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Ozet: Bu galismanin amaci, kisa siireli saklanan (0., 6., 12., 24. ve 48. saat) rat epididimal spermasinda farkli saklama
derecelerinin (4 °C ve 37 °C) ve karnitinin spermatolojik parametreler izerine etkisini arastirmaktir. Aragtirmada sper-
ma dondrii olarak 10 adet 8-10 haftalik yas ve 200-250 g agirliklarinda Wistar-Albino eriskin rat kullanildi. Epididimisler
anestezi altindaki ratlardan cerrahi teknikle alindi. Epididimal sperma numuneleri 6nce 4 ayri gruba ayrildi, numuneler
Tris (T) ve Tris + 2 mM Kkarnitin (TC) ile sulandirildi. Ardindan sulandirilan sperma numuneleri 4 °C (T - TC) ve 37 °C
(T - TC) de 48 saat sureyle kisa sureli saklandi. Saklama siresinin ardindan motilite ve anormal spermatozoa orani
analiz edildi. Uygulama 10 kez tekrar edildi. Calismanin sonucunda, tim deneysel gruplarda 48. saat sonunda anormal
spermatozoa oraninda artis ve motilite oraninda disme saptandi. Her iki sicaklik derecesinde motilite ve spermatozoa
morfolojik yapisinin karnitin katilan gruplarda (TC) daha iyi korundugu belirlendi. Sonug olarak, 4 °C deki motilite orani
37 °C ye kiyasla daha yiiksek ve anormal spermatozoa orani ise daha diistik bulundu.

Anahtar kelimeler: Epididimal sperma, karnitin, kisa sireli saklama, rat, spermatolojik parametreler

The Effect of Different Temperature and Carnitine on Liquid Storage of Rat Epididymal Semen
Summary: The aim of this study was to investigate the effects of different storage temperatures (4 °C and 37 °C) and
carnitine on spermatological parameters in liquid stored (0, 6, 12, 24 and 48 h) rat epididmal semen. In the study, 10
Wistar-Albino rats aged 8-10 weeks and weighing 200-250 g were used as semen. Epididymides of the rats were re-
moved by surgical technique under anaesthesia. Firstly, epididymal semen samples were divided into four groups and
samples were diluted with Tris (T) and Tris + 2 mM carnitine (TC). Then diluted semen samples stored in liquid up to
48 h at 4 °C (T - TC) and 37 °C (T - TC). After the storage time, the percentage of motility and abnormal spermatozoa
were analyzed. Applications were replicated ten times. In the study it was observed while the percentage of abnormal
spermatozoa increased, the percentage of motility decreased at the end of the 48 h in all experimental groups. At both
temperatures, it was determined that motility and morphologic structure of spermatozoa were better protected in car-
nitine supplemented groups (TC). In conclusion, the percentage of motility at 4 °C were higher and the percentage of
abnormal spermatozoa were lower than at 37 °C.

Key words: Carnitine, epididymal semen, liquid storage, rat, spermatological parameters

Girig

Spermanin sogutularak kisa sureli ve dondurularak
uzun sureli saklanmasi spermatozoanin canlliginin
korunmasi amaciyla pek ¢ok tiriin spermasinda uy-
gulanmaktadir. Ciftlik hayvanlarinda ve evcil hayvan-
larda spermanin dondurularak saklanmasi ve bu don-
durulmug spermanin suni tohumlama uygulamalarin-
da kullanilmasi Ustlin genetik kapasiteye sahip neslin
devamini saglamaktadir. Dondurma tekniginin kulla-
nim alanlarinin oldukga cesitli ve genis olmasi evcil
olmayan hayvanlarda 6rnegin rodentlerde de kullani-
mini da saglamaktadir (28,44). Reprodiktif materyal-
lerin dondurularak saklanmasi hayvan yetistirme
programlari, insan infertilite uygulamalari ve biyome-
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dikal arastirmalara da fayda saglamaktadir (17). Bi-
yomedikal calismalarda laboratuvar hayvanlari siklik-
la kullaniimaktadir. Fareler ve ratlar biyomedikal ¢a-
ligmalarin %97 sini olusturmaktadir (2,27). Fare ve
ratlarin dogal yolla uretilmeleri ve barindirilmalarinin
kolay olmasina ragmen, genetik olarak modifiye edil-
mis irklarin Uretilmeleri ve transportu oldukga maliyet-
li ve zordur (25). Bu zorluk, uretilmelerinde dogal
yolun kullaniimasina yol agmakla birlikte spermanin
dondurulmasi teknigi de cesitli irklarin genetik mater-
yallerinin uzun sireli saklanmasi ve transportunu
kolaylastiran ve rodent irklarinin muhafazasindaki
maliyeti azaltan énemli bir biyotekniktir (5,9). Sper-
manin kisa silreli ve uzun silreli saklanmasi teknigi
pek ¢cok memeli tiriinde kullaniliyor olmasina karsin
bazi rodent tirlerinde zorluklar bulunmaktadir (44).
Rodent tiirlerinden fare ve rat spermatozoasinin birbi-
rine benzer Ozelliklerinin bulunmasina ragmen rat
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spermatozoasinin mekanik strese duyarlihdinin ve
membran gegirgenliginin farkli olmasi nedeniyle fare-
lerde uygulanan sperma saklama protokolleri ratlara
adapte edilememistir (36). Rat spermatozoasinin
uzun bir kuyruga sahip olmasi, bas yapisindaki ve
membran lipid kompozisyonundaki farklilik soguk
sokuna kargi asiri duyarli olmasina yol agmaktadir
(15,20,22). Bu sebeplerden dolayi kabul edilebilir ve
tekrarlanabilir rat spermatozoa saklama protokoli
bulunmamaktadir (45). Spermanin dondurularak sak-
lanmasi teknidi, spermatolojik parametrelerde geri
dontslimsiiz hasarlara ve sonugcta fertilizasyon kapa-
sitesinde azalmaya yol acgtigindan ratlarda kullanimi
sinirlidir (11). Spermanin sodutulmasi ve dondurula-
rak saklanmasi sirasinda oksidatif stress olusmakta-
dir. Olusan oksidatif stres etkisiyle asiri Uretilen reak-
tif oksijen tirleri (ROS) de spermatozoa plazma
membranlarinda yag asitleri ve fosfolipitlerde lipid
peroksidasyona yol acarak kalici hasarlar olustur-
maktadir (13,24). Spermatozoa ve seminal plazmada
bulunan antioksidanlar ile hiicre kendi yapisini oksi-
datif strese karsi korumaya calismaktadir (24). Ancak
bu koruma spermatozoa yapisina bagli olarak sinirh
oldugundan spermanin saklanmasi sirasinda sulan-
diricilara antioksidan ilaveleri yapilmaktadir (3,7). Rat
spermasinda da basaril saklama protokollerinin ge-
listiriimesi amaciyla yapilmis pek ¢ok arastirma bu-
lunmaktadir (9,19,20,21). Rat epididimal spermatozo-
asinda kisa sureli saklama g¢alismalarinin bulunmasi-
na ragmen antioksidan madde olan karnitinin kullanil-
digi ve farkli saklama sicaklik derecelerinin test edil-
digi bir galisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
amaci; ratlarda epididimal spermanin kisa sureli sak-
lanmasinda farkh sicaklik dereceleri ve sperma su-
landiricisina katilan karnitinin spermatolojik paramet-
reler Uzerine etkilerini belirlemektir.

Gereg ve Yontem
Hayvan Materyali

Bu calisma, Erciyes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu (No: 15/137) tarafindan onaylanmis
olup Erciyes Universitesi Deneysel Arastirmalar Uy-
gulama ve Arastirma Merkezi'nde yurGtilmustur.
Sperma dondori olarak 10 adet 8-10 haftalik, 200-250
g agirliklarinda Wistar-Albino eriskin rat kullanildi.
Calisma, ergin erkek ratlarin epididimal spermalari
Uzerinde yurutuldu.

Ornek Toplama ve Epididimal Spermanin Sulandi-
rilmasi

Calismada kullanilacak olan ratlardan ketamin/
ksilazin anestezisi altinda, testis Ureme organi disari-
ya alinip yag dokularindan arindirildiktan sonra epidi-
dimis yapisi ayirdedildi. Sag ve sol kauda epididimis-
ler petri kutusu igerisindeki 1 ml fizyolojik tuzlu suda
(% 0.9'luk NaCl) bistiri ve makas yardimiyla iyice
parcalanarak epididimal dokudaki spermatozoonlarin
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siviya gecmesi saglandi. Epididimal spermanin su-
landirnimasi amaciyla Tris buffer sollisyonu [Trisma
base (T6066, Sigma-Aldrich, Co) 3.63 g, glukoz 0.50
g, sitrik asit 1.99 g ve distile su 100 ml pH 7 ye ayar-
lanmistir] hazirlandi (22,23). Epididimal sperma nu-
muneleri 4 ayri gruba ayrilarak final konsantrasyonu
1-3 x 107/mL spermatozoa olacak sekilde tris sulan-
dirict (T) ve 2 mM karnitin (C0283, Sigma-Aldrich,
Co) katilmig tris sulandiricisiyla (TC) sulandirilarak 4
°C de (T ve TC grubu) ve 37 °C de (T ve TC grubu)
olmak Uzere 5 farkli sirede (0, 6, 12, 24, 48 saat)
bekletildi. Tim gruplar bes farkh siire sonunda motili-
te ve anormal spermatozoa orani gibi spermatolojik
ybnden analiz edildi.

Spermatolojik Muayeneler

Spermatozoa motilitesi: Belirtilen sirelerin sonunda
sulandirilmis sperma orneklerinden kiiglik bir damla
lam Uzerine alinip lzerine lamel kapatilarak i1sitma
tablasi 37 °C'ye ayarlanmis mikroskobun 400’lik
blylUtmesinde subjektif yolla motilite orani belirlendi.
Motilite analizleri g farkli mikroskobik saha incelene-
rek yapildi. Bu Ug farkli sahanin ortalama degerleri
ylzde motilite orani olarak hesaplandi (37).

Anormal spermatozoon oran: Tim deney grupla-
rinda bes farkli saklama siresinin sonunda anormal
spermatozoa oraninin belirlenmesi amaciyla; temiz,
kuru ve 6nceden isitiimis (37 °C) bir lama bir damla
sperma numunesi ve birka¢ damla Eozin-Nigrozin
(1.67 g eozin, 10 g nigrozin, 2.9 g sodyum sitrat ve
100 ml distile su) karigimi boya damlatilarak bir lam
yardimiyla karigtirilip homojen hale getirildi. Daha
sonra bu sperma-boya karisimindan ince frotiler geki-
lerek ¢ok kisa sirede kurumasi saglandi. Kurutma
isleminin ardindan frotiler mikroskobun 400’lik biyut-
mesinde incelendi. Bir frotide toplam 300 spermato-
zoon incelenerek bas, kuyruk ve toplam anormal
spermatozoon orani yuzde olarak ifade edildi (39).

Istatistiki Analizler

Deneysel galigmalar 10 kez tekrar edildi. 4 °C ve 37
°C gibi iki fakli sicakliklarda saklanan Tris ve
Tris+Karnitin gruplari arasindaki farkligin énem kont-
rolint karsilastirmak igcin Mann Whitney U testi ile
0., 6., 12, 24., 48. saatler arasindaki farkliigin dnem
kontrolinde Friedman testi, ikili kargilastirmalarda
ise Wilcoxon testi kullanildi. istatistik analizler IBM
SPSS 22 programi ile yapildi.

Bulgular

iki farkli sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa
sureli saklanan rat epididimal spermatozoa motilitesi
lizerine karnitinin etkileri Tablo 1’ de gosterildi. 4 °C
de saklanan rat spermasinda, T ve TC gruplarinda; 0.
ve 6. saatte kaydedilen motilite oranlari 48. saattekiy-
le kiyaslandiginda istatistiki agidan ciddi bir diigsme
kaydedildi (P<0.001). Rat epididimal spermasinin 37
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Tablo 1. iki farkli sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa motilite orani (%) tizeri-

ne karnitinin etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

P degeri
s'ﬁzk' Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat (F”t‘:tsj:;'an
Tris 10 78° 30° 20.8* 11.0% 5.0° <0.001
20 (T) (70.8-80.8)  (27.9-35.0)  (20.0-25.8)  (10.0-12.0)  (4.0-5.0) :
Tris+Karnitin 10 75.5° 60.5% 43.3° 20.0% 10.0° <0.001
(TC) (72.5-80.7)  (55.0-65.0) (38.8-46.7)  (18.8-21.5)  (7.8-10.0) .
P degeri (Mann Whitney U test) 0.912 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001
Tris 10 80.0° 20.0% 13.3" 6.0 4.0° <0.001
370 (T) (70.0-80.0)  (19.6-21.0)  (10.0-15.0) (5.0-8) (0.0-5.0)
Tris+Kamitin 75.0° 40.0° 30.0° 10.0% 5.5° <0.001
(TC) (70.0-80.0)  (38,3-45.0) (28.7-31.6)  (10.0-11.7)  (5.0-7.8) :
P degeri (Mann Whitney U test) 0.853 <0.001 <0.001 <0.001 0.003

abe. Ayni satirda farkli harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak dnemlidir (Friedman Test). Siitunlar arasi gruplar-
da 6nemlilik Mann Whitney U test sonuclarina gére degderlendirildi.

Tablo 2. iki farkl sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa bag bdlge anomali

orani (%) Uzerine karnitinin etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)] P degeri
(Friedma
Sicakhk Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat n test)
Tris 10 3.0° 4.0° 6.0 13.0° 23.0° <0.001
4°c ) (1.8-33)  (3.0-4.3) (6.0-7.0) (11-14.3) (21.8-26)
Tris+Karnitin 10 2.5° 3.0° 5.0% 14.0°° 21.0° <0.001
(TC) (1.8-3.3) (2-3.3) (4.0-6.0) (12.8-15.0) (20-22.3) :
P degeri (Mann Whitney U test) 0.505 0.056 0.010 0.233 0.032
Tris 10 2.0° 7.0 225" 35.0% 38.0° <0.001
37 °C (M (2.0-3.0) (5.8-7.5)  (21.0-24.0)  (34.0-36.0)  (37.0-39.3) :
Tris+Karnitin 10 2.0° 3.5° 13.0%° 24 5° 27.5° <0.001
(TC) (1.0-3.3)  (2.8-4.3)  (11.8-13.3) (24-25.3) (24.5-29.3) :
P degeri (Mann Whitney U test) 0.751 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

abed: Ayni satirda farkll harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Friedman Test). Siitunlar arasi grup-
larda 6nemlilik Mann Whitney U test sonuglarina gére degerlendirildi.

Tablo 3. iki farkl sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa kuyruk anomali orani

(%) Uzerine karnitinin etkileri

Saat [Medyan (%25-%75)]

P degeri
S'ﬁzk' Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24, saat 48. saat (Fr;eecsl:r)\ an
Tris 10 3.0° 7.0%®° 9.0%® 12.8™ 25.0° <0.001
) (1.8-4.3)  (6.0-7.0) (8.0-9.3) (14.0-15.0)  (20.5-26.3) :
Tris+
4°C > 3.0° 4.0 7.5 9.5 14.0°
K"(‘:.';:';'“ 0 (24 (3.75-5)  (6.75-9.25)  (9-10.25) (13-15) <0.001
P degeri
(Mann Whitney U test) 0.786 <0.001 0.150 <0.001 <0.001
Tris 10 3.0° 8.0 11.0% 24.0° 26.0° <0.001
) (1.8-4.0)  (6.8-9.0)  (10.0-13.0)  (24.0-25.0)  (24.8-29.3) :
o Tris+
37°C > 3.5 6.5 8.0% 13.0" 22.5°
K?;'g;'“ 10 (20400 (507.0)  (7.090)  (11.8140)  (20.8-23.3) <0.001
P degeri
(Mann Whitney U test) 0.432 0.017 <0.001 <0.001 0.002

abe Ayni satirda farkll harf tasiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Friedman Test). Situnlar arasi
gruplarda 6nemlilik Mann Whitney U test sonuclarina gére degerlendirildi.
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Tablo 4. ki farkli sicaklik derecesinde (4 °C ve 37 °C) kisa siireli saklanan rat epididimal spermatozoa toplam morfolojik ano-

mali orani (%) tizerine karnitinin etkileri.

Saat [Medyan (%25-%75)] P degeri
(Friedman
Sicakhk Grup N 0. saat 6. saat 12. saat 24. saat 48. saat test)
Tris 10 6.0° 10.5% 15.0° 26.5% 47.0¢ <0.001
M (4.07.3)  (9.0-11.3)  (14.0-16.3)  (25.0-28.5)  (45.5-49.5) :
0, .
4°c KZ::; a 10 5,57 7.0° 12.5% 23.0% 35.0° <0001
1C) (4.07.0)  (6.0-8.0) (12.0-14.0)  (22.325.3)  (34.0-36.3)
fMien%e‘;:,himey U test 0.671 <0.001 0.014 0.005 <0.001
Tris 10 5.5 14.0%° 34.0" 59.0° 64.0° <0.001
M (45-6.3) (13.0-17.0)  (32.8-34.5)  (58.8-60.0)  (61.3-67.5) :
37°C Tris+
. 6.0° 10.0% 20.5" 37.5% 49.0°
Ka(‘;'z:';'" 0 4863) (80-11.0)  (19.8:220)  (37.0-38.0)  (46.8-53.0) <0.001
P degeri 0.726 <0.001 <0.001 <0.001 <0.001

(Mann Whitney U test)

abed, Ayni satirda farkli harf tagiyan gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak énemlidir (Friedman Test). Sutunlar arasi grup-
larda énemlilik Mann Whitney U test sonuclarina gére degerlendirildi

°C de T ve TC gruplarinin her ikisinde de ilerleyen
saklama siiresi sonunda motilite oraninda ciddi dis-
meler kaydedildi (P<0.001). T ve TC gruplari karsi-
lastirldiginda, 4 °C de TC grubunda 6. saatten itiba-
ren 48. saate kadar ilerleyen farkli saklama sureleri
boyunca T grubuna kiyasla istatistiki agidan farkli ve
yliksek bir motilite orani gézlendi (P<0.001). 37 °C'de
T ve TC gruplan kendi aralarinda kiyaslandiginda,
her iki grupta da 0. saatte kaydedilen motilite orani
istatistiki olarak benzer iken (P>0.05), diger saatlerde
TC grubunda kaydedilen motilite oranlari T grubuna
kiyasla istatistiki acidan daha yuksek bulundu
(P<0.01; P<0.001). Calismada, 4°C de karnitin kati-
lan TC grubunda diger tim gruplara kiyasla daha
yiiksek motilite orani kaydedildi. iki farkli sicaklik de-
recesinde (4 °C ve 37 °C) kisa sireli saklanan rat
epididimal sperm bas bdlge anomalisi Gizerine karniti-
nin etkileri Tablo 2’ de gosterildi. Rat epididimal sper-
masi 4 °C ve 37 °C‘de T ve TC gruplarinin her ikisin-
de de 48. saate dogru ilerleyen saklama suresince
spermatozoa bas anomali oraninda istatistiki agidan
6nemli bir artig gbzlendi (P<0.001). 4 °C’ de 12. ve
48. saatlerde, 37 °C'de 6., 12., 24. ve 48. saatleri
arasinda bas anomalisi orani TC grubunda istatistiki
olarak daha diisiik kaydedildi. iki farkl sicaklik dere-
cesinde (4 °C ve 37 °C) kisa sireli saklanan rat epidi-
dimal sperm kuyruk anomalisi Gzerine karnitinin etki-
leri Tablo 3’ de gosterildi. Her iki saklama sicaklik
derecelerinde saatlere gére degerlendirme yapildi-
ginda; T ve TC gruplarinin her ikisinde de saklama
periyodunun ilerlemesiyle kuyruk anomalisi oraninda
o6nemli derecede artis gozlendi (P<0.001). 4 °C de
saklanan TC grubunda 6., 24., ve 48. saatlerde, 37
°Cde saklanan TC grubunda da 6.,12., 24., ve 48.
saatlerde T grubuna kiyasla istatistiki olarak daha
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diisiik anomali orani kaydedildi. iki farkh sicaklik de-
recesinde kisa sureli saklanan rat epididimal sperma-
tozoa toplam morfolojik bozukluklar tGzerine karnitinin
etkileri Tablo 4’ de gosterildi. Saatlere gére degerlen-
dirme yapildiginda T ve TC gruplarinda ilerleyen za-
manla beraber spermatozoanin toplam anomali ora-
ninda istatistiki agidan anlamh bir artis saptandi
(P<0.001). T ve TC gruplari kendi aralarinda karsi-
lastirildiginda; 4 °C ve 37 °C’ de yapilan kisa sureli
saklamanin 6.,12.,24.,ve 48.saatlerinde TC grubunda
istatistiki olarak daha diistk toplam morfolojik anoma-
li orani kaydedildi, 4 °C’ nin morfolojik yapiy! koruma-
da 37 °C’ ye kiyasla daha etkin oldugu saptandi.

Tartisma ve Sonug

Spermanin saklanmasinda iki Gnemli prosedur kulla-
nilmaktadir. Bunlardan biri kisa sureli saklama digeri
ise uzun sulreli dondurularak saklamadir. Sperma
saklama prosedurlerinin ortak amaci saklama suresi
boyunca spermatozoa canlliginda devamhliginin
saglanmasidir. Spermatozoanin canhhgini koruyan
ve devamliligini saglayan spermanin uygun sulandiri-
cilarla sulandiriimasi ve saklama sicakhgdinin disirul-
mesidir. Bu durum, spermatozoa metabolizmasinin
yavasglamasini, fertil yasam siresinin uzatiimasini ve
sperma saklama protokoliiniin basariya ulagmasini
saglamaktadir (29,47).

Yapilan bu calismada, rat epididimal spermasinin
kisa sureli saklanmasi stresince ilerleyen zamana
bagl olarak spermatolojik parametrelerden motilite ve
anormal spermatozoa oraninda sekillenen degisimler
ve bu degisimler Uzerine karnitinin etkileri gosterildi.

Pek cok rat irkinin spermasinin dondurulmasina ilis-
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kin calismalar bulunmakla birlikte bu calismalarin
farkh arastirma grubu ve laboratuvarlarinda tekrarlan-
malarinda sikintilarin oldugu bildiriimektedir (46).

Yapilan galismada, saklama saatlerine gbre deger-
lendirme yapildiginda T ve TC gruplarinda iki farkl
saklama sicakliginda da saklama siresinin 0. saatin-
den 48. saate dogru ilerlemesiyle beraber motilite
oraninda ciddi bir digsme gdézlendi. Bu durum, rat
spermatozoonunun ebatlarina, non spherik sekillerine
bagl olarak sogutma iglemlerinde zorluklarin olmasi-
na ve hicrelerin biyofiziksel cevaplarinin farkhilk gos-
termesine baglanmaktadir (18). Rodent sperm karak-
terleri memeli spermatozoasindan membran lipid
icerigi, kompozisyonu ve uzun kuyruk yapisindaki
farkhhga bagh olarak degisiklik gostermektedir
(29,30). Bu nedenle, rat spermi santrifligasyon, pH,
viskosite, osmotik basing gibi cevresel degisimlere de
oldukga duyarlidir (31,34,36,41). Sogutmayla beraber
sekillenen soduk sokunun etkisiyle rat spermatozoa-
sinda geri dénlsimsiz hasarlar olusmakta, memb-
ran kolesterol igeriklerinde farkliik meydana gelmek-
te ve sonug olarak membran akigkanhgi ve su gegir-
genligini degistirmektedir (19). Memeli spermatozoasi
metabolik ihtiyaclar icin gereken enerjiyi hem mito-
kondrial oksidatif respirasyon hem de glikolizis saye-
sinde saglamaktadir. Bu enerjinin, yeterli ve surekli
saglanmasi flagellumun hareketi yani spermatozoa
motilitesi icin gereklidir (12). Bu nedenle sperma su-
landiricilarina enerji saglayici katki maddelerinin ek-
lenmesi spermatozoa fonksiyonlari icin gereken ATP
sentezlenmesinde o6nemli oldugu ve dondurma-
¢ozdurme sonu soguk hasarina karsi koruyucu etkisi-
nin oldugu bildiriimektedir (46). Rat spermatozoasinin
membran ve morfolojik yapisinda saklama suresinin
ilerlemesiyle beraber gdzlenen bozukluklar motilite
kaybini da indiklemektedir. Clnkl spermatozoonun
orta kisminda oksidatif fosforilasyona bagh olarak
ATP sentezlenmesinde gorevli aksonemlerce gevre-
lenmis mitokondrialar bulunmaktadir. Uretilen bu
enerji de sperm metabolizmasi ve sperm motilitesin-
de kullaniimaktadir (38).

Calismamizda rat epididimal spermatozoasinda g6z-
lenen bas ve kuyruk bdlge morfolojik anomalileri mi-
tokondriadaki hasara da yol acabileceginden motilite
kaybiyla karsimiza c¢ikabilmektedir. Spermanin sogu-
tulmasi safhasinda olusan soguk soku etkisiyle motili-
tedeki kayiplar rat (34,41), tavsan (34) ve koglarda
(14) gosterilmigtir. Rat spermatozoasi ve testis doku-
sunun dondurulabilirligi ve ¢6zim sonu yasama guci
ile reprodiiktif yetenegdi de oldukga kisitlidir (30). Ca-
lismanin motilite sonuglarina goére, her iki saklama
sicakliginda da (4 °C ve 37 °C) saklama suresinin 48.
saate dogru ilerlemesiyle beraber énemli derecede
motilite kaybinin olustugu, 4 °C’nin 37 °C’ye kiyasla
motiliteyi daha iyi korudugu séylenebilmektedir. Bu
durum, spermatozoanin sogutulmasiyla beraber me-
tabolizmasini yavaglatarak motilite ve fertil yasam
suresinin uzatmasina baglanmaktadir (29,47). Calis-

Serpil SARIOZKAN

mamizin motilite sonuglari, Varigh ve ark.’nin (43)
calismalari sonucunda elde ettikleri motilite sonuglari-
na benzerlik gostermesine karsin 4 °C nin diger sak-
lama derecelerine kiyasla daha hasar verici buldukla-
ri sonucundan farkhhk gostermektedir. Bu durum,
c¢alismamizda kullanilan rat irkinin farkh olusuna ve
sulandiricida kullandigimiz karnitinin olumlu etkisinin
g6zlenmesine baglanmistir. Calismamizda, her iki
saklama sicakliginda da karnitin katilan gruplarda
sadece trisle sulandirilan gruplara kiyasla motilitenin
o6nemli derecede iyi korundugu saptanmistir. Bu du-
rum, karnitinin 6nemli bir antioksidan madde olmasi-
na ve saklama suresince sekillenen lipid peroksidas-
yona kars! antioksidatif 6zellik gdstermesine baglan-
mistir. Spermanin in vitro maniplasyonu siresince
sogutma ve dondurma gibi islemlere maruz kalmasi
spermada reaktif oksijen turlerinin (ROS) asir uretil-
mesine yol agmaktadir (6). Reaktif oksijen tiirleri oksi-
jen metabolizmasinin bir Grinu olarak karsimiza ¢ikar
ve spermatozoada plazma membrani ve mitokondria-
lari diizeyinde olusur. Sonuncu mekanizma, sperma-
tozoadaki ROS’un temel kaynagidir. Cunkl, sperma-
tozoada motilite igin gerekli enerjiyi saglayabilmek
amaciyla ¢ok sayida mitokondria bulunmaktadir.
Spermada spermatozoa fonksiyon bozukluklarinda
ROS duzeyi 6nemli derecede artmaktadir bu da mito-
kondrial fonksiyonu bozarak motilite gibi tim sperma-
tozoa fonksiyonlarini geri doniisimsiiz hasara ugrat-
maktadir (1,21). Asirnt ROS uretimini dengede tutmak
amaciyla seminal plazma ve spermatozoada dogal
antioksidanlar bulunmaktadir (35). Ancak kisith mik-
tarlarina bagli olarak sperma sulandiricilarina antiok-
sidan ilaveleri yaygin sekilde yapilmaktadir (3,16).
Calismamizda karnitin kullanilmis gruplarda motilite-
nin sadece tris ile sulandirilan gruplara kiyasla daha
iyi korunmasi da antioksidanlarin ROS olusumunu
engellemeleri ya da direkt yok etmeleri ile spermato-
zoa plazma membranindaki lipidlerin korunmasina ve
dolayisiyla spermatozoa motilite ve canhliginin mu-
hafazasini sagladigi bilgisiyle paralellik gostermekte-
dir (26). Sariézkan ve ark.’nin (34) kisa sireli sakla-
manin yapildidi tavsan spermasinda 0.5 mM dozda
karnitinin saklamanin 12. saatinde motilite, akrozomal
ve membran bitinliginde énemli derecede koruma
sagladigini  bildirmislerdir. Yaptidimiz ¢alismanin
sonucu belirtilen calismanin sonuglariyla benzerlik
gOstermektedir. Ayrica, karnitinin kullanildigi, boga
spermanin dondurulmasi-¢ézdirilmesi sonrasi moti-
lite Uzerine olumlu etkisinin gosterildigi galisma ile de
paralellik gostermektedir (8).

Yapilan galismada rat epididimal spermasinin iki fark-
Il saklama sicakliginda kisa sireli saklanmasinda
saklama siresinin ilerlemesiyle beraber bas, kuyruk
ve toplam anormallik oraninin artig gosterdigi, karnitin
ilave edilen gruplarda sadece trisle sulandirilan grup-
lara kiyasla istatistiki agidan énemli derecede koruyu-
cu etki yaptigi ve 4 °C’ de normal morfolojik yapi bi-
tanlGguniin 37 °C’ ye kiyasla daha iyi korundugu tes-
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pit edildi. Galismanin sonuglari, kisa sureli saklama-
da ilerleyen zamana bagli olarak tavsanlarda (35) ve
bizonlarda (23) motilite, canlilik ve normal morfolojiye
sahip spermatozoa oraninda ciddi kayiplarin oldugu
ve rat epididimal spermasinin 4 °C de sogutulmasinin
akrozomal butlinluk Uzerine zarar verici etkisi olmadi-
gina dair ¢aligsmalarin sonuglariyla uyum géstermek-
tedir (41).

Sonug olarak, sperma sogutulmasi siliresince sekille-
nen soduk soku nedeniyle spermatozoa membran
yapisi ve ortamin ozmotik yapisi degisiklide ugra-
maktadir. Bu degisiklikler, kisa sureli saklama sure-
since ilerleyen zamanin da etkisiyle spermatolojik
Ozellikleri olumsuz etkilemektedir. Sperma sulandiri-
cilarina antioksidatif 6zellige sahip ajanlarin katilmasi
spermatolojik dzellikleri korumaktadir. Yapilan calig-
mada 4 °C ve 37 °C lerde kisa siireli saklama siire-
since ilerleyen zamana karg! rat spermatolojik para-
metrelerinden motilite oraninda dusme, bas, kuyruk
ve toplam spermatozoa morfolojik anomalilikler ora-
ninda artis oldugu ancak, 4 °C’ de muhafaza edilen
ve karnitin ilave edilmis gruplarda spermatolojik para-
metrelerin sadece ftrisle sulandirilan gruplara kiyasla
daha iyi korundugu tespit edilmigtir.
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