEARCH ARTICLE

] Res Vet Med. 2022: 41 (1) 37-42
DOI:10.30782/jrvm.999299

L-Karnitin Ilave Edilmis Sulandiricilarin Dondurma-Cozdiirme
Sonrasi Teke Spermasinin Spermatolojik Parametleri Uzerine Etkisi

Ahmet Aktar”, © Selim Alcay’

1Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama A.D., Gériikle Kampiisii, Bursa

Received 22-09-2021 Accepted 04-01-2022

Ozet
Bu ¢alismada, L-karnitinin (LC) dondurma-eritme sonrasi teke spermasi tizerindeki etkilerinin degerlendirilmesi amaglandi. Ergin tekeler-
den elde edilen sperma 6rnekleri pooling yapildi ve bes esit hacme boliindii. Farkli konsantrasyonlarda LC igeren (2.5mM /5mM/ 7.5mM/
10 mM) ve icermeyen (kontrol) sulandiricilar ile sulandirildi ve donduruldu. Gruplara ait spermatozoa motilitesi, plazma membran fonksi-
yonel biitiinliigii (HOST), akrozomal biitiinlitk (PSA-FITC) ve malondialdehit konsantrasyonu belirlendi. Eritme sonrasi motilite degerleri;
LC5 (L-karnitin 5mMol) ve LC7,5 (L-karnitin 7,5mMol) gruplarinda kontrol grubuna gore daha tistiin bulundu (P<0.05). Plazma membran
biittinligi degerlendirildiginde LC5 grubu kontrol grubu ve diger LC gruplarina gore membran biitiinliigiinii daha iyi korudugu goril-
dii (P<0.05). Akrozomal biitiinlitk oranlar1 LC5 ve LC7,5 gruplarinda diger tiim gruplara gére daha iyi bulundu (P<0.05). Malondialdehit
(MDA) konsantrasyonu, membran lipid peroksidasyonunu analiz etmek i¢in kullanildi ve eritme sonrasi kontrol grubuna kiyasla LC5 gru-
bunda daha iyi bir sonug elde edildi (P<0.05). Calismada, sulandiriciya LC ilave edilmesinin teke spermatolojik parametreleri tizerinde fayda-
l1 etkisi oldugu goriildii. Ayrica, L-karnitinin 5mM dozda kullaniminin, diger dozlara gére daha etkin koruma sagladig1 sonucuna varilmstir.

Anahtar sozctikler: Teke, Sperma, Dondurma, L-Karnitin

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.

Keywords: Goat, Semen, Cryopreservation, L-Carnitine

* Corresponding author: Ahmet AKTAR, Bursa Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama A.D., Gériikle
Kampiisii, Bursa (16059), Tel: +90 224 2941350, e-posta: ahmet1889@gmail.com

37


https://orcid.org/0000-0002-2975-2594
https://orcid.org/0000-0002-2472-8157

Aktar & Algay 2022

Giris

Kriyoprezervasyon, sperm metabolizmasini durma nokta-
sina getiren reversible bir siiregtir.' Dondurma eritme uy-
gulamalar1 esnasinda soguk soku?, buz kristalleri olusumu
ve oksidatif stres’ spermanin membran yapisini degistire-
rek membran fonksiyonel biitiinliigiinii* ve DNA biitiinlii-
ginii* olumsuz etkilemektedir. Ayrica, intraselliiler enzim
ve lipid saliniminin artis1 sonucu hiicre igi reaktif oksijen
tirleri (ROS) aktivitesi artmaktadir. Bu durum lipid perok-
sidasyonuna sebep olarak; spermatozoon iizerinde fiziksel,
biyokimyasal ve fonksiyonel hasarlar olusturmaktadir.” Bu
olumsuz degisiklerin spermatolojik parametrelerde azal-
maya ve spermanin fertilizasyon yeteneginde diismeye
neden oldugu yapilan ¢alismalarla bildirilmistir.*¢ Sper-
manin dondurma basarisy; spermatozoonu korumak i¢in
¢ok onemli bir faktor olan sulandiricilarin bilesimine bag-
lidir.”#

Sulandiricilara ilave edilen antioksidanlar, kriyoprezer-
vasyon siirecinden kaynaklanan lipid peroksidasyonunu
kontrol altina almakta ve béylece ROS olusumunu azal-
tarak spermatozoanin fertilizasyon yetenegini korumak-
tadir.>'® Dolayisiyla; sperma sulandiricisina antioksidan
madde ilave edilmesinin dondurma-eritme sonrasi sper-
matolojik parametreler tizerine olumlu etkisi olabilecegi
dastinilmektedir.

Lesitin; hayvan hiicre biyomembralarinin diizenlenmesin-
de 6nemli bir etkiye sahiptir.'"'> Bu nedenle, bilesenlerin-
den biri olarak yumurta sarisinin igerisinde ya da eksrakte
edilerek sek olarak sperma dondurmasi i¢in kullanilir.”!?
Lesitin, soguk soku sirasinda kaybedilen fosfolipidleri geri
yikleyerek sperma plazma membranini korur” Birgok
arastirmaci, lesitin bazli sulandiricilar kullanarak eritme
sonrasi ve inkiibasyon sonrasinda kabul edilebilir sperma-
tolojik parametreleri elde etmistir.”'>!>!

L-karnitin, lipid metabolizmasini hizlandirarak hiicresel
enerji Giretimi i¢in uzun zincirli yag asitlerinin mitokond-
riyal B-oksidasyonunda 6nemli role sahiptir.'® Bu sayede
yag asitlerinin i¢ mitokondriyal membrandan mitokond-
ri igerisine tasinmalarini saglayarak, enerji iiretiminde
gorev almaktadir.">'¢ Erkek genital sisteminde L-karnitin
epididimis ve spermatozoada yogunlasmistir.”® Epididi-
miste bulunan L-karnitin miktar1 kanda bulunan mik-
tardan 2000 kat daha fazladir.”” Antioksidatif ozelligi ile
L-karnitin; spermatozoonu reaktif oksijen tiirlerine kars:
korur, spermatozoonlarin mitokondriyal membranlari-
nin stabilizasyonunu saglar ve spermatozoon DNA ya-
pisin1 korunmasina katkida bulunur. Ayrica L-karnitin,
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spermatozoanin epididimiste olgunlagsmasini ve motilite
yetenegini destekler.'®'® L-karnitin, hiicresel homeostazi
koruyan, 3-oksidasyon yolunu sinirlayan ve yag asitlerinin
mitokondriye taginmasinda rol oynayan endojen bir bile-
siktir.?*?' Cesitli hayvan tiirlerinde spermanin saklanmasi
sirasinda motilite, membran ve akrozomal biitiinligiin
korunmast igin sperma sulandiricilarina L-karnitin ilave
edilmesinin olumlu etkilerinin olabilecegi bildirilmistir
(insan!’, horoz'®, domuz?, boga®, kedi", teke* ve aygir®).
Bu ¢alismada farkli konsantrasyonlarda L-karnitin eklen-
mis lesitin bazli sulandiricilarin eritme sonras: teke sper-
masinin motilite, plazma membran ve akrozomal biitiinli-

g tizerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Materyal ve Metot

Kimyasallar

Tim kimyasallar Sigma (St. Louis, ABD) ve Merck'ten
(Darmstadt, Almanya) satin alinmustir.

Sperma Alinmasi

Bursa Uludag Veteriner Fakiiltesi Hayvan Saglhig: ve Hay-
vansal Uretim Aragtirma ve Uygulama Merkezinde ayni
bakim ve beslenme sartlarinda bulunan bes adet teke (3-5
yas) kullanildi. (Etik Kurul No: 2021-04/03) Teke spermast
glin agir1 bes kez elektro-ejakiilator (Ruakura Goat Pro-
be-Plastic Products) kullanilarak alindi. Alinan sperma
ilik su banyosuna (28-32 °C) alind1 ve zaman kaybetmeden
laboratuvara getirildi. Faz kontrast mikroskopta (Olympus
BX51) +++ kitle hareketi (0-5 dlgekte), > %75 motilite ve
>1x109 spermatazoon/ml konsantrasyona sahip sperma
ornekleri pooling yapildi.

Spermanin sulandirilarak dondurulmas:

Caligmada Alcay ve ark.?® teke spermasini dondurmada
kullandiklar1 tek agamali sulandirma prosediirii [%1.5 lesi-
tin, 223.7 mM Tris, 66.6 mM sitrik asit, 55.5 mM Fruktoz,
ImM sistein, 4.03 mM EDTA, 100.4 mM Trehaloz, 3 g/L
dihidrostreptomisin ve 4g/L penisilin G] kullanildi. Grup-
lar; kontrol (antioksidan igermeyen), LC 2,5 mM (LC2,5),
LC 5 mM (LC5), LC 7,5 mM (LC7,5), LC 10 mM (LC10)
seklinde olusturuldu.

Pooling yapilan sperma bes esit hacme boliinerek her bir
grup 1:7 (sperma:sulandiric1) oraninda ve nihai konsant-
rasyon 100x106 (Spermatozoa/mL) olacak sekilde sulan-
dirildi. Sulandirilmis spermanin; sicaklig 1 saat igirisinde
5 °C’a diisiiriildii ve ardindan 5 °C’ta 2 saat ekilibrasyona
birakildi. Ekilibrasyon sonrasinda sperma payetlere ¢ekil-
di ve her bir grup farkli renklerde polivinilpirolidol (PVP)
kapatma tozlari ile kapatildi. Payetlere ¢ekilmis spermalar,
programlanabilir sperma-embriyo dondurma makinesi
(Nicool plus PC- Air Liquide, Marne-la-Vallée Cedex 3,
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France) ile donduruldu.

Donmus Spermanin Muayenesi

Eritme sonrasi spermanin motilitesi, plazma membran bii-
tiinliigl, akrozom biitlinligii ve malondialdehide konsat-
rasyonu (MDA) parametreleri incelendi. Plazma memb-
ran biitiinligi i¢in bir hipoozmotik sisme testi (HOST),
akrozom biitiinliigii igin FITC-Pisum sativum aglutinin
(PSA-FITC), malondialdehit konsatrasyonu (MDA) i¢in
tiyobarbitiirik asit reaksiyon testi kullanildi. Degerlendir-
meler ¢alisma sirasinda ayni kisi tarafindan yapildi.

Motilite Muayenesi

Motilite degerlendirmesi 37 °C sicakliga ayarlanmus 1sitict
tablali faz kontrast mikroskop (Olympus BX51-TF - Olym-
pus Optical Co., Ltd., Japonya) kullanilarak x400 biiyiitme-
de incelendi ve % olarak ifade edildi.

Sperm Membran Biitiinligiiniin Muayenesi

Sperm membraninin fonksiyonel biitiinliigiinii degerlen-
dirilmesi 10 pL semen 100 uL. 100 mOsm hipoozmotik so-
lisyon (9 g fruktoz + 4,9 g sodyum sitrat damitilmis litre
basina su) kullanilarak ve 37 °C'de 60 dakika inkiibe edile-
rek yapildi. Inkiibasyondan sonrasi faz-kontrast mikrosko-
pu ile 1000x biiyiitmede toplam 200 spermatozon hiicresi
degerlendirildi. Sismis veya kivrilmig kuyruklu spermma-
tozoonlar kaydedildi.”’

FITC PSA ile Akrozomal Biitiinliigiin Muayenesi

Sperm akrozom biitiinligii, FITC-PSA kullanilarak deger-
lendirildi.*® 5-10 pL yikanmis sperma Ornegi (25-50x106
mL/spermatozoon) ile frotiler hazirlanarak havada kuru-
tuldu. Kurutulmus frotiler 4°C sicaklikta aseton ile 10 da-
kika tespit edilip karanlikta 30 dakika FITC PSA (50 pg/ml
fosfat buffer soliisyonu) ile boyandi. Ardindan frotiler fos-
fat buffer soliisyon ile (PBS) yikands, gliserol ile kaplandi ve
floresan mikroskop altinda incelendi. Akrozom biitiinligi
i¢in en az 200 spermatozoon degerlendirilerek saglam olan
spermatozoan orani % olarak belirlendi.

Malondialdehit (MDA) Konsantrasyonu Tespiti

Lipid peroksidasyon indikatorii olan MDA konsantras-
yonlarinin tespiti i¢in tiyobarbitiirik asit reaksiyon testi
kullanildi*® 0.25 mL seyreltilmis sperma numunesi, pro-
teini ¢okeltmek i¢in 0.25 mL soguk %20 trikoloroasetik
asit ile muamele edildi. Santrifiij sonucunda ¢oken pro-
tein peletlendi ve 0,25 mL siipernatant, 0,25mL %0,67
konsantrasyonda tiobarbitiirik asit ile 100°C'lik bir kaynar
su banyosunda 10 dakika siireyle inkiibe edildi. Sicak su
banyosunda inkiibasyondan sonra numune sogumaya bi-
rakildi. Absorbans degerleri spektrofotometre (Mannheim
Boehringer Photometer 4010) kullanilarak 532 nm deger-
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de ol¢tildii. MDA konsantrasyonlar: nmol/mL olarak ifade
edildi.

Istatistiksel Analiz

Sonuglar ortalama * standart sapma olarak gosterildi. Nor-
mallik testi i¢in Shapiro-Wilk testi kullanildi. Sperma pa-
rametreleri Kruskal-Wallis testi kullanilarak analiz edildi
ve gruplar arasindaki istatistiksel farkliliklar Mann-Whit-
ney U testi ile belirlendi. Calismada elde edilen tiim veriler
SPSS (Windows igin SPSS 23.0; SPSS, Chicago, IL, ABD)
kullanilarak analiz edildi. . P<0.05 degeri istatistiksel ola-
rak anlamli kabul edildi.

Bulgular

Pooling yapilan taze sperma orneklerinde motilite, plaz-
ma membran biitiinliigii ve akrozomal biitiinliik oranlar
sirastyla ortalama 86.00+2.24, 88.80+2.17 ve 91.00+1.58
idi. Taze sperma ile karsilastirildiginda spermatozoa kali-
tesi; kriyoprezervasyon isleminden olumsuz etkilenmistir
(P<0.05). Eritme sonrasi spermatolojik parametreler {ize-
rindeki L-karnitin konsantrasyonlarinin etkileri Tablo 1de
gosterilmektedir.

Motilite degerleri eritme sonrasy; LC5 ve LC7,5 gruplarinda
kontrol grubuna goére daha iistiin bulunmustur (P<0.05).
Plazma membran biitiinligi degerlendirildiginde LC5
grubu membran biitiinliigiinii kontrol grubu ve diger LC
gruplarina gore daha iyi korumustur (P<0.05). Akrozo-
mal bitiinlik oranlar1 LC5 ve LC7,5 gruplarinda diger
tiim gruplara gore daha iyi bulunmustur (P<0.05). LC2,5
ve LC10 gruplar ile kontrol grubu akrozomal biitiinlitk
degerleri arasinda istatistiksel bir fark bulunmamaktadir.
MDA degerleri ise LC5 grubunda, kontrol grubu ve diger
antioksidan gruplarina gore daha tstiin oldugu goriilmiis-
tiir (P<0.05) ve LC2,5, LC7,5 ve LC10 gruplar arasinda is-
tatistiki bir fark saptanmamustir.

Tablo 1: Farkli sulandirici gruplarinda ¢alisilan teke spermasinin eritme

sonrasi parametrelerinin ortalamasi.

Gruplar Motilite HOST PSA MDA

(%) (%) (%) (nmol/ml)
Kontrol 50.66+4.16* 59.60+4.832 75.40+3.692 5.40+0.732
LC25 53.66+4.80 61.66+2.58* 77.46+£3.412 5.06+0.59%
LC5 61.66+4.49° 67.7343.05P 82.06+4.25° 4.00+0.53b
LC175 55.66+5.93¢d 64.73+3.71° 80.40+3.90° 4.60+0.73¢
LC10 54.00+5.07% 61.06+2.98° 78.32+4.44° 4.77+0.79%

Veriler, Ortalama + S.D. olarak verilmistir.
Ayni satir igindeki farkli harfler gruplar arasindaki 6nemli farkliliklari

gostermektedir (P< 0.05).

Tartisma ve Sonug
Spermanin kriyoprezervasyonu, genetik materyalin uzun
stire korunmasini saglar. Ancak dondurma isleminin sper-
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manin fertilizasyon yetenegi iizerine olumsuz etkileri ol-
dugu bilinmektedir.****" Bu istenmeyen etkiler, spermanin
canliigini, hareketliligini, plazma membran butiinliigiini
ve akrozomal biitiinligl azaltir.!

LC; antioksidan 6zelligi ve anti-apoptotik aktivitesi ile sper-
matozoonu dondurma-eritme islemlerinin zararl etkileri-
ne kars1 koruyan, suda ¢oziiniir bir amino asittir. Mevcut
¢alismada, sulandiriciya LC ilavesinin eritme sonrasi teke
spermasinin kalitesi izerindeki etkisi degerlendirildi.*

Motilite, spermanin degerlendirilmesinde temel kalite pa-
rametrelerinden biridir.*”” Calismada, sulandiriciya LC
ilave edilmesinin, teke spermasmnin dondurma-eritme
sonrast motilite oranini arttirdigr goriildii (P<0.05). LC,
ATP iiretimi igin mitokondrinin i¢ zarinda yag asitlerinin
taginmasini kolaylastirir.">'® Bu etkisi ile LC; teke sperma-
sinin hareketliligini gelistirmekten sorumlu olabilir. Ayri-
ca ¢esitli sperma sulandiricilariyla dondurularak saklanan
spermatozoalarinin motilite degerleri farkli ¢calismalarda
%25 ile %62 arasinda degismektedir.’'*>**** Calismamiz,
LC gruplarindaki eritme sonrasi motilite degerlerinin 6n-
ceki ¢aligmalarin bulgulariyla iyi bir uyum i¢inde oldugu-
nu gostermektedir.

Spermatozoon plazma membran biitiinliigii; spermato-
zoonun kapasitasyonu, akrozom reaksiyonunda ve sperm
fiizyonunda ¢ok onemli bir etkiye sahiptir.® Ancak sper-
matozoon plazma membran biitiinliigii kriyoprezervasyon
isleminden olumsuz yonde etkilenmektedir.'***** S6z ko-
nusu olumsuz etkiler; kriyoprezervasyon esnasinda sekille-
nen soguk soku, buz kristalizasyonu, ozmotik stres ve lipid
peroksidasyonunun spermatozoon membran gegirgenligi
ve morfolojisini etkilemesi kaynaklidir’”** Bu nedenle,
hiicresel hasar1 6nlemek icin dondurma islemi sirasinda
membran biitiinliiglinii korumak ¢ok onemlidir. HOST,
spermatozoon membran iglevselligindeki ince degisiklik-
leri saptamak icin optimize edilmis bir testtir.”>* Calis-
mamizda dondurma-eritme sonrasi gruplara ait HOST
degerleri incelendiginde; sulandiricilara antioksidan ilave
edilmesinin plazma membran fonksiyonel biitinlig tize-
rine olumlu bir etkiye sahip oldugu gortlmistiir. Calis-
mada, eritme sonras1 LC5 grubuna ait plazma membrani
fonksiyonel biitiinlikk degerleri, diger gruplara gore daha
yiiksek bulunmugstur (P<0.05). Calismamizdaki HOST de-
gerleri onceki ¢aligmalarla uyumludur.**

Akrozom biitiinliigii; kriyoprezervasyon isleminden olum-
suz yonde etkilenir ve bu olumsuz etki fertilizasyon yetene-
ginde kayiplarina yol agar.*** Calismamizda, eritme sonra-
s1 LC gruplar1 (LC2,5 ve LC10) ile kontrol grubu arasinda
istatistiksel bir farklilik saptanmamistir (P>0.05). LC5 ve
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LC7,5 gruplari, akrozomal biitiinliigii hem kontrol hem
de LC2,5 ve LCI10 gruplarindan daha yiiksek oranda ko-
rumustur (P<0.05). Bu sonuglar 6nceki ¢aligmalarla uyum
icerisindedir.’*

Oksidatif hasar ise, hiicrelerde goklu doymamais yag asidi-
nin peroksidasyonunun anahtar iriinii olan MDA seviye-
leri ile degerlendirilebilir. Calismamizda LC5 grubundaki
MDA seviyeleri kontrol grubuna gore daha diisiik oksidatif
hasara sahip oldugu goriilmiistiir (P<0.05).

Bu ¢alismanin sonuglari, 5 mM LC igeren sulandiricinin
teke spermasi motilite, plazma membran ve akrozomal bii-
tinltigiinii dondurma sirasinda kontrol grubuna gore daha
iyi korudugunu gostermistir. Sonraki ¢aligmalarda LC’nin
fertilizasyon yetenegi iizerine odaklanilmalidur.
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