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Kog¢ spermasimin dondurulmasina alfa lipoik asit ve

trehalozun etkisi

Effect of alpha lipoic acid and trehalose on ram semen

cryopreservation

OZET

Bu ¢alismada, kog¢ sperma sulandiricisina farkli dozlardaki Alfa Lipoik asit (ALA) ve
Trehalozun eklenerek dondurulup ¢odzdiiriilmesinden sonra spermatozoon motilitesi,
plazma membran ve akrozom biitiinligii (PMAI), mitokondrial membran potansiyeli ve
mitokondrial reaktif oksijen tiirleri {izerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmigtir. 10
adet Pirlak kogtan suni vajen kullanilarak alinan spermalar ii¢ esit pargaya boliinerek
Alfa lipoik asit (1 mM), Trehaloz (100 mM) igeren ve higbir katki maddesi icermeyen
(kontrol) sulandiricilar ile 5x108/ml spermatozoa olacak sekilde sulandirildi. Spermalar
+4°C'de yaklasik 2 saat ekibrasyona birakildi, sivi azot buharinda (-120 °C)
donduruldu, 37 °C’de 30 saniyede ¢ozdiiriildi. Cozdiiriilen sperma Orneklerinde
motilite, 37 °C'de 1sitma tablali faz kontrast mikroskop ile subjektif olarak, PMAI,
mitokondrial membran potansiyeli ve mitokondrial reaktif oksijen tiirleri (MitoSOX+)
flow sitometre ile degerlendirildi. En diisiik motilite kontrol grubunda tespit edilirken
en yiliksek plazma membran akrozom biitiinliigi Trehaloz ve ALA gruplarinda
belirlendi (P<0,05). En diisik Hmmp ve en yiliksek Lmmp degeri kontrol grubunda
tespit edilirken en diisik MitoSOX+ Trehaloz grubunda belirlendi (P<0,05). Sonug
olarak; Pirlak koglarda sezon disi spermanin dondurulmasinda ALA ve Tehalozun
spermatolojik parametreleri iyilestirdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Alfa Lipoik Asit, trehaloz, dondurma, ¢dzdiirme, sperma

ABSTRACT

In this study, it was aimed to investigate the effects on spermatozoon motility, plasma
membrane and acrosome integrity (PMAI), mitochondrial membrane potential and
mitochondrial reactive oxygen species after freezing and thawing by adding different
doses of Alpha Lipoic acid (ALA) and Trehalose to ram semen extender. Semen was
collected from 10 Pirlak rams using artificial vagina, divided into three equal parts,
extended with extender containing Alpha lipoic acid (1 mM), Trehalose (100 mM) and
no additives (control) to contain 5x108/ ml spermatozoa. Sperm was equilibrated about
2 hours at + 4 ° C, frozen in liquid nitrogen vapor (-120 ° C), thawed in 30 seconds at
37 ° C. Thawed sperm sample were evaluated. Subjective motility evaluated by phase
contrast microscope with heating table at 37 °C, PMAI, mitochondrial membrane
potential and mitochondrial reactive oxygen species were evaluated by flow cytometer.
While the lowest motility was detected in the control group, the highest plasma
membrane integrity was found in the Trehalose group (P <0,05). While the lowest
Hmmp and the highest Lmmp value were detected in the control group, the lowest
MitoSOX+ was detected in Trehalose group.lt has been determined that ALA and
Trehalose improve spermatological parameters in Pirlak ram semen after freezing and
thawing procedure on non-breeding season.
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Kog spermasinin dondurulmasi
iRIS

Spermanin dondurulmasi iireme
devamlilifi i¢in yaygin olarak

kullanilan reprodiiktif bir
biyoteknolojidir. Spermanin
dondurulduktan sonra ¢6ziim sonu canliligi ve
kalitesi dondurulma sirasinda  kullanilan

sulandiric1 bilesenlerine ve kryoprotektanlara
bagli oldugu agiktir (Salamon ve Maxwell,
2000). Ko¢ spermasinin dondurulmasinda
degisik sulandirict ve dondurma protokolleri
kullanilmasina  ragmen spermanin
fertilizasyon sonuglart ile kiyaslanamamaktadir

taze

(Ozmen vd., 2020). Bunun en énemli sebepleri
arasinda spermanin dondurulmasi
fizyolojik smirlardan daha yiiksek diizeyde
reaktif oksijen tiirleri (ROS)
spermanin kalitesini ve fertilizasyon yetenegini
etkilemesi gosterilmektedir (Ahmed vd., 2019,
Ahmed vd., 2020). Buradan hareket ederek
calismada trehaloz ve Alfa Lipoik Asit (ALA)
kullanilarak

olusturulmustur.

sirasinda

uretilerek

sulandirici bilesenleri

Sulandiricilarda kullanilan yumurta saris1 ve
gliseroliin  olumsuz etkilerinden spermanin
korunmasimi saglamak icin degisik sekerler
kullanilmaktadir. Bu sekerlerden dissakkarit
yapisinda olan trehaloz, penetre olmayan bir
siiperoksit dismutaz, glutatyon ve katalaz gibi
antioksidan enzim aktivitesini artirarak sperma
membranlarini lipit peroksidasyon ve oksidatif
hasardan koruyabilecegi bildirilmistir (Igbal
vd.,, 2016). Ayrica, bu koruyucu etkisini
sulandiricilarin  tonisitesini  artirarak (Giingor
vd., 2016) ve membran fosfolipitleri ile spesifik
iletisim kurarak (Igbal vd., 2018) plazma
membranlarin1 korudugu  belirtilmektedir.
Trehaloz kocglarda ¢oziim sonu spermada
motilite, canlilik, membran ve morfolojik
biitiinliigli artirdig1 bildirilmektedir (Bucak ve
Tekin, 2007; Uysal ve Bucak, 2009; Avdatek ve
Gilindogan, 2018).

Calismada kullanilan bir diger madde ALA
(1,2-dithiollone-3-pentanoic acid) mitokondriler

de koenzim olarak a ketoglutarat ve piruvat
dehidrogenaz  aktivitelerinde  6nemli  rol
oynamaktadir (Avdatek vd., 2019). Biitiin
prokaryotik ve okaryotik hiicrelerde
sentezlenebilen antioksidan aktivitesi vasitasi
ile oksidatif hasar1 azaltict etkisi oldugu
belirtilmektedir (Biewenga vd., 1997). ALA
serbest radikalleri hiicrelerde indirgenmis
glutatyon  seviyesinin  artist  ve  lipit
peroksidasyon seviyesinin azaltilmast seklinde
bir reaksiyon gostererek normal bir antioksidan
profili ¢izmektedir (El-Beshbishy vd., 2011).

Bu ¢alismanin amaci, trehaloz ve ALA’nin

ko¢ spermasinin ¢Oziim sonu spermanin
motilite, plazma membran ve akrozom
biitiinliigli, = mitokondrial  aktivasyon  ve
mitokondrial ~ reaktif = oksijen tiirlerinin
seviyesine etkisinin belirlenmesidir.
MATERYAL VE METOT

Arastirma  Afyon Kocatepe  Universitesi

Hayvancilik Uygulama ve Arastirma Merkezi
bilinyesindeki 2-3 yash 10 adet Pirlak koglarda
yapildi. Koglar yar1 acik besi sartlarinda tane-
kaba yem karisik olarak beslenirken su
adlibitum olarak verildi. Koglardan asim sezonu
disinda haftada iki kez elektroejakiilator
yardimiyla alindi. Her bir kogtan alinan nativ
spermalar makroskobik ve mikroskobik yonden
muayene edilerek, normospermi (%80 motilite,
5x10%/ml yogunluk, sperma miktar1 en az 0,5
ml) degerleri gosteren ejakiilatlar birlestirildi.
Birlestirilen ejakulatlar daha sonra 3 esit gruba
boliinerek (split ejekulat); biri kontrol grubu
olarak ayrildi, tris yumurta saris1 sulandiricisi
(TYS) ile sulandirildi (Avdatek ve Giindogan,
2018) diger gruplar alfa lipoik asit (1 mM) ve
trehaloz (100 mM) iceren TYS soliisyonu ile
ml’de 5x10® olacak sekilde sulandirildi.
Caligmadaki sulandirict gruplar ile sulandirilan
spermalarin sicakligt +4 °C’ye diisiiriildiikten
sonra 2 saat ekilibrasyonda tutuldu.
Ekilibrasyon siiresi sonunda payetler sivi azot
buharinda -120°C*de 15 dakikada
dondurulduktan sonra sivi azot i¢inde saklandi.
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S1v1 azot igerisinde saklanan payetler, her deney
grubu i¢in 37°C’deki su banyosunda 30 saniye
¢Ozdiiriildii. Cozdliirme sonrasi motilite faz
kontrast mikroskopta incelenirken, plazma
membran-akrozom.biitiinliigii degerlendirilmesi
(PMAI) i¢in FITC-PNA/PI, mitokondriyal
aktivitenin belirlenmesi, yiiksek mitokondrial
aktivasyon (HMMP) amaciyla JC-1/PI floresan
boyamasi, mitokondri tarafindan iiretilen reaktif
oksijen tiirlerinin belirlenmesinde MitoSOX
Red/PI floresan boyamalari ile flow sitometri

cihazinda (Beckman Culture, Cytoflex®)
degerlendirildi.
Motilite

Motilite muayenesi; 1sitmali tablali (37°C) faz-
kontrast mikroskopta (x400) (Nicon Eclips
E600) 7 farklt mikroskop sahasi incelenerek
yapildi. Muayene ortalamalar1 alind1 ve motilite
sonucu subjektif olarak, (%) belirlendi
(Avdatek ve Glindogan, 2018).

Flow sitometri analizleri

Flow sitometri analizleri Cytoflex Flow
sitometri (Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA) ile yapildi. Sperma 6rnekleri 488 nm (50
mW laser output)’lik tek lazer ve tli¢ renkli 525
+40, 585442, 61020 nm filtreler ile
degerlendirildi.

Calisma soltisyonlart 100 pg/mL fluorescein
isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin
(FITC-PNA [L7381], 2.99 mM propidium
iodide (Pl, [L7011, molecular probes,
Invitrogen],0,153mM 5,5°,6,6’-tetrachloro 1,1
’3,3’-tetramethylbenzimidazolyl-carbocyanine
iodide (JC-1, T3198, molecular probes,
Invitrogen) ve 5 mM MitoSOX Red (M36008,
molecular probes, Invitrogen) DMSO ile
hazirlanarak 0.22 puM Millipore Millex CV
filtrelerden  geg¢irildikten sonra 30 puL
porsiyonlara ayrilarak -20 °C’de saklandi.

Plazma membran ve akrozom biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi (PMAI)
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Cift boyama yonteminin kullanildigi, FITC-
PNA/PI boyamada, spermada akrozom ve
plazma membran biitiinliigli degerlendirildi. 5
uL FITC-PNA (100 ug/mL) ve 3 uL PI (2.99
mM) 492 uL fosfat buffer soliisyonuna (PBS)
eklendi, daha sonra 10 uL sperma siispansiyonu
bu karisima eklenerek finalde 5x10° sperm/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde sulandirildi.
Sperma ornekleri 37 °C’de 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. Debris (sperma olmayan
alanlar) kapt alinarak uzaklastirildi. Plazma

membran  ve akrozom  biitiinliigiiniin
degerlendirilmesi  (PMAI) CytExpert 2.3
software (Beckman Coulter) analizi ile
gerceklestirildi.

Mitokondrial aktivitenin belirlenmesi

Spermada Mitokondrial membrane potansiyeli
JC-1 boyamasi ile yapildi. 10 pL JC-1 (0.153
mM) 490 pL PBS soliisyonuna eklendi, daha
sonra 10 pL sperma bu karisima eklenerek
finalde 5x10° sperm/mL konsantrasyonunda
olacak sekilde sulandirildi. Sperma ornekleri 37
°C’de 15 dakika karanlik ortamda inkiibe edildi.
Debris (sperma olmayan alanlar) kap1 alinarak
uzaklagtirildi, Yiiksek mitokondrial aktivasyon
(YMA, HMMP) ve disik mitokondrial
aktivasyon (DMA, LMMP) CytExpert 2.3
software (Beckman Coulter) analizi ile
gerceklestirildi.

Mitokondrial reaktif
seviyesinin belirlenmesi

oksijen tiirlerinin

Spermada  Mitokondrial  reaktif  oksijen
tirlerinin seviyesi MitoSOX Red/PI boyamasi
ile yapildi. 5 pL MitoSOX Red (5§ mM) ve 3 pL
Pl (299 mM) 492 uL PBS soliisyonuna
eklendi, daha sonra 10 uL sperma siispansiyonu
bu karisima eklenerek finalde 5x10° sperm/mL
konsantrasyonunda olacak sekilde sulandirildi.
Sperma ornekleri 37 °C’de 15 dakika karanlik
ortamda inkiibe edildi. Debris (sperma olmayan
alanlar) kap1 alinarak uzaklastirildi, MitoSOX+
(mitokondrial reaktif oksijen tiirleri seviyesi)
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Kog spermasinin dondurulmasi

CytExpert 2.3 software (Beckman Coulter)
analizi ile gergeklestirildi.

istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin Onemlilik testlerinden
once, tim degiskenler parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro
Wilks test ile, varyanslarin homojenligi
yoniinden ise Levene’s testi ile incelendi.
Normal dagilan degiskenler arasi1 farklihigin
istatistiksel acidan kontrolii tek varyans analizi
(ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasi1 farkliligin
anlamlt ¢iktig1 degiskenler icin ileri asama
(post-hoc) testi olarak Duncan testi'nden
yararlanildi.  Tiim  istatistiksel  analizler
minimum %5 hata pay1 ile incelendi. SPSS 22.0
paket programindan yararlanildi. P<0,05 diizeyi
anlamli olarak kabul edildi. Sonug¢lar ortalama +
standart sapma olarak verildi.

Etik Beyan

Bu calisma Afyon Kocatepe Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
(AKUHADYEK) B.30.2. AKU.0.9Z.00.00/10

numarali karar1 ile onaylanmstir.

BULGULAR

Yapilan c¢alismada en diisilk motilite kontrol
grubunda tespit edilirken en yliksek plazma
membran ve akrozom biitlinliigli Trehaloz ve
ALA gruplarinda belirlendi (p<0,05) (Tablo 1).
En disik HMMP ve en yiiksek LMMP degeri
kontrol grubunda tespit edilirken
mitokondrilerde Slgiilen en diisiik ROS degeri
(MitoSOX+) Trehaloz grubunda belirlendi
(p<0,05) (Sekil 1, 2, 3).

Tablo 1. Alfa lipoik asit ve Trehaloz ile dondurulan kog¢ spermasinin ¢6ziim sonu spermatolojik
parametre (%) degerleri. Pmai: Plazma membran ve akrozom biitiinliigii, Hmmp: High mitochonndrial
membran potential (Yiiksek mitokondrial membran potansiyeli), Lmmp: Low mitochondrial membran
potential (Diisiik mitokondrial membran potansiyeli), MitoSOX+ mitokondrial reaktif oksijen tiirleri

seviyesi
Grup Motilite PMAI HMMP LMMP MitoSOX+
Kontrol 36.87+9.612 24.08+2.75? 10.01+1.262 89.99+1.262 88.83+3.99¢
Alfa Lipoik Asit (1 mM) 51.25+6.40° 35.03+1.97° 22.79+2.14b 77.20+2.14° 73.61+9.03°
Trehaloz (100 mM) 51.25+7.90° 35.28+1.57P 23.67+2.82b 76.32+2.82P 68.73+2.93?
p * * * * *
a-b-c:Ayni siitunda farkls harf tagiyan gruplar istatistiksel olarak farklidir (p<0,05).
PRA+P] P2 JC-1 P2
fhe-pi+(%25,61)  fitc+pi+(%30 55) HMMP(% 26,361 Q3-UR(%0,00)
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Sekil 1. Pirlak Koglarda Coziim sonu plazma membran
akrozom biitiinliigliniin flow sitometrik analizi FITC-PI-:
Plazma membran ve akrazom saglam, FITC+PI-: Plazma
membran saglam, akrozom hasarli FITC-PI+: Plazma
membran hasarli, akrozom saglam FITC+Pl+: Plazma
membran ve akrozom hasarli

LMMP% 73 641 23-LR(%0,00

| T T IIIIIII| T T IIIIII| T TTT
0 104 10%
JC-1 FITC-A

Sekil 2. Pirlak Koglarda Coziim sonu mitokondrial
membran potansiyelinin flow sitometrik analizi Hmmp:
High mitochondrial membran potential (Yiiksek
mitokondrial membran potansiyeli), Lmmp: Low
mitochondrial membran potential (Diisiik mitokondrial
membran potansiyeli)
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Sekil 3. Pirlak Koglarda Coziim sonu mitokondrial reaktif
oksijen tiirleri seviyesinin flow sitometrik analizi
MitoSOX+: mitokondrial reaktif oksijen tiirleri seviyesi

TARTISMA

Spermanin  dondurma  prosediirii  diisiik
sicakliklarda hiicrelerde hasarlara ve ozmotik
degisikliklere sebep olmaktadir (Keskin vd.,
2020). Dondurma sirasinda hiicrelerin zarar
gérmesi sonucu hiicre yapisinda fertilizasyonu
etkileyecek degisiklige sebep olarak spermanin
fertilizasyon kapasitesini diisiirecektir
(Nishizono vd., 2004). Soguk hasar1 ayrica,
plazma ve akrozomal membrani etkileyerek
ROS iiretimine sebep olur (Salamon ve
Maxwell, 1995). ROS iiriinlerinin ise,
proteinlere, lipitlere ve hiicre DNA’sina zarar
verici  etkileri  bulunmaktadir. ROS’larin
olusturdugu bu olumsuz durumu azaltmak i¢in
hiicrelerin antioksidan savunma mekanizmast
bulunmaktadir ve bu durum belirli bir dengede
devam etmektedir (Aitken, 1989). Ancak,
mevcut antioksidan savunma sistemi dondurma-
cozdiirme prosediirii ile bozularak oksidatif
hasar ve serbest radikallerin toksik etkisine
sebep olmaktadir (Bucak vd., 2015). Bu
sebepten dolay1 arastiricilar oksidatif hasari ve
serbest radikallerin toksik etkisini azaltmak igin
sulandiricilara  ¢esitli  antioksidan maddeler
katilmaktadir. Avdatek ve vd., (2019) Merinos
koglarda yaptig1 c¢alismada ALA’nin kontrol
grubuna gore motilitesi ¢oziim sonu daha
yliksek tespit edilmistir. Ayrica, Baspinar vd.,
(2011) farkli oranlarda ALA kullanarak kog
spermasint dondurduklarinda 1 mM ALA’nin
kontrol grubuna gore olumlu sonuglar verdigi

VetBio, 2020, 5(3), 121-127

tespit edilmistir. Coziim sonu en diisiik motilite
kontrol grubunda tespit edilirken plazma
membran biitiinliigli agisindan ALA grubunun
kontrol grubunda belirlenmesi yukaridaki
calismalar1  destekler  nitelikte  oldugu
goriilmektedir. (p<0,05).

Gilingor ve ark. (2016) ise 50 mM; trehaloz
kullanarak ¢6ziim sonu kog¢ spermasinda
motilite agisindan kontrol grubu ile bir farklilik
tespit edilememesine ragmen mitokondrial
aktivite ve akrozom biitlinliigiinde olumlu
etkiler belirlenmistir. Yapilan bir¢ok kog
spermasinin  dondurulma ¢aligmasinda ise
trehalozun ¢6ziim sperma  kalitesini
artirdigi  belirlenmistir (Bucak vd., 2007;
Jafaroghli vd., 2011; Cirit vd., 2013; Ozmen
vd., 2020). Yapilan calismada ise motilite,
plazma membran biitiinligii ve mitokondrial
aktivite parametrelerinde ALA ve trehaloz
gruplarmin kontrol grubuna gore iistiin olmasi

sonu

acisindan benzerlik gostermektedir. PMALI
akrozomda Onemli enzimleri bulundurmasi,
HMMP  ise  mitokondral  aktivasyonun

gostergesi olmasi agisindan 6nemlidir. Yapilan
calismada yiiksek mitokondrial aktivasyonun
motilite ile paralel sonuglar vermesi Tiretilen
ATP  enerjisinin  spermatazoonun  hareket
ozellikleri (motilite sonuglar1) ile Ortiistiigiini
gostermektedir.

MitoSOX red, spermada mitokondrial
stiperoksit indikatorii olarak reaktif oksijen
tiirlerini belirleyen floresan bir boya 6zelligini
tagimaktadir (Kotwicka vd., 2016). Yapilan
calismada en yiikksek mitoSOX + kontrol
grubunda, en diisiik ise Trehaloz grubunda
tespit edilmistir (p<0,05). MitoSOX sonuglari
ile  motilite ve plazma membran/akrozom

biitlinligi sonuglar1 birlikte
degerlendirildiginde paralel sonuglarin tespit
edilmesi  kullanilan ALA ve trehaloz

antioksidanlarinin oksidatif stresi azaltarak lipid
peroksidasyonu diislirdiiglinii ve ¢6ziim sonu
spermatolojik ~ parametreleri  iyilestirdigini
gostermektedir.
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SONUCLAR

Sonu¢ olarak; Pirlak koglarda sezon disi
permanin dondurulmasinda ALA ve Tehalozun
spermatolojik parametreleri tyilestirdigi
belirlenmistir. Elde edilen bu sonuglarin in vivo
denemeler yapilarak desteklenmesi gerektigi ve
boylelikle spermanin  dondurularak
¢Oziim kullaniminin  artirilabilecegi
sonucuna varilmistir.

sahada
sonu
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