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1. OZET

Bu c¢alisma L-karnosin’in farkli dozlarda in vitro olarak spermaya
katilmasinin spermanin kisa ve uzun siireli saklanabilirligi iizerine olan etkisini
aragtirmak amaciyla yapilmistir.

Aragtirmada 6 adet akkaraman kogtan almman spermalar kullanildi.
Calismanin birinci asamasinda her bir hayvandan alinan spermalar karistirildi ve 1,
5, 10, 20, 50, 100 ve 200 mM L-karnosin i¢eren tris+yumurta sarisi sulandiricisi ile
sulandirilarilarak +4°C’de 96 saat boyunca saklandi.

Kisa stireli saklama esnasinda 1, 5, 10, 20 mM L-karnosin dozlarinin total,
progresif ve hizli motilite, kinematik parametrelerden VCL, VSL, VAP degerlerini
ve yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli seviyesini artirdigi, membran
biitiinliglinii korudugu, anormal spermatozoon oranini, akrozomal hasar1 ve diigiik
mitokondriyel membran potansiyeli seviyesini azalttigi belirlendi. 200 mM L-
karnosin dozunun toksik etki gostererek parametreleri olumsuz yonde etkiledigi
tespit edildi.

Calismanin ikinci agsamasinda ise birinci asamadaki en iy1 dozlar (1, 5, 10
ve 20 mM) kullanildi ve 6 kez alinan spermalar dondurma islemine maruz birakildi.
Spermanin uzun siireli saklanmasinda 5 mM L-karnosin dozunun tiim analizlerde
one ¢iktig1 ve bu dozun total, progresif ve hizli motilite, canli spermatozoon orani
ve yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli oranini énemli Slglide artirdigi
belirlendi. Bunun yaninda spermatozoonun membran biitiinliginii korudugu,

anormal spermatozoon oranini, 6lii spermatozoon oranini, akrozomal hasar oranini,



diisiik mitokondriyel membran potansiyelini ve apoptotik hiicre oranini 6nemli
Olclide azalttig1 tespit edilmistir.

Sonu¢ olarak kog¢ spermasinin dondurulmasi esnasinda sperma
sulandiricisina 5 mM L-karnosin katilmasinin faydali olacagi ve spermanin basarili
sekilde dondurulmasina katk1 saglayacagi belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: L-karnosin, Sperma, Saklanabilirlik, Flow-sitometrik

analizler, Kog



2. ABSTRACT

SHORT AND LONG TERM PROTECTION OF ARIES SPERM THE USE
OF L-CARNOSINE IN STORAGE SPERMATOLOGICAL AND WITH
FLOW-CYTOMETRIC ANALYSIS EVALUATION

This study was carried out to investigate the effect of in vitro addition of L-
carnosine to semen at different doses on short and long term storability of semen.

In the study, semen taken from 6 Akkaraman rams were used. In the first
stage of the study, semen from each animal were mixed and diluted with tris+egg
yolk extender containing 1, 5, 10, 20, 50, 100 and 200 mM L-carnosine and stored
at +4°C for 96 hours.

During short-term storage, doses of 1, 5, 10, 20 mM L-carnosine increased
total, progressive and rapid motility, VCL, VSL, VAP values from kinematic
parameters, and high mitochondrial membrane potential level. It was determined
that these doses preserved membrane integrity, decreased abnormal spermatozoon
rate, acrosomal damage and low mitochondrial membrane potential level. It was
determined that 200 mM L-carnosine dose had a toxic effect and affected the
parameters negatively.

In the second stage of the study, the best doses (1, 5, 10 and 20 mM) in the
first stage were used and semen collected 6 times were subjected to freezing. It was
determined that 5 mM L-carnosine dose stood out in all analyzes in long-term
storage of semen, and this dose significantly increased the rate of total, progressive
and rapid motility, viable spermatozoa rate and high mitochondrial membrane
potential. In addition, it has been determined that the spermatozoon maintains the

integrity of the membrane, significantly reduces the abnormal spermatozoon rate,



the rate of dead sperm, the rate of acrosomal damage, the low mitochondrial
membrane potential and the apoptotic cell rate.

As a result, it was determined that adding 5 mM L-carnosine to the semen
extender during the freezing of ram semen would be beneficial and contribute to
the successful freezing of the semen.

Keywords: L-carnosine, Semen, Storability, Flow-cytometric analysis,

Ram,



3. GIRIiS

Ulkemizde her zaman boyunca kiiciikbas hayvan yetistiriciligi biiyiik Sneme
sahip olmustur. Kiigiikbas hayvanlarin et, siit, deri ve yiinleri toplum ihtiyaglarimni
karsilama konusunda kii¢iikbas hayvan iiretimini oldukc¢a 6nemli kilmaktadir (1).
Fakat dol verimi disiikliigii ve 1slah caligmalarindaki yetersizlikler sebebiyle
kiicikbas hayvan {iiretimi istenilen seviyesini kaybetmektedir. Halkin kirmizi et
talebi ve hayvansal proteinlerin 6nemi bilinmekte, fakat karsilanmakta giigliik
¢ekilmektedir. Sosyo-ekonomik sebeplerin diizeltilmesi, bakim, beslenme ve mera
sartlarinin iyilestirilmesi ve genotipik yapinin 1slah edilmesi ile birlikte diinya
standartlarinin  iizerinde bir koyun yetistiriciliginin yapilmasi miimkiin
goriilmektedir (2). Koyunlarda genotipik yapinin iyilestirilmesi i¢in yerli koyun
wrklarmin kiiltiir wrklara  doniistiiriilmesini  hedefleyen melezleme ¢alismalart
yapilmaktadir. Melezleme g¢aligmalarinda suni tohumlama yontemi dogal asima
nispetle daha yaygin kullanilmaktadir. Suni tohumlama yontemi sayesinde iistiin
genotipik Ozelliklere sahip ko¢ spermalariyla kisa siirede daha fazla sayida koyun
tohumlanmas1 miimkiindiir (3). Koyunlarda saha sartlarinda suni tohumlama
yapilirken genellikle sulandirilmis taze sperma tercih edilmektedir. Bir kogun
spermasinin alinip uygun sulandiricilarla sulandirilarak birden fazla koyunun
tohumlanmasi, hem c¢ok sayida damizlik kog¢ besleme kiilfetinden hayvan
sahiplerini kurtarmakta, hem de genetik 1slah i¢in bir firsat olusturmaktadir. Fakat
taze spermanin muhafaza Omriiniin kisa olmasi ve tasmmmasimnin zor olmasi
sebebiyle spermanin dondurularak saklanma gerekliligi ortaya ¢ikmaktadir.

Spermanin dondurulmasinin, yiiksek verimli damizlik erkek koglarin spermasinin



ilkenin her bir yanina rahat¢a tasinmasini saglayacak olmasi agisindan énemlidir.
Sigirlarda aktif olarak yapilan suni tohumlama uygulamalarinin, koyunlarda da
yapilmasi tilke ekonomisi ve hayvanciligina biiyiik katki saglayacaktir (4).
Ulkemizin Dogu, Giiney ve Orta Anadolu bdlgelerinde hem ekonomik hem
de cografi sartlar sebebiyle kiigiikbas hayvan tiretimi daha fazla yapilmaktadir.
Tiirkiye Istatistik Kurumu nun (TUIK) en son yayimladig1 verilere gore Tiirkiye'de
45 milyondan fazla koyun mevcuttur (5). Bu saymin 3-4 milyonunu Merinos koyun
irk1 olustururken, 42-43 milyonunu ise diger koyun irklar1 (Akkaraman,
Morkaraman, Kivircik, Daglig, Tuj, Ivesi, Karayaka, Sakiz) olusturmaktadir.
Ulkemizdeki Akkaraman koyun 1rki farkli soylara sahiptir. Bunlar sirasiyla Malatya
ve Sivas bolgesinde “Kangal Akkaraman”, Diyarbakir bolgesinde “Karakas” ve
Toroslarda ise “Giiney Karaman” soylaridir. Akkaraman irkinin iilkemizde en
yaygin olarak bulundugu bélgeler, 6zellikle Orta Anadolu'nun yani sira Dogu ve
Glineydogu Anadolu bdlgeleridir. Akkaraman koyunu iilkemizin koyun
popiilasyonunun %40°1mn1 temsil ederek koyunlar igerisinde en biiylik grubu
olusturmaktadir. Bu irk koyunlar, iilkemizin iklimsel ve cografik sert kosullarina

uyum saglayarak, yetistiricisine her durumda gelir saglamaktadir (6).

3.1. Koglarda Spermatolojik Ozellikler

Kog¢ spermatozoonun yapisina temel manada bakildiginda bas ve kuyruk
olmak iizere 2 ana yapidan olustugu goriilmektedir. Bas kism1 oval ve basik bir
yapida olup, genetik materyali barindirarak, fertilizasyon i¢in gerekli enzimleri
ihtiva etmektedir. Spermatozoonun bas kisminin yapisina hiicresel boyutta

baktigimizda hiicre membrani, dis akrozomal membran, niikleus, perforatoryum, i¢



akrozomal membran, post-niikleer kap ve implantasyon ¢ukurcugu gibi boliimleri
barindirmaktadir (7). Kog spermasinin bas kismi 8,2 pm, orta kismi 14 um, kuyruk
kismi1 ise 65 pm, genisligi 4 um, kalinhig 1 pm, hacmi 31 pm?3, yiiz 6l¢iimii 142
um? olarak bilinmektedir (8). Sperma miktar1 0,7 — 3 ml, spermatozoon yogunlugu
1,5-5,0 x 10° /ml ve motiliteninde %60 — 90 arasinda degerlere sahip oldugu

bildirilmektedir (9).

3.2.  Ko¢ Spermasinin Dondurulmasi

Spermanin dondurularak uzun siireli saklanmasi, spermalarin tasinmasini ve
kontrol altina alinmasmi saglamaktadir. Ayrica bu islem degerli bir damizlik
hayvanin yasamini yitirmesinden sonraki zamanlarda bile iistiin nitelikli genetik
materyalinin uzun siireli kullanilmasina olanak saglamaktadir. Diinya genelinde,
ozellikle bogalarda sperma dondurma islemi 6nemli bir endiistri dali haline
gelmistir. Ancak koyunlarda dondurulmus spermalarla yapilan tohumlamalardan
ozellikle de sahada kullanimi1 kolay olan intraservikal tohumlamalardan elde edilen
gebelik oranlari natif veya sulandirilmig-sogutulmus spermalarla elde edilen
gebelik oranlarina gore ¢ok diisiik kalmakta (10, 11), bu sorunun temel nedenini
ise, ko¢ spermatozoonlarinin membran yapisinin diger tiirlere gore farkli lipidik
kompozisyonda olmasina istinaden dondurma isleminin spermatozoonlarin
membran yapisinda meydana getirdigi ¢esitli fiziksel ve Kkimyasal stresler
olusturmaktadir (12). Ko¢ spermatozoonlarinin bu &zelliginden dolayi
dondurulmus-¢ozdiriilmiis  spermalarla  yapilan tohumlamalar sonrasinda
belirlenen gebelik oranlar1 oldukea diisiik seyretmektedir. Ote yandan damizlik

bulundurma ve yetistirme masraflarinin yliksek olmasi ve elde bulunan erkek



damizliklardan daha fazla oranda yararlanilamamasi biiyiik ekonomik kayiplara
neden olmaktadir. Kog¢ spermasinin dondurulmasinda saglanacak basari, damizlik
degeri yiiksek koglardan sadece iireme mevsimi igerisinde sinirlt sayida koyunun
tohumlanmasi ile heba edilmeyerek, iireme mevsiminde ve disinda bu koglardan
aliman ejekiilatlarin dondurulmasi ile binlerce koyunun tohumlanmasina olanak
saglayacak ve bunun sonucunda koyun yetistiricileri i¢in biiyiilk ekonomik
kazanimlar olacaktir. Ko¢ spermasiin dondurulmasi esnasinda ortaya cikan
hasarlarin, buz kristal olusumundan dolay1 oksidatif stres diizeyindeki artisin
etkisiyle membran lipidlerinin peroksidasyonuna bagli oldugu 6ne siiriilmektedir.
Ancak 1yi bilinen bir gercek olarak, artan oksidatif stresin sadece lipidleri degil,
ayni zamanda hiicre igindeki proteinleri de peroksidasyona ugrattigi bilinmektedir
(13). Kog¢ spermatozoonlar1 boga, tavsan ve hatta insan spermatozoonlarina gére
soguk sok hasarlarina karsi daha hassastir (14). Bu hassasiyet i¢in, epididimal
olgunlagma esnasinda kog¢ spermatozoonlarinin kolesterol:fosfolipid orani,
fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin, kardiyolipin ve etanolamin plazmalojen
konsantrasyonlarinda sekillenen azalmalar (15, 16) ile PUFA miktarlarinda
meydana gelen artiglar (16) muhtemel neden olarak gosterilmektedir. Dolayisiyla
ejakiile edilmis olgun ko¢ spermatozoonlarindaki kolesterol ve total fosfolipid
miktar1 diisiik diizeyde kalirken PUFA miktar1 yiiksek diizeyde kalmaktadir.
Spermatozoon plazma membraninin yiiksek diizeyde PUFA igermesi ve
termodinamik O6zelliginden dolayr spermanin sogutulmasi, dondurulmasi ve
¢ozdiiriilmesi esnasinda spermatozoon membranlarinda geriye doniigiimsiiz
termotropik lipid faz gecisleri (sivi fazdan jel fazina geg¢mesi) meydana

gelmektedir.



Kog spermasin1 dondurma amaciyla, sitrat-seker tabanly, siit, laktoz-tabanli,
sakkaroz-tabanli, raffinoz-tabanli ve tris-tabanli sulandiricilar kullanilmaktadir.
Bunlar igerisinde tris [tris (hydroxymethyl) aminomethane ]-tabanli sulandiricilar
iyl tamponlayict ve ozmotik aktivite ile yiiksek konsantrasyonlarda bile diisiik
toksisite Ozellikleri sayesinde daha fazla tercih edilmektedir (17). 250-400 mM tris,
glukoz/fruktoz, sitrik asit, yumurta saris1 (%15), gliserol (%5) ve antibiyotik ihtiva
eden tris-tabanli sulandiricilar kog¢ spermalarinin sulandirilmas: ve akabinde
dondurulmasi amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Dondurma isleminin de 5°C’den
-20°C’ye  dugtrilirken diisik hizda (5°C/dakika), -20°C’den -130°C’ye
distiriilirken de yiiksek hizda (60°C/dakika) programli dondurma cihazlarinda
yapilmas1 Onerilmektedir (18). Ote yandan diisiik dondurma hizinin [5°C’den -
20°C’ye  dugtrirken  (0,5°C/dakika), -20°C’den -130°C’ye  diisiiriirken
(25°C/dakika)] ¢ozdiirme sonrasi kog¢ spermatozoonlarindaki motiliteyi arttirdigi,
akrozom ve kromatin biitiinliigii ile apoptotik indeksi etkilemedigi de rapor
edilmektedir (19). Ancak ideal sulandirma ve dondurma islemleri uygulansa da kog
spermatozoon membraninin yiksek dizeyde PUFA ve disik diizeyde
kolesterol:fosfolipid oranina sahip olmasi dondurma-¢6zdiirme sonrasi
spermatozoonlarda geriye-doniisiimsiiz pek ¢ok hasara neden olmaktadir. Bu
hasarlar1 minimize etmek amaciyla kog spermasini gerek 5°C’de kisa siireli gerekse
-196°C’de uzun siireli saklama islemleri esnasinda sulandiricilara ilave olarak
cesitli katki maddeleri de katilmaktadir. Bunlarin i¢erisinde membran koruyucu
Ozellikleri bulunan vitamin C, vitamin E, kurkumin, ellajik asit, trehaloz, raffinoz,
taurin, hipotaurin, sisteamin, hyaluronan, sistein, ergotiyonin, glutamin, metyonin,

ditiyoeritritol, L-arjinin, v.b. ¢esitli antioksidan, seker ve aminoasit ilavelerinin



kriyoprezervasyon islemleri esnasindaki soguk sok hasarlarin1 azalttig literatiirde

bildirilmektedir (20, 21).

3.3.  Antioksidanlar ve Temel Ozellikleri

Antioksidanlar, hiicresel diizeyde lipit peroksidasyonunu (LPO) engelleyen
bilesikler olarak kabul edilmistir. Son yillarda ise antioksidanlarin tanimi lipidlerin
yani sira proteinler, niikleik asitler ve karbonhidratlar gibi diger hedef molekiilleri
koruma yeteneklerini de igerecek sekilde genisletilmistir. Boylece antioksidanlar
hedef molekiillerdeki oksidatif hasar1 dnleyen veya bu hasarin olusmasini erteleyen
molekiiller olarak tanimlanmakta ve bu tanima bagli olarak antioksidanlarin etkileri
cesitli sekillerde yorumlanabilmektedir (22). Antioksidanlar serbest radikalleri
slipiirebilen ve hiicre hasarin1 engelleyebilen maddelerdir (23). Serbest radikaller,
biyomolekiillerde bulunan eslesmemis elektronlar1 hedef alarak, oksidatif yollarla
molekiiler yapilarda degisiklik yapma yetenegine sahip olan kimyasal bilesiklerdir
(13).

Baslica antioksidan etki ¢esitleri:

- Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS), enzimatik reaksiyonlar veya dogrudan
temizlenmesi yoluyla etkisiz hale getirilmesi (Temizleme Etkisi - Scavenging); Bu
etkilesim, zincir kirici antioksidatif etkinlik ile hiicre zarindaki doymamais fosfolipit
yag asitlerini serbest radikal zararindan koruyan ilk savunma mekanizmasini
olusturarak islev gostermektedir. E vitamini, yapisinda fenolik hidroksil grubu
bulunduran ve zincir kiric1 antioksidatif etkinlik sergileyen bir bilesiktir (24).

ROS’un olusumunun baskilanma yoluyla engellenmesi (Sondiirme Etkisi —

Quenching); Glutatyon gibi antioksidan molekiiller ise dogrudan ROS



konsantrasyonunu azaltmaktadirlar. Stiperoksit dismutaz gibi antioksidan enzimler
ise serbest radikal tiretimini durdururlar (13).

Metal iyonlarin1 baglayarak radikal olusum reaksiyonlarinin durdurulmasi
(Zincir Kesme Etkisi - Chain Breaking); Sitrik asit, amino asit ve etilendiamin
tetraasetik asit, metal iyonlarin1 baglayarak radikal olusum reaksiyonlarimi
engelleyici bir etki saglamaktadir. Metal iyonlari, 6rnegin bakir ve demir gibi,
katalitik olaylarda lipid oksidasyonunu hizlandirma egilimindedirler (25).

- Hedef molekiillerin hasardan sonra onarimi veya temizlenmesi (Tamir
Etkisi - Repair); Bu kategoride yer alan 6rnekler arasinda askorbik asit, askorbil
palmitat, izoaskorbik asit ve sodyum tuzlari, yag iceren gidalarda stabiliteyi
artirmak i¢in kullanilirlar (26).

Genel olarak bakildiginda, antioksidan maddeler serbest radikallerin
hidrojen atomlarini alarak onlar1 etkisiz hale getirme mekanizmasiyla serbest

radikallere kars1 koruyucu etki saglarlar (27).

3.4. Antioksidanlarin Sperma Sulandiricilarina Katilmasi

Spermatozoonlar, seminal plazmadaki antioksidanlar sayesinde, serbest
radikallerin yol ac¢tigr oksidatif stres karsisinda kendilerini korumaya ¢aba
gostermektedirler (28). Hiicre membrani yapisinda bulunan lipidlerin LPO’ya kars1
korunmasi antioksidanlarm ilk belirlenen etkisi olmustur. ROS spermatozoonlarda
lipit ve protein peroksidasyonuna sebep olmaktadir. Artan ROS saldirilart kompakt
bir yapiya sahip olmasina ragmen spermatozoon DNA’sinda (Deoksiribo niikleik
asit) kirilmalara sebep olmaktadir (29). Serbest radikallerin yol ag¢tig1 oksidatif

stresi engellemek ic¢in en kritik savunma mekanizmasi antioksidanlar tarafindan



saglanmaktadir. Bu nedenle kog¢ sperma sulandiricilarina bir¢ok antioksidan madde
katilarak arastirmalar yapilmis ve bu arastirmalar sonucunda ko¢ spermasinin

dondurulma kalitesine katki saglamaya ¢alisilmistir (30-32).

3.5. L — Karnosin Nedir?

19. yy sonlarina dogru Almanya’da kimya alaninda ¢ok iyi bir seviyede olan
Justus Liebig okulunda kantitatif metotlar kullanarak biyokimyasal analizler yapan
Vladimir Gulevitch, “Liebig et ekstresi” adinda bir substrat gelistirmis ve iskelet
kasindan elde edilen bu ekstraktin farkli bilesenleri ihtiva ettigini ileri stirmiistiir.
Daha sonra Rusya’ya donen Gulevitch burada bulunan Kharkov Universitesi’nde
bu iskelet kasindan elde edilen et ckstresi iizerine derin arastirmalarini
stirdiirmiistiir. Gulevitch’in buldugu ilk sonuglar etteki organik nitrojen igeriginin,
protein nitrojen icerigine oranla 6énemli diizeyde fazlalik gostermesi olmustur. Bu
ilgi ¢ekici sonuglar Gulevitch’i daha fazla ¢alismaya yoneltmis ve devam eden
caligmalar 1900 yilinda sigirlarin iskelet kasinda iki tane bilinen ve iki tane
bilinmeyen madde oldugunu ortaya ¢ikarmasini saglamigtir. Bu bilinen maddeler
kolin ve metilguanidin olarak belirlenirken, bilinmeyen maddelere ise karnitin ve
Latince’de et manasina gelen “caro” veya “carnis” diye sOylenen karnosin adi
Gulevitch tarafindan verilmistir.

Karnitin, 3-hidroksi-4-N-trimetilaminobiitirik asitin molekiiler yapisini
yansitan bir kimyasal bilesiktir (33-35). Karnitinin, yag yakimimi artirma ve
spermatozoon  motilitesini  artirma  gibi  Ozellikleri  vardir  (36).
Karnitin, mitokondrinin i¢ zarindan gegerek uzun zincirli yag asitlerinin hiicre

igindeki enerji tiretim siireci olan beta-oksidasyon yoluna katilmasini saglamaktadir



(34). Karnitin, yaglarin mitokondri i¢ine tasinmasini ve kullanimin1 diizenleyerek,
oksidatif stres nedeniyle peroksidasyona ugramis yag miktarin1 azaltarak
antioksidatif etki gosterir (33). Antioksidatif Ozelligi sayesinde, karnitin
spermatozoonlarin mitokondriyal membranlarini1 ve DNA yapisini reaktif oksijen
tiirlerine kars1 koruyarak stabilize eder. Ayrica, epididimisten gegerken, karnitin
spermatozoonlarin olgunlagsmasimmi ve motilite yeteneklerini kazanmalarini
desteklemektedir (33, 37).

Karnosin miktar olarak karnitinden daha fazla oldugu igin Gulevitch
calismalarin1 daha ¢ok karnosin iizerine yogunlastirmis ve 1911 yilinda karnosinin
B-alanyl — L-histidine aminoasitlerinin kompleksinden olusan bir dipeptit oldugunu
ileri stirmistiir (38, 39). Karnosin, ATP’ye bagli karnosin sentaz tarafindan histidin
ve B-alanyl aminoasitlerinden sentezlenmekte (40) ve metal iyona bagiml
homodimerik peptidaz (carnosinase) tarafindan bilesen aminoasitlerine
yikimlanmaktadir (41). Karnosinaz CN1 ve CN2 olmak fizere iki izoformda
bulunmaktadir. CN1 karaciger, bobrek ve plazmaya salinirken, CN2 daha yaygin
olarak eksprese edilir ve sitozolde kalir (41, 42). L ve D izomerleri olan karnosin,
karaciger, bobrek ve kan serumunda karnosinaz tarafindan hidrolize edilebilen bir
maddedir (43).

En yaygin analoglar, anserin, ofidin (balenin), homokarnosin, asetilkarnosin
ve karsinin gibi karnosin varyantlaridir. Memelilerde karnosinin sadece iki dokuda
(iskelet kasi ve beyindeki koku alma merkezi) milimolar diizeyde oldugu
bilinmektedir (44). Ayrica karnosinin seminal plazmada da var oldugu

bildirilmektedir (45-47).



Karnosin suda iyi ¢dziinebilen bir bilesik olup (25°C’de 3.1 ml suda 1 g
karnosin) ii¢ iyonize edilebilir grupla karakterizedir. Bunlar; karboksilik grup (pKa
2.76), B-alanyl kalintisinin amino grubu (pKa 9.32), ve histidindeki imidazol
halkasidir (pKa 6.72) (48). Bu maddenin aminoasit dizilimi Lysine-Histidine
aminoasit dizilimine benzer ve bu dizilim sayesinde sckerlerle reaksiyona girme
ozelligine sahiptir (49).

Karnosin radikal olmayan maddelere doniistiiriilmeleri ig¢in serbest
radikallere kolayca hidrojen verebilen fonksiyonel bir imidazol halkasina sahiptir
(50). imidazol halkasmin bu tiir bir yetenegi, karnosin icerisindeki B-alanyl kism1

tarafindan artirilir (51).

Sekil 1. L — karnosinin kimyasal yapisi

3.6. L —Karnosinin Fizyolojik Fonksiyonlari

L-karnosinin fizyolojik fonksiyonlar1 baslica; pH tamponlama, enerjinin
korunmasi i¢in kas ATP aktivasyonu, metal iyonu (bakir, ¢inko ve demir) selasyonu
ve homeostaz olarak bilinmektedir. Ayrica L-karnosin, LPO’yu, protein

oksidasyonunu, gelismis protein glikasyonunu, protein karbonilasyonunu ve
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glikoksidasyonunu inhibe ederek, dogrudan reaktif oksijen tiirleri ile peroksil
radikallerini temizleyerek ve dolayli olarak metalleri selatlayarak antioksidan
etkisini gostermektedir (51).

L-karnosin ¢ok giiclii bir hiicre i¢i tamponlayici, immun modiilator,
norotransmitter maddedir (52, 53). Sekerler, doymamis yag asitleri ve protein
oksidasyonundan dogan zararli reaktif aldehitleri siipiirmektedir (54, 55). a-p
doymamis aldehitler i¢cin endojen bir siipiiriicii, aldehit kaynakli sitotoksisiteyi ve
protein-protein ya da DNA-protein gapraz baglanmasini engelledigini gosteren
kanitlar oldugu ispatlanmistir (54, 56, 57). Membran stabilize edici etkisi (58),
hidroksil, peroksil, siiperoksit radikali ve singlet oksijen {izerine siipiiriicii etkisinin
oldugu bilinmektedir (59). L-karnosinin sirasiyla siiperoksit ve peroksil
radikallerini iireten demir askorbat ve linoleik asitin oksidasyonunu engelledigi ve
deoksiribozun demire bagli hidroksilasyonunu da inhibe ederek etkili bir hidroksil
radikal temizleyici olabilecegi diistiniilmektedir (60).

L-karnosin histidin ve alaninden ¢ok daha yiiksek bir diizeyde DNA’y1
ferrik ve bakir askorbat sistemleri tarafindan indiiklenen hasardan korumaktadir
(61). L-karnosinin gama radyasyonlarinin sebep oldugu DNA hasarlarina karsi
koruma sagladigi (62, 63) ve insan lenfosit hiicrelerinde oksidatif hasara karsi
DNA’y1 korudugu bildirilmektedir (64). Ayrica L-karnosinin telomerleri hasardan
koruyarak telomer kisalma oranimi azaltabildigi ve boylece DNA’y1 hasardan
koruyabildigide diistiniilmektedir (65). Fizyolojik konsantrasyonlarda L-
karnosinin, SOD gibi siiperoksit anyon ile dogrudan reaksiyona girdigi
bilinmektedir (66). Singlet oksijen ile reaksiyona girme hizi serbest L-histidinden

2-4 kat daha hizlidir (63).
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L-karnosinin alanin kismmin barindirdigi imidazol halkasi sayesinde
peroksinitritin neden oldugu tirozin nitrasyonunu inhibe ettigi, peroksinitrite bagli
reaksiyonlara karst koruyucu bir ajan oldugu (67) ve hipoklorit tarafindan
indiiklenen protein ¢apraz baglanmasmi inhibe ederek Koruyucu bir 6zellik
gosterdigi bildirilmistir (68). Antioksidan 6zellikleri arasinda nonenal ve HNE (4-
hydroxy-nonenal) gibi gelismis lipid oksidasyon son tiriinlerini siiptirmesi olduk¢a
onemlidir (69). Karnosinin in vitro ortamda lipoksidasyon ve glikosidasyon son
tirtinlerini yani sekerler (glukoz, fruktoz, riboz, deoksiriboz) ve reaktif karbonilleri
(malondialdehit, glioksal, metilglioksal, asetaldehit ve formaldehit) inhibe ettigi
(54, 68, 70) ve doza bagli olarak hiicresel glutatyon tiiketimini azalttig1 belirtilmistir
(59). Karnosinin antioksidan 6zelliginin tespiti amaciyla yapilan bir ¢alismada,
endojen reaktif bir dikarbonil aldehit olan metilglioksalin artan dozlarda ve
karnosin ile birlikte ratlarin igme sularina katilmasi sonucunda karnosinin hepatik
ve plazma oksidatif stresi baskilayan gii¢lii bir antioksidan oldugu kanisina
vartlmistir (71). Bir¢ok antioksidan maddenin sahip oldugu 6zellikleri barindiran
L-karnosinin, sahip oldugu yaslanma geciktirici etkisi pek c¢ok antioksidanda
bulunmayan bir 6zelliktir (72). L-karnosin yaslanma karsiti bir molekiildiir. Bu
etkisi bazi arastirmacilar tarafindan incelenmis ve kiiltlirlenmis insan fibroblast
hiicrelerinde 20-50 mM karnosinin bu hiicrelerin 6mriinii uzattigi, yaslanma
fenotipini tersine ¢evirdigi ve bu hiicrelerin biiylimesini sagladigi gézlenmistir (73).
Hipkiss, bu yaglanma karsit1 etkinin, karnosinin elektrofilik aldehitler ve ketonlarla
reaksiyona girerek protein-peptit karbonilasyonunu onleme kabiliyetine bagl
olabilecegini 6ne siirmektedir (74). Bu molekiiliin dogrudan etkili hidrofilik bir

antioksidan olmasi birgok arastirmacinin ilgisini ¢ekmistir (75, 76).
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L-karnosinin  diger Ozellikleri arasinda mitokondrideki  oksidatif
fosforilasyon eslesme diizeyini artirmasi (38) interleukin 8 tiretimini diizenlemesi
(77) peptidazlara direngli oldugundan otiirii hiicre ig¢ine girmesi, birikmesi ve
kolayca ¢ikmamasi (39) yer almaktadir. Ayrica anaerobik glikoliz sonucu ortaya
cikan laktik asidi notralize etme yetenegi bilinmektedir (78). Kas i¢cerinde meydana
gelen glikoliz sebebiyle olusan laktik asit birikimini, sitozolik tampon goérevi
yaparak azalttig1 bildirilmistir (79).

Aygir seminal plazmasinda bol miktarda bulunan karnosin, MDA birikimini
gosteren LPO'nun kargisinda koruyucu bir etken olarak diistiniilmektedir (80).
Benzer sekilde Japon bildircinlarinda testis sivisi ve seminal plazmada karnosin
varlig1 tespit edilmis, 6zellikle seminal plazmada karnosin seviyesinin ¢ok yiiksek

diizeylerde oldugu belirlenmistir (47).

3.7. L-karnosinin Spermatolojik Parametreler Uzerine Etkisi

Tiim hayvanlarda spermanin saklanmasi sirasinda bir¢ok olumsuzluklar
meydana gelmektedir. Ko¢ spermatozoonlarinin membran yapisinin diger tiirlere
gore farkli lipidik kompozisyonda olmasindan dolayr bu tiiriin spermasinin
saklanabilmesi oldukca zordur. Ayrica spermanin kisa ve uzun siireli saklanmasi
esnasinda serbest radikallerin ortaya ¢ikmasindan dolayr artan oksidatif stres
spermatozoonlarin saklanabilme kapasitesini diisiirmektedir.

Adami ve ark, (81) insan spermasinda farkli L-karnosin
konsantrasyonlarinin sperma iizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari
calismada, rutin degerlendirme igin 34 kisiden aldiklar1 sperma 6rneklerini kontrol

(L-karnosin igermeyen), 20 mM ve 50 mM L-karnosin i¢eren 3 gruba ayirmislar,
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motilite ve kinematik parametreleri, mitokondriyal aktiviteyi, DNA fragmentasyon
diizeyini, akrozom biitiinliigiinii ve plazma membran biitiinligini analiz
etmislerdir. Kontrol grubuna gére 50 mM L-karnosin ilavesinin BCF (Capraz geg¢is
frekans ritmi) diizeyini ve mitokondriyal aktiviteyi, 20 mM L-karnosin ilavesinin
ise VCL, VSL, VAP, LIN, BCF ve progresif motiliteyi artirdigini tespit etmislerdir.
Haeri ve ark., (82) farclerde gama radyasyonlarinin sebep oldugu testis
hasarina kars1 karnosinin etkisini belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, gama
radyosyon 1s1n uygulamasindan 4 giin 6nce intraperitoneal yolla 10, 50 ve 100
mg/kg dozda karnosin uyguladiklarini, karnosin uygulama grubunun kontrol
grubuna oranla spermatogenezis sirasinda iiretilen germ hiicre sayisini artirdigini
ve tubiil basina diisen apoptotik hiicre sayisini azalttigini ileri stirmiislerdir. Ayrica
gama radyasyonla birlikte kombine edilen karnosin gruplarinda gama radyasyon
grubuna oranla spermatogonia sayisi, seminifer tubiillerin epitel yiiksekligi ve
seminifer tubiillerin ¢aplar1 gibi parametrelerde artis sagladigini belirtmislerdir.
Kawai ve ark., (80) aygir seminal plazmas igerisinde dogal olarak bulunan
karnosin maddesinin dondurulmaya faydali olabilecegini diisiinerek 1, 50 ve 100
mM dozlarinda karnosini spermaya ilave etmislerdir. 50 mM karnosin ilavesinin
kontrol grubuna oranla spermatozoon plazma membran hasarini azaltirken,
mitokondriyel membran potansiyelini artirdigini bildirmislerdir. Diger bir doz olan
100 mM karnosin ilavesinin ise kontrol grubuna oranla DNA hasarini azaltirken,
ALH diizeyini artirdigini ileri siirmiislerdir. Ayrica karnosin ilavesinin diisiik
donma kabiliyetine sahip numunelerde spermanin dondurulmasi sirasinda olusan

hasarlarin 6nlenmesinde kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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Rocha ve ark., (46) aygirlarin seminal plazmasindaki karnosin diizeyini
belirleyerek spermalarin motilite diizeylerine gore sogutma ve dondurma islemine
yiiksek ve dislik toleranshi farkli gruplar olusturup seminal plazma diizeyini
karsilastirma amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, 4-16 yas aras1 40 aygirdan 2 ejekiilat
sperma almislardir. Yapilan ¢alismada, toplanan spermalarin LPO seviyelerini,
plazma ve akrozomal membran biitiinliiglinii, mitokondriyal membran potansiyelini
ve CASA ile spermatolojik ozelliklerini degerlendirmislerdir. Yapilan analizler
sonucunda diisiik motiliteye sahip spermalarda yiiksek karnosin konsantrasyonunu
tespit etmislerdir. Sogutma islemine yiiksek toleransli gruplarda daha yiiksek
mitokondriyal aktivite, saglam akrozom ve membran biitiinligiinii belirlemislerdir.
Bu durumun karnosinin yararl etkisinden kaynaklandigini ileri siirmiislerdir.
Ayrica 24 saat buzdolabinda saklama sonrasinda karnosinin spermatozoon
kalitesini gelistirdigini ve hasarlara kars1 koruma sagladigini ortaya koymuslardir.

Sanchez-Partida ve ark., (83) koglarda spermanin dondurulabilirligi tizerine
yaptiklar1 ¢aligmada epididimal bilesiklerden antioksidan 6zellikli karnosinin tris
bazli sperma sulandiricilarma 50 mM ve {izerindeki ilavesinin motilite
parametrelerinde diisiise neden oldugunu bildirmislerdir.

Zhang ve ark., (84) asthenozoospermik ve normozoospermik insan
spermasinda L-karnitinin spermanin dondurulma-¢ozdiiriillme islemi sirasinda
olusacak spermatozoon hasarini Onlemedeki basarisim belirlemek amaciyla
yaptiklar1 ¢aligmada, L-karnitin ilavesinin hem asthenozoospermik hem de
normozoospermik sperma oOrneklerinde dondurma hasarlarimi azalttigi, 1 g/l L-
karnitin eklenmesinin kontrol grubuna kiyasla dondurma-¢ézdiirme sonrasi total,

progresif motilite ve canlilik diizeylerinde artis sagladigini belirlemislerdir. Ayrica

15



spermaya  L-karnitin  ilavesi  normozoospermik  spermalara  oranla
asthenozoospermik spermalarda mitokondriyal membran potansiyelini artirdigini
ve DNA hasarii 6nledigini ileri siirmiislerdir.

Jacyno ve ark., (85) domuzlarda L-karnitinin spermatozoon Kalitesi
tizerindeki etkisini incelemek amaciyla gerceklestirdikleri bir ¢alismada, giinliik
diyete 500 mg L-karnitin takviyesinin 5 hafta boyunca toplanan spermalarda
kontrol grubuna oranla daha yiiksek sperma hacmi, total motilite ve spermatozoon
yogunlugu sagladigin1 (p<0.05), anormal spermatozoon ve akrozomal hasar
oraninda ise azalmanin (p<0.01) oldugunu bildirmislerdir.

Partyka ve ark., (86) horoz spermasinin dondurulmasi amaciyla sperma
sulandiricisina 1 ve 5 mM dozlarinda L-karnitin takviyesi yapip motilite, kKinematik
analizler, plazma membran biitiinliigii, akrozom biitiinligii, mitokondriyal aktivite,
LPO diizeyi, apoptoz orani ve DNA hasar oran1 gibi parametreleri incelediklerini
belirtmislerdir. Incelenen bu parametrelerde 1 mM L-karnitin iceren grubun,
kontrol grubuna oranla dondurma-¢dzdiirme sonrasi spermatozoonlarda apoptoz ve
DNA hasar1 oranmi azalttigi, mitokondriyal aktivite oranini artirdigini ortaya
koymuslardir. Ayrica deney gruplarinin kontrol grubuna oranla LPO’ya ugramamis
canli spermatozoon oranini artirdigini ileri stirmislerdir.

Al-Daraji ve ark., (87) ordeklerde spermatozoon kalitesi tizerine farkli
miktarlarda L-karnitin ilavesinin etkisini arastirmak amaciyla yaptiklari ¢alismada
30 haftalik 1.75-2 kg canli agirhgindaki 6rdeklerin diyetlerine 0, 50, 100 ve 150
mg/kg L-karnitin ilave etmislerdir. Kontrol grubuna kiyasla 50-150 mg/kg L-
karnitin ilavesinin sperma hacmi, Kitle hareketi, spermatozoon motilitesi ve

yogunlugunu arttirdigi, 6lii, anormal ve akrozomal anomaliye sahip spermatozoon
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oranini azalttigi gézlenmistir. Ayrica 150 mg/kg L-karnitinin takviyesinin en iyi
sonuglart vererek, oOrdeklerde reprodiiktif performansi gelistirdigini ileri
siirmiislerdir.

Fattah ve ark., (33) horoz spermasinin fertilite potansiyeli, sperma kalitesi
ve spermanin kisa siireli saklanabilirligi iizerine L-karnitin ilavesinin etkilerini
belirlemek amaciyla sperma sulandiricilarina 0, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 MM dozlarinda L-
karnitin ilavesi yapmislardir. 48 saat siireyle 5°C’de sakladiklar1 spermalarda, 24 ve
48. saatlerde 1 ve 2 mM L-karnitin igeren gruplarin kontrol grubuna oranla
spermatozoon motilitesi, canliligi, membran biitiinliigii ve mitokondriyal aktivite
parametrelerini yiikselttigi ve LPO oranin1 da disiirdiigii belirlenmistir. Ayrica
arastirmacilar bir baska ¢alismalarinda L-karnitinin 1 ve 2 mM dozlarini kullanarak
spermanin dondurulmasi iizerine etkisini incelediklerini belirtmislerdir. Bu
degerlendirmeler sonucunda kontrol grubuna kiyasla 1-2 mM L-karnitin i¢eren
gruplarin dondurma-¢6zdiirme sonrasi spermatozoon motilitesi, canliligi, membran
biitiinliigli ve mitokondriyal aktivitede yiikselme, LPO diizeyinde ise diisiis
oldugunu belirlemislerdir (88).

De Souza ve ark., (89) koglarda spermanin dondurulmasinda L-karnitinin
etkinligini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢alismada, L-karnitin i¢eren (0, 5 ve 10
mM) tris+yumurta sarisi sulandiricisi ve hazir sperma sulandiricist (optiXcell ™ -
IMV Technologies, L'Aigle, Fransa) olmak iizere iki farkli sulandirici gesidi ile
sperma dondurma islemini gergeklestirdiklerini belirtmislerdir. Dondurma-
¢ozdiirme sonrasi tristyumurta sarisi+5-10 mM L-karnitin igeren grubun, kontrol
grubuna oranla daha yiiksek diizeyde total, progresif motilite ve plazma membran

biitiinliigii ile daha diistik diizeyde LPO’ya sahip oldugunu gézlemlemislerdir.

17



Losano ve ark., (90) kopeklerde farkli karnosin dozlarinin spermaya
eklenmesinin dondurma-¢6zdiirme siirecine olan etkilerini belirlemek amaciyla
gerceklestirdikleri bir ¢alismada, tireme ¢agindaki 6 kopekten alinan spermalara 0,
1, 50 ve 100 mM dozlarinda karnosin ilavesi yapmislardir. Dondurma-¢ozdiirme
sonrasi spermada plazma membran biitiinliigli, akrozom biitiinliigii, mitokondriyal
aktivite, DNA biitiinliigii, oksidatif stres analizi ve CASA ile spermatozoon motilite
analizlerini gerceklestirmislerdir. Yaptiklar1 analizler sonucunda kontrol grubuna
gore 50 ve 100 mM karnosin ilavesinin total, progresif motilite ve LPO diizeyini
azalttigini bildirmislerdir. Ayrica kontrol grubuna gére 50 mM karnosin ilavesinin
VAP, VSL ve VCL diizeylerinde azalma sagladigini ileri siirmiislerdir. Diger
analizlerde ise, kontrol grubu ile karnosin dozlar1 arasinda herhangi bir farklilik
saptanmadigin1 gozlemlemislerdir.

Mutlu (91), eriskin siganlarda doksorubisin kullanarak olusturdugu testis
hasar1 sonucu testis agirliklarinin azaldigini, seminifer tubiillerde hasar olustugunu
ve spermatogoniumlarda dejenerasyonlarin olustugunu bildirmistir. 200 mg/kg L-
karnitin kullanilmasi sonucunda seminifer tubiillerde hasarin azaldigin1 ve
spermatogenezisin devam ettigini bildirmistir.

Verilen tim bilgiler 1s18inda; kog¢ spermasinin  dondurulmasindaki
basarisizliklar ve spermanin dondurulup uzun yillar saklanabilirliginin faydalar
diisiiniildiiginde sulandiricilara farkli katki maddeleri ilave edilerek yapilacak
caligmalarin gerekliligi acik bir sekilde goriilmektedir. Bu ¢aligsma ile antioksidan
ozelligi bilinen, ¢ok gli¢lii bir hiicre i¢i tamponlayici olan, hiicreleri DNA hasarina
kars1 koruyan, yaslanma karsiti bir molekiil olan ve laktik asidi noétralize etme
yetenegine sahip L-karnosin amino asidinin sperma sulandiricilarina ilave edilerek
koclarda spermanin kisa ve uzun siireli saklanabilirligi izerine etkilerini belirlemek

amaclanmustir.
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4, GEREC VE YONTEM

4.1. Hayvan Materyali

Firat Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (FUHADYEK)
06.01.2021 tarihli ve 2021/01 oturum sayili onayi alindi. Bu g¢alismada, klinik
olarak saglikli olan, genital organ muayenesi sirasinda herhangi bir patolojik
bulguya rastlanmayan, ortalama 60-65 kg canli agirliginda 2 yaslarinda 6 adet

Akkaraman 1rki1 kog ve 1 adet Akkaraman irk1 koyun kullanildi.

Sekil 2. Hayvan materyali olarak kullanilan Akkaraman 1rk1 koglar.
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Koglar Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi
Hospitalizasyon Unitesinde barindirildi. Deneysel ¢alismalar baglamadan dnce ve
tiim ¢alisma boyunca koglar kaliteli kaba yem ve konsantre yemlerle beslendi. igme

suyu ad libitum olarak saglandi.

Tablo 1. Koglarin beslenmesinde kullanilan rasyonun igerigi ve besin madde

bilesimi

Yem Maddeleri (%0)

Bugday Samani 62.18
Yonca Kuru Otu, Cigek Bast 3.66
Arpa, Tane 25.60
Bugday Kepegi 6.60
Aygigegi Kiispesi, Kabuklu, %28 1.46
Tuz 0.25
Vitamin-Mineral Karisimi * 0.25

Besin Maddeleri (%0)

Kuru Madde 90.71
Ham Protein 8.80
ME, Mcal/kg** 2.43

*. Her kg’inda; 1.200.000 IU vit A, 200.000 U vit D3, 5.000 mg vit E, 100 mg vit
K3, 100 mg vit B1, 50 mg vit B2, 10 mg vit B6, 500 mg Niasin, 300 mg Cal-D-
Pentotenat ve 100 mg vit C, 5.000 mg Fe, 5.000 mg Zn, 1.000 mg Cu, 200 mg I, 50
mg Co, 30 mg Se, 54.000 mg P, 319.000 mg Ca, 100.000 mg NaCl ve 15.000 mg
antioksidan vardir.

**. Hesaplama yolu ile elde edilmistir.
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4.2. Kog¢larin Suni Vajen ile Sperma Vermeye Alistirilmasi

Arastirma boyunca koglar ve koyun ayri1 padoklar igerisinde tutuldu.
Calisma treme mevsimi disinda gergeklestirildi. Koyuna 5 mg/2mL/koyun
dozunda 17-B-6stradiol susam yagi icerisinde ¢ozdiiriilerek uygulanarak kizgmliga
getirildi. Bu sayede koglarin libidosu uyarilarak suni vajene sperma vermeleri
saglandi. Koglarin hepsi 6 hafta siiren deneme siirecinin sonunda suni vajene

sperma vermeye alistirildi.

4.3. Deneysel Asama

Tiim analizler Firat Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Hastanesi,
Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Androloji Laboratuvari ve Fizyoloji
Anabilim Dali Laboratuvari’nda yapildi. Calisma iki asamali olarak

gerceklestirildi.

4.3.1. Birinci Asama (Kisa Siireli Saklama)

Bu asamada sperma sulandiricilarina L-karnosin (%99, Crystalline, C9525-
5G, CoH14N40O3, Sigma-Aldrich®) ilavesinin spermanin kisa siireli saklanabilirligi
tizerine etkisi CASA ve flow-sitometri yardimiyla yapilan spermatolojik

incelemelerle arastirildi.

4.3.1.1. Sulandirma Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

4.3.1.1.1. Sperma Sulandiricisi
1- Tris(hydroxymetyl aminomethane)

(Sigma, CAS No0:77-86-1) 297,58 mM
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2- Sitrik asit

(Merck, CAS No:77-92-9) 96,32 mM
3- Fruktoz
(Merck, CAS No: 57-48-7) 82,66 mM

4- Penisilin (Penicillin G Potasyum 1.000.000 IU, I.E. ULAGAY) 100.000 IU
5- Streptomisin (Kristalize Streptomisin Siilfat 1 g, I.E. ULAGAY) 100 mg
6- Yumurta saris1 15 mL

7- Distile su ile 100 mL’ye tamamlandi.

4.3.1.1.2. Stok ve Calisma Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Molekiil agirlig1 226.23 g/mol olan L-karnosinden 399.52 mg alinarak 2.2
ml distile su igerisinde ¢ozdiiriildii ve 800 mM’lik stok soliisyon elde edildi.
Hazirlanmig olan tris+yumurta saris1 sulandiricisindan 8 farkli falkon tiiplere 1’er
ml koyuldu. Hazirlanan ¢aligsma soliisyonlar1 dozlara gore;
Calisma Soliisyonu 1: 2 mM (0.995 ml distile su + 0.005 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tristyumurta sarisi sulandiricisi),
Calisma Soliisyonu 2: 10 mM (0.975 ml distile su + 0.025 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tristyumurta sarisi sulandiricisi),
Calisma Soliisyonu 3: 20 mM (0,950 ml distile su + 0,050 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tristyumurta sarisi sulandiricisi),
Cahsma Soliisyonu 4: 40 mM (0.900 ml distile su + 0.100 ml 800 mM’lik stok

soliisyon + 1 ml tris+yumurta saris1 sulandiricisi),
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Calisma Soliisyonu 5: 100 mM (0.750 ml distile su + 0.250 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tris+yumurta saris1 sulandiricisi),
Calisma Soliisyonu 6: 200 mM (0.500 ml distile su + 0.500 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tris+yumurta saris1 sulandiricisi),
Calisma Soliisyonu 7: 400 mM (0.000 ml distile su + 1.000 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tris+yumurta saris1 sulandiricisi),
Calisma Soliisyonu 8: Kontrol (1.000 ml distile su + 0.000 ml 800 mM’lik stok
soliisyon + 1 ml tris+yumurta saris1 sulandiricisi) olacak sekilde ayarlandi.

Sonug olarak totalde 2 ml tris+yumurta saris1 ve farkli dozlarda L-karnosin
ihtiva eden 8 tiip ¢alisma soliisyonu hazirlanmis oldu.

4.3.1.2. Spermanin Alinmasi

Hayvanlardan sperma c¢alisma boyunca haftada iki kez 8.30-11.00 saatleri
arasinda alindi. Suni vajen kullanilarak 6 kogtan toplanan her bir sperma 38°C su
ile dolu beher igerisinde laboratuvara getirildi. Laboratuvara getirilen spermalarin
motilite ve yogunluk tayinleri CASA cihazi kullanilarak yapildi. Alinan
spermalarin arastirmada kullanilabilmesi i¢in total motilitesi %70’in ve yogunlugu

2 milyarin tizerinde olma sart1 arand.

4.3.1.3. Sperma ile Calisma Soliisyonlarinin Birlestirilmesi

Toplanan spermalar laboratuvara getirildikten sonra 38°C’deki etiiv
icerisinde 1:1 oraninda Tris+yumurta sarist sulandiricisiyla sulandirildi. Gerekli
bireysel muayenelerin ardindan tiim spermalar pooling (miks) yapildi. Elde edilen

poolingin motilitesi ve yogunlugu CASA sisteminde tayin edildikten sonra ml’de
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800 milyon motil spermatozoon olacak sekilde tekrardan sulandirildi. Son hacmi
olusturulan pooling 8 farkl tlipe 2’ser ml olacak sekilde boliindii. Daha 6nceden
hazirlanmis 2 ml tristyumurta saris1 ve farkli dozlarda L-karnosin ihtiva eden
caligma soliisyonlar1 spermalarin lizerine ilave edilerek ¢alisma gruplar (Grup 1:
Kontrol, Grup 2: 1 mM, Grup 3: 5 mM, Grup 4: 10 mM, Grup 5: 20 mM, Grup
6: 50 mM, Grup 7: 100 mM, Grup 8: 200 mM) olusturuldu. Finalde 4 ml farkli
dozlarda L-karnosin ihtiva eden ve ml’de 400 milyon motil spermatozoon bulunan
sulandirilmis sperma elde edildi. Tiim gruplardaki sulandirilmis sperma 6rnekleri
5°C’deki sicaklik diislisii ayarlanabilir sogutma kabinine yerlestirildi. Spermalarin
sicakliginin 2 saat igerisinde kademeli bir sekilde 5°C’ye diisiiriilmesinin ardindan
muayenelere baslandi. Bu zaman dilimi 0. saat olarak kaydedilerek 0. saat ve
sirastyla her 24 saatte bir (24, 48, 72, 96. saatlerde) motilite ve kinematik
parametreler, anormal spermatozoon orani, membran biitinligi, pH, 6lii-canh
spermatozoon orani, akrozom biitiinligii ve mitokondriyal membran potansiyeli
belirlendi. Ek olarak 0. ve 96. saatlerde biyokimyasal yontemlerle spermadaki

oksidatif stres analizleride yapildi.
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Sekil 3. Suni Vajen Yardimiyla Spermanin Alinmast.

Kisa siireli saklama boyunca etkin L-karnosin dozlariin belirlenmesinde
kullanilan baslica kriter; CASA ve flow-sitometri ile yapilan analizler neticesinde,
deney gruplar1 igerisinden kontrol grubuna kiyasla sayisal veya istatistiksel
anlamda en iyi sonuglari gosteren dozlarin belirlenmesi oldu. Elde edilen sonuglar

dogrultusunda belirlenen en iyi dort L-karnosin dozu ikinci asamada kullanildi.
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Suni vajen yardumiyla 6 kogtan spermalar
toplands. 38 °C tris + yumurta sarist ile 1:1
oraninda sulandirildi ve pooling yapild.
Gruplar icin esit miktarlara aynldi.

4 ml farkh dozlarda L-karnosin ihtiva eden ml'de 400 milyon motil spermatozoon bulunan
sulandirilmig sperma elde edildi. Bu tiipler 38°C su iceren beher icerisinde 5°C’deki sogutma
kabinine birakildi. Spermalarm sicakhgimin 5°C°ye diiiiriilmesinin ardindan muayenelere
baslandi ve bu zaman dilimi 0. saat olarak kaydedildi. 24, 48, 72 ve 96. saatlerde bu
muayeneler tekrarlandi. Oksidatif stres dlciimleri 0. ve 96. saatlerde yapildi.

- o Mito o
Motilite ve Membran Anormal Olii-Canlt i) Kandriyal Olgstl:iec’;tlf

Kinematik Biitiinliigii Spermatozoon Spermatozoon Hasar Orant Membran res
Parametre (HOST) Oram Oram Potansiyel Analizleri

Sekil 4. Birinci Asamanin (Kisa Siireli Saklama) Deneysel Plan.
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4.3.2. Ikinci Asama (Uzun Siireli Saklama)

Bu asamada, calismanin birinci asamasinda belirlenen L-karnosin
dozlarinin sperma sulandiricilarina ilavesinin spermanin uzun siireli saklanabilirligi
(dondurulabilirligi) tizerine etkisi CASA ve flow-sitometri kullanilarak arastirildi.

4.3.2.1 Sulandirma Soliisyonlarinin Hazirlanmas1 ve Spermanin

Sulandirilmasi

Calismanin ikinci asamasinda birinci asamada 6ne ¢ikan en iyi dort grup
kullanildi. Son hacimde istenen dozlarda L-karnosin olacak sekilde c¢alisma
soliisyonlar1 hazirlandi. 1 ml tris+yumurta saris1 ve farkli dozlarda L-karnosin ihtiva
eden 1 ml stok soliisyonlar ayr1 ayr tiipler igerisinde birlestirildi. Daha sonra ayri
tiiplere yogunlugu 1 milyar 600 milyon olacak sekilde ayarlanan spermalar
konuldu. L-karnosin ihtiva eden c¢alisma soliisyonlar1 ile tiiplerdeki spermalar
birlestirildi. L-karnosin ihtiva eden sulandirilmis spermalar 38°C su ile dolu beher
icerisinde sogutma kabinine birakilip sicakhigi 5°C’ye diisiiriildiikten sonra final
hacimde % 5 olacak sekilde gliserolizasyon islemine tabi tutuldu. Bu amagla tiiplere
2’ser mL L-karnosin i¢eren sulandirilmis sperma ve bu spermalarin {izerine 2’ser
mL % 10 gliserol ihtiva eden tristyumurta sarisi sulandiricis1 4 esit pargaya
boliinerek 15 dakika araliklarla eklendi. Gliserolizasyon isleminin ardindan
spermalar 5°C sicaklikta 4 saat siireyle ekilibrasyona tabi tutuldu. Daha sonra
tiiplerde bulunan spermalar 0.25 ml’lik mini payetlere ¢ekildi. Ozel raflara dizilen
payetler otomatik dondurma cihazinda (Microdigitcool, IMV, Fransa) sivi azot
buhari yardimiyla donduruldu. Dondurulmus spermalar -196°C’deki s1v1 azot iceren

konteynerlerde analiz edilinceye kadar saklandi. Dondurma isleminden 24 saat
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sonra sivi azot tankindan alman payetler 25 saniye boyunca 38°C sicakliktaki su
igerisinde bekletilerek c¢ozdiiriildii. Bir ependorf tlipe aktarilan spermalar 6zel
isitmali  ependorf sporlarina yerlestirildi. Ardindan motilite ve kinematik
parametreler, anormal spermatozoon orani, membran biitiinliigii, pH, oksidatif
stres, Olii-canli spermatozoon orani, akrozom biitlinliigli, mitokondriyal aktivite ve

apoptoz muayeneleri yapildi.

Sekil 5. A. Spermanin payetlere c¢ekilmesi, B. Dondurulmasi C. Cozdiirme

sonrast CASA ve D. Flow-sitometrik analizlerin yapilmasi.
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Suni vajen yardimiyla 6 kogtan
spermalar toplandi.

38 © C'de tris + yumurta sarisi ile 1:1 oraninda sulandirildi ve pooling yapildi.

LR

1mL
Sperma

1mL
Sperma

4. Grup
L-karnosin

3. Grup
L-karnosin

Kontrol

2. Grup

1. Grup

+Tris+Y.S i L-karnosin .
L-karnosin :
Sulandiricis FTris+Y.S +Tris+Y.S +Tris+Y.S +Tris+Y.S
1mL X Suland; Sulandiricist Sulandiricist
Sulandiricist ulandiricist 1mL TmL

1mL 1mL

%10 %10 %10 %10 %10
Gliserol Gliserol Gliserol Gliserol Gliserol
+TristY.S +Tris+Y.S FTris+Y.S +Trist+Y.S +Tris+Y.S
Sulandiricist Sulandiricist Sulandiricst Sulandiricist Sulandiricist
2mL 2mL 2mL 2mL 2mL
I ] ¥ I I
I I | I I
Kontrol 1. Grup 2. Grup 3.Grup 4. Grup
L-karnosin L-karnosin L-karnosin L-karnosin L-karnosin
%5 Gliserol %5 Gliserol %5 Gliserol %5 Gliserol %05 Gliserol
+Tris+Y.Sile +Tris+Y.Sile +Tris+Y.Sile +Tris+Y.Sile +Tris+Y.Sile
Sulandirtlmig Sulandirilmis Sulandirtlmig Sulandirtilmig Sulandirilmig
Sperma Sperma Sperma Sperma Sperma
4mL 4mL 4mL 4mL 4mL

~

4 ml farkh dozlarda L — karnosin ihtiva eden mlI’de 400 milyon motil spermatozoon bulunan
gliserolizasyon ve ekilibrasyon islemleri yapilmis spermalar, 0.25 mI’lik mini payetlere ¢ekilerek otomatik
dondurma cihazinda donduruldu ve 24 saat sonra ¢ozdiiriildii.

Spermatolojik Analizler | | Flow-sitometrik Analizler | | Oksidatif Stres Analizleri

1) Motilite ve Kinematik Parametreler 1) Olii-Canh Spermatozoon Orant 1) Lipid Peroksidasyon (LPO)

2) Membran Biitiinligii (HOST) 2) Akrozomal Hasar Oran1 2) Glutatyon (GSH)

3) Anormal Spermatozoon Orani 3) Mitokondriyal Membran Potansiyeli 3) Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)
4) pH 4) Apoptoz Tayini 4) Katalaz (CAT)

Sekil 6. Tkinci Asamanin (Uzun Siireli Saklama) Deneysel Plani.
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4.4. Spermatolojik Analizler

4.4.1. CASA ile Motilite ve Kinematik Parametrelerin Olciimii

Bu asamada CASA (ISASv1, Proiser, Spain) sistemi kullanilarak
spermalarda motilite ve kinematik parametre tayinleri yapildi. Oncelikle CASA nin
bir goriintii alanina diisen spermatozoon sayisinin 80-150 adet olmasi igin
spermadan 15 pL alinip tizerine 485 uL tris buffer soliisyonu (Tris (hydroxymethyl)
aminomethane 3.63 g, glukoz 0.50 g, sitrik asit 1.99 g ve distile su 100 mL) ilave
edilerek sperma sulandirildi. Sulandirilmig sperma 6rneklerinden analiz i¢in cihaza
uyumlu olarak tasarlanmis 6zel lam (Spermtrack 20 um) tizerine 3 pL koyuldu.
Daha sonra CASA sistemine entegre olan faz-kontrast mikroskobun 1sitma tablali
sehpasinin lizerine hazirlanan bu lam yerlestirildi. Bu islemi takiben CASA
sistemine bagli motilite modiilii kullanildi. Bu modiil lizerinden total, progresif
motilite (hizli, orta ve yavas hizda hareket eden spermatozoon oranlari ile birlikte)
oranlar1 (%), hareketsiz spermatozoon orani (%) ve kinematik parametre degerleri
(VCL- Egrisel hiz (um/s); VSL- Dogrusal hiz (um/s); VAP- Ortalama yol hizi
(um/s); LIN- Dogrusallik (Egrisel yolaklarin dogrusalligi, %); STR- Dogrusallik
(Ortalama yolun dogrusalligi, %), WOB: Kararsizlik (Ger¢ek yolakta ilerlerken
izlenen dalgalanmanin 6lgiisti, %), ALH- Spermatozoon basinin ortalama yolda
ilerlerken laterale dogru saptigi uzaklik (um); BCF- Capraz gecis frekans ritmi
(Egrisel yolagmn ortalama yolaktan ge¢me frekansi, Hertz) kaydedildi.
Spermatozoon hizi igin iiretici firma tarafindan koclar i¢in ayarlanmis hiz aralig
(hareketsiz < 10 um/s < yavas < 45 pm/s < orta < 75 pum/s < hizli) kullanild.

Cihazin partikiil biiyiikliigii ise 15-70 um olarak ayarlandi.
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4.4.2. Anormal Spermatozoon Oraninin Belirlenmesi

Anormal spermatozoon oranini belirlemek i¢in Diff-Quick Boyama testinin
A, B ve C soliisyonlari sirasiyla kullanildi. Oncelikle sperma érneklerinden 100 uL
alinip tizerine 400 pL tris buffer soliisyonu ilave edilerek sulandirma islemi
gergeklestirildi. Daha sonra bu karisimdan 75 uL alinip lam {lizerine damlatilarak
siirme froti hazirlandi. Frotiler havada kurutulduktan sonra, sirasiyla A, B ve C
soliisyonlarina daldirilarak 30 saniye, 20 saniye ve 30 saniye boyunca bekletildi.
Sonrasinda frotiler distile su ile yikandi ve ardindan 38°C'lik bir etiiv i¢inde
kurumaya birakildi. Kuruma islemi tamamlandiktan sonra, faz-kontrast
mikroskobunun 400x biiyiitme ayariyla 200 adet spermatozoon sayildi. Anormal

morfolojiye sahip spermatozoonlarin orani % olarak belirtildi.

4.4.3. Membran Biitiinliigiiniin Belirlenmesi — Hipoosmotik Sisme Testi

(HOST)

Membran biitlinliigiinii tespit etmek i¢in hipotonik bir soliisyon (0,49 g sitrik
asit, 0,9 g fruktoz, 100 mL distile su) hazirlandi. Sperma 6rnekleri 1:5 oraninda tris
buffer ile sulandirildiktan sonra 50 uL alinip {izerine 500 pL hipotonik soliisyon
ilave edildi. Bu karisim 38°C etiiv igerisinde 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda karisimdan 15 pL alinarak lam iizerine damlatilip lamelle
kapatildi. Faz-kontrast mikroskobun 400x biiyiitmesi kullanilarak 200 adet
spermatozoon sayildi. Sismis bas ve kivrilmis kuyruklu saglam spermatozoonlarin

oran1 % olarak ifade edildi (32).
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4.4.4, pH’nin Belirlenmesi

Sperma oOrneklerinin  pH degerleri, dijital pH metre cihazt (Hanna
Instrument, Bucharest, Romania) kullanilarak 6l¢iildii. Bu islem i¢in sperma
ornekleri pH metrenin elektrodu ile temas ettirildi. Sonug¢ ekranda sabitlenene kadar
beklenildi. Bu siire¢ sonunda pH metrenin dijital ekraninda ¢ikan deger sonug

olarak kaydedildi.

4.5. Flow-Sitometrik Analizler

Flow-sitometri ile sperma orneklerinde 4 farkli analiz gerceklestirildi. Bu
analizlerden canlilik oraninin belirlenmesi, akrozomal hasarin tespiti ve
mitokondriyel membran potansiyelinin tayini ¢alismanin her iki asamasinda da
yapildi. Ancak 2. asamada bu analizlere ek olarak sperma 6rneklerinde apoptoz
tayini de yapildi. Sperma 6rneklerinin degerlendirmeleri 488 nm’de lazer 1511 (50
mW lazer ¢ikisi) ile yapildi. Bu amagla 525 + 40, 585 + 42 ve 610 + 20 nm emisyon

filtreleri kullanilda.

4.5.1. Canhilik Oraninin Belirlenmesi

Canlilik oraninin tespiti Garner ve ark.,’larinin (92) dizayn ettikleri metodun
modifiye edilmesi ile gerceklestirildi. Sperma 6rneklerinde canlilik muayenesi
yapmak i¢cin LIVE/DEAD Sperm Viability Kit (L7011, ThermoFisher Scientific,
USA) kullanildi. SYBR-14 ve PI boyalarinin firmanin Onerisi dogrultusunda
sulandirilmalar yapildiktan sonra bir ependorf tiip igerisine 980 uLL PBS konuldu.

Bu soliisyonun {izerine 10 pL sperma, 5 uL SYBR-14, 5 uL PI eklendi ve bir
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karisim elde edildi. Boylece elde edilen karisim igerisindeki spermatozoon
yogunlugu 1 milyon oldu. Bu karisim bir dakika siire boyunca vortekslenerek 38°C
etiiv icerisinde karanlik ortamda 30 dakika boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasi bu tiipler flow-sitometri cihazinin (Cytoflex, Beckman-Coulter, USA) tiip
okutma bdéliimiine yerlestirildi. Cihazin saydigi spermatozoon sayisi 10.000 olarak
ayarland1. ilk grafikte total spermatozoon yogunlugu FSC (Forward Scatter/ileri
sac¢ilim) ve SSC (Side Scatter/Yana sagilim) karsilastirilmasi kullanilarak saptandi.
Daha sonra bu karsilastirma igerisinden siiziilen hiicreler FSC-Area (Forward
Scatter-Area/ileri sagilim alan) ve FSC-Height (Forward Scatter-Height/ileri
sacilim yiikseklik) karsilastirilmasina tabi tutularak c¢ift olan hiicrelerin tek
hiicrelerden ayrilmasi saglandi. Bu asama da tamamlandiktan sonra ayrilan tek
hiicreler PE  (Phycoerythrin) ve FITCH (Fluorescein Isothiocyonate)
karsilastirmasina tabi tutularak PI (Propidium lodide) floresan boyasiin boyadigi
hiicreler 6li sayildi ve PE kanalina yakin olacak sekilde toplandi. SYBR -14
floresan boyasinin boyadigi hiicreler canli kabul edildi ve FITCH kanalina yakin
toplandi. Boylece 6lii ve canli hiicre gruplar grafik {izerinde iki ayr1 bélme olarak

gortintiilendi ve % olarak ifade edildi.
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Sekil 7 . Canlilik oraninin belirlenmesinde; (A) Akis kanali boyunca goriintiilenen
spermatozoonlari biiylikliik ve grantilaritesine gore elimine etmek igin ileri (FSC)
ve yana (SSC) sacilimlarin karsilastirmali sitogrami. (B) Tek (singlet) ve cift
(doublet) hiicrelerin birbirinden ayrilmasi amaciyla kullanilan ileri sagilim
yiiksekligi (FSC-H) ve ileri sacilim alan (FSC-A) karsilastirma sitogram. (C) Olii
ve canli spermatozoonlarin ayristiritlmasi amaciyla tek (singlet) hiicrelerin PE-A

ile FITC-A karsilastirma sitogrami.

4.5.2. Akrozomal Hasarin Tespiti

Akrozomal hasarin tespiti Inang ve ark.,’larmn (93) kullandiklar1 metodun
modifiye edilmesi ile gergeklestirildi. Sperma orneklerinin akrozomal hasar
derecelerinin 6l¢iimii igin Lectin PNA from Arachis hypogaea (peanut agglutinin),
Alexa Fluor™ 488 Conjugate (L21409, ThermoFisher Scientific, USA) kullanildu.
Ependorf tiip igerisine 982 pL PBS konuldu. Bu soliisyonun iizerine 10 uL sperma,
5 uL Lectin PNA ve 3 pL PI boyasi eklendi. Boylece elde edilen karisim
icerisindeki spermatozoon yogunlugu 1 milyon oldu. Elde edilen karisim bir dakika

boyunca vortekslenerek 38°C etiiv igerisinde karanlik ortamda 30 dakika boyunca
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inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi bu tiipler flow-sitometri cihaz1 kullanilarak
okutuldu. 1k grafikte total spermatozoon yogunlugu FSC ve SSC karsilastirilmasi
kullanilarak saptandi. Daha sonra bu karsilastirma igerisinden siiziilen tek hiicreler
FSC-Area ve FSC-Height karsilastirilmasina tabi tutularak ¢ift olan hiicrelerin tek
hiicrelerden ayrilmas: saglandi. Daha sonra ayrilan hiicreler PE ve FITCH
karsilastirmasina tabi tutularak akrozomal hasara ugramis 6lii ve canli hiicreler
grafik ekraninda iki ayr1 bolmede goriintiilendi. iki hiicre grubu toplanarak total

akrozomal hasar oran1 % olarak ifade edildi.
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Sekil 8. Akrozomal hasarin tespitinde; (A) Akis kanali boyunca goriintiilenen
spermatozoonlar biiyiikliik ve graniilaritesine gore elimine etmek i¢in ileri (FSC) ve yana
(SSC) sagilimlarin karsilastirmali sitogrami. (B) Tek (singlet) ve ¢ift (doublet) hiicrelerin
birbirinden ayrilmasi amaciyla kullanilan ileri sagilim yiiksekligi (FSC-H) ve ileri sagilim
alan (FSC-A) karsilastirma sitogrami. (C) Akrozomal hasarin tespiti amaciyla tek (singlet)
hiicrelerin PE-A ile FITC-A karsilagtirma sitogrami.

Y Olii ve akrozomu hasarlt hiicrelerin flow-sitometri grafiginde goriintiilendigi alan

X Canli ve akrozomu hasarli hiicrelerin flow-sitometri grafiginde goriintiilendigi alan
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4.5.3. Mitokondriyal Membran Potansiyelinin Tayini

Inang ve ark.,’larmin (93) mitokondriyal membran potansiyelinin tayini i¢in
kullandiklar1 metodun modifiye edilmesi sonucu analiz gergeklestirildi. Sperma
orneklerinde mitokondriyal membran potansiyelinin tespiti i¢in 1,1',3,3-
Tetraethyl-5,5',6,6'-tetrachloroimidacarbocyanine iodide (JC-1 Dye, Mitochondrial
Membrane Potential Probe, (T3168, ThermoFisher Scientific, USA) kullanildi.
Ependorf tlip icerisine 987.5 uL PBS konuldu. Bu soliisyonun iizerine 10 pL
sperma, 2.5 puL JC-1 boyasi eklendi. Elde edilen karisgim bir dakika boyunca
vortekslenerek 38°C etiiv igerisinde karanlik ortamda 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 bu tiipler flow-sitometri cihazi kullanilarak okutuldu. ilk
grafikte total spermatozoon yogunlugu FSC ve SSC karsilagtirilmasi kullanilarak
saptandi. Daha sonra bu karsilastirma igerisinden siiziilen hiicreler FSC-Area ve
FSC-Height karsilastirilmasina tabi tutularak ¢ift olan hiicrelerin tek hiicrelerden
ayrilmasi saglandi. Bu asama da tamamlandiktan sonra ayrilan tek hiicreler PE ve
FITCH karsilastirmasina tabi tutularak yiiksek ve diisitk mitokondriyal membran
potansiyeline sahip olan spermatozoonlar flow-sitometri cihazinda ayri bélmeler

halinde goriintiilenerek % olarak ifade edildi.
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Sekil 9. Mitokondriyel membran potansiyelinin tayininde; (A) Akis kanali boyunca
goriintiilenen spermatozoonlart biiyiikliik ve graniilaritesine gore elimine etmek icin
ileri (FSC) ve yana (SSC) sagilimlarin karsilastirmali sitogrami. (B) Tek (singlet) ve
cift (doublet) hiicrelerin birbirinden ayrilmasi amaciyla kullanilan ileri sagilim
yiiksekligi (FSC-H) ve ileri sagilim alan (FSC-A) karsilagtirma sitogrami. (C)
Yiiksek ve diisiik mitokondriyel membran potansiyeline sahip spermatozoonlarinin
ayrigtirtlip tespiti amaciyla tek (singlet) hiicrelerin PE-A ile FITC-A karsilagtirma
sitogrami.

4.5.4. Apoptoz Tayini

Bu analiz i¢gin Emamverdi ve ark.,’larinin (94) kullandiklart metodun
modifiye edilmesi sonucunda dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma orneklerinde
gergeklestirildi. Bu analiz yapilirken Annexin V apoptoz tespit kiti (88-8005-72,
ThermoFisher Scientific, USA) kullanildi ve sirasiyla su basamaklar takip edildi.

» Birependorf tiip icerisine 950 uL PBS + 50 puL Sperma 6rnegi ilave edilerek
karistirildi.
» Elde edilen bu karigtmdan 250 pL alindi ve ayr1 bir ependorf tiipe aktarildi.

Ardindan, 400 g'de 5 dakika siireyle santriflij edildi ve iistteki sivi tabaka

dikkatlice uzaklastirildi.
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» 1 mL 10X binding buffer 9 mL distile su ile sulandirilarak 1X binding buffer
elde edildi.
» Ependorf tiipiinde kalan pellet tizerine 500 uL 1X binding buffer eklenerek
islem siirdiiriildii.
» Bu karisimin tizerine 5’er uL Annexin V ve PI boyalari eklendi.
» 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.
> Inkiibasyonun ardindan flow-sitometri cihaz1 kullanilarak okutuldu.
Flow-sitometri okumasi esnasinda total spermatozoon yogunlugu FSC ve
SSC karsilastirilmasi kullanilarak saptandi. Daha sonra bu karsilastirma i¢erisinden
stiziilen hiicreler FSC-Area ve FSC-Height karsilastirilmasina tabi tutularak cift
olan hiicrelerin tek hiicrelerden ayrilmasi saglandi. Ayrilan tek hiicreler PE ve

FITCH karsilastirmasina tabi tutularak apoptotik hiicre oran1 % olarak ifade edildi.

TUM HUCRELER SPERMATOZOON TEK HUCRELER

A B Py Ameinve) PIf) Annein V() C

x10%
x10%)
107

600
1
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.
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15
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PILPE-A
10

SSC-A
FSC-H
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e —— I i LI
0 50 100 150 0 5 100 150 0 10! ‘\Iﬂﬂ g
FSC-A (x104 FSCA (X109 AnnexinV- FTC-A

Sekil 10. Apoptoz tayininde; (A) Akis kanali boyunca goriintiilenen spermatozoonlar
biiyiikliik ve graniilaritesine gore elimine etmek icin ileri (FSC) ve yana (SSC) sagilimlarin
karsilagtirmali sitogrami. (B) Tek (singlet) ve ¢ift (doublet) hiicrelerin birbirinden ayrilmasi
amaciyla kullanilan ileri sag¢ilim yiiksekligi (FSC-H) ve ileri sagilim alan (FSC-A)
kargilastirma sitogrami. (C) Apoptotik hiicre tespiti amaciyla tek (singlet) hiicrelerin PE-A
ile FITC-A karsilastirma sitogrami.

% Olii ve apoptotik hiicrelerin flow-sitometri grafiginde goriintiilendigi alan
YeCanli ve apoptotik hiicrelerin flow-sitometri grafiginde goriintiilendigi alan
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4.6. Oksidatif Stres Analizleri

Laboratuvara getirilen sperma 6rnekleri 4 kat distile su ile sulandirilarak

isleme baslandi.

4.6.1. Lipid Peroksidasyon (LPO)

Sperma orneklerinin LPO diizeyi Placer ve ark.,’larmin (95) tanimladig
spektrofotometrik yonteme gore belirlendi. Aerobik sartlarda ve pH 3.5°te
spermanin 100°C‘de 1 saat inkiibasyonu sonucu LPO’nun sekonder iiriinii olan
malondialdehitin (MDA) tiyobarbitiirik asit (TBA) ile meydana getirdigi pembe
renkli kompleks spektrofotometre (UV-Vis Spectrophotometer UV-1700, Kyoto,
Japan) cihazi ile 532 nm’de 6l¢tildii. MDA seviyesi nmol/ml olarak belirlendi.

4.6.2. Glutatyon (GSH)

Sperma orneklerinin GSH diizeyi Sedlak ve Lindsay’in (96) belirttigi
metoda gore tayin edildi. Ornekle birlikte, 5,5'-ditiyo-bis (2-nitrobenzoikasit:
DTNB) ile olusturulan sari renkli kompleksin renk siddeti, ortamdaki GSH
konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bu nedenle, 6rnekler 412 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii ve GSH seviyesi nmol/ml cinsinden belirlendi.

4.6.3. Glutatyon-Peroksidaz (GSH-Px)

Sperma orneklerinin GSH-Px  aktivitesi Lawrence ve ark.,’larmin (97)
tanimladig1 sekilde belirlendi. Ornekler, renk ajam olarak 5,5-ditiyo-bis (2-
nitrobenzoik asit: DTNB) soliisyonuyla karistirildiktan sonra olusan sar1 renkli
kompleks, spektrofotometrede 412 nm dalga boyunda o6lgtildii. GSH-Px enzim

aktivitesi 1U/g protein olarak belirlendi.
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4.6.4. Katalaz (CAT)

Sperma 6rneklerinin CAT aktivitesi Goth’un (98) tanimladigi yonteme gore
belirlendi. Sperma, bir hidrojen peroksit (H202) igeren substrat ile inkiibe edildi ve
ardindan H20», katalaz (CAT) aktivitesi sayesinde H2O ve O.'ye parcalandi. Ortam,
eklenen amonyum molibdat ile H2O: ile birleserek reaksiyonu sonlandirildi. Olusan
renk degisimi, 405 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak Slgiilerek katalaz

(CAT) enzim aktivitesi kU/g protein olarak belirlendi.

4.7. istatiksel Analizler

Biitiin istatistiksel analizler i¢in SPSS (versiyon 22) istatistik programi
kullanildi. p degeri 0,05’ten kiiciik oldugu durumlarda istaiksel olarak anlaml
kabul edildi. Birinci asamada ayni1 grup igerisinde zaman dilimleri arasindaki
farkliliklar non-parametrik Friedman testi ile tespit edildi. ikili karsilastirmalar icin
ise Wilcoxon testi kullanildi. Ayn1 zaman dilimindeki gruplarin karsilastiriimasi
i¢cin non-parametrik Kruskal-Wallis testi kullanild1 ve ikili karsilagtirmalar igin ise
non-parametrik Mann-Whitney-U testi tercih edildi.

Ikinci asamada, kontrol ve L-karnosin eklenmis deney gruplari arasindaki
farkliliklar1 belirlemek igin non-parametrik Kruskal-Wallis varyans analizi
kullanild1 ve ikili karsilagtirmalar igin de non-parametrik Mann-Whitney-U testi

tercih edildi.
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5. BULGULAR
5.1. Birinci Asama (Kisa Siireli Saklama) Sonucu Elde Edilen

Bulgular

5.1.1. Motilite ve Kinematik Degerler

Zaman dilimlerine gore farkli L-karnosin dozlarinin ve kontrol grubunun
total motilite degerleri Tablo 2’de sunulmustur. Kisa siireli saklamada 5 mM L-
karnosin dozunun total motilite degerlerini 72. saatte kontrol grubuna gore
arttirdi@, bu artisin istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) oldugu belirlenmistir. 100
MM L-karnosin dozunun kontrol grubuna gore total motilite degerlerini 96. saatte,
200 mM L-karnosin dozunun ise tiim zaman dilimlerinde kontrol grubuna gore total
motilite degerlerini azalttig1 tespit edilmistir. Ayrica istatistiki olarak bu
azalmalarin 6nemli (p<0.001) oldugu hesaplanmustir.

Tim gruplarda baslangic degerlerine gore 24. Saatte istatiksel anlamda
onemli (p<0.001) bir azalma belirlenmistir. 5, 10, 20, 50 ve 100 mM L-karnosin
dozlarinda ise 48. saatin sonunda 24. saate gore 6nemli (p<0.001) bir azalma
goriilmustiir. 20, 50, 100 ve 200 mM L-karnosin dozlarinda ise 72. saatin sonunda
48. saate gore onemli (P<0.001) bir azalma meydana gelmistir. 5, 100 ve 200 mM
L-karnosin dozlarinda ise 96. saatin sonunda 72. saate gére énemli (p<0.001) bir

azalma belirlenmistir.
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Tablo 2. Kontrol ve L-karnosin igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Total Motilite (Ortalama + SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 76.56 + 2.51PA 57.53 + 3.85%8 50.41 + 2.41PBC 38.33 + 2.99bccD 34.30 + 2.24°P

1 mM 79.70 + 2.620¢A 57.53 + 4,548 55.80 + 3.45PBC 46.70 + 3.80°4CD 42.80 + 3.03°P

5mM 81.01 + 2.49°A 63.95 + 3.85PB 55.53 + 2.11PCP 54.23 + 3,370 47.30 + 2.33°E
10 mM 76.88 + 1.820¢A 66.01 +2.91%8 56.35 + 2.23%C 48.03 + 3.39¢4C 45.70 + 2.86°C
20 mM 80.38 + 1.20PA 68.10 + 3.14B 50.20 + 3.91C 42.75 + 3.60¢4P 42.33 + 3,150
50 mM 79.05 + 1.630¢A 65.98 + 3.75%8 50.35 + 2.51C 38.88 + 2.56°P 32.56 + 2.965P
100 mM 67.50 + 2.23% 65.25 + 3.420B 39.43 + 2.10PC 24.41 +3.13%0 18.60 + 2.603E
200 mM 31.23+2.10% 18.50 + 3.6238 12.40 +2.7188 5.71 +1.13%C 3.56 + 0.55%

a,b,c,d: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C,D,E: Ayni satir i¢erisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Zaman dilimlerine gore farkli L-karnosin dozlarinin ve kontrol grubunun
progresif motilite degerleri Tablo 3’de sunulmustur. Tabloda goriildiigii gibi 10 mM
L-karnosinin 24. saatte kontrol grubuna gore progresif motiliteyi istatistiki olarak
onemli (p<0.001) olgiide artirdigi, diger zaman dilimlerinde istatistiki olarak bir
farkin olmadigi belirlendi. Kontrol grubuna gore 100 mM L-karnosin dozunun 72.
saatte, 200 mM L-karnosin dozunun da tiim zaman dilimlerinde progresif motiliteyi
istatistiki olarak onemli (p<0.001) derecede azalttig1 tespit edildi.

Progresif motilite degerlerinde 10 mM’lik grup hari¢ diger tim gruplarda
24. saatte istatiksel anlamda 6nemli (p<0.001) bir azalma belirlenmistir. Kontrol,
1 ve 200 mM’lik gruplar harig¢ diger tiim gruplarda 48. saatte 24. saate gore istatiksel
olarak 6nemli (p<0.001) bir azalma belirlenmistir. Sadece 100 mM’lik grupta 72.
saatte 48. saate gore istatiksel olarak onemli (p<0.001) bir azalma gozlenmistir. 50
ve 100 mM’lik gruplarda 96. saatte 72. saate gore istatiksel olarak onemli

(p<0.001) bir azalma tespit edilmistir.
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Tablo 3. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Progresif Motilite (Ortalama + SEM)

Degerleri
Zaman Dilimleri
0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 37.41 + 3.86"A 20.46 + 2.48PB 18.83 + 2,298 14.96 + 1.45%8 14.43 + 3.14bcB

1 mM 35.10 + 2.97°A 25.33 +2.11bcdB 21.86 + 2.70PBC 16.75 + (0.93¢dBC 13.43 +2.08b<C

5 mM 36.83 + 1.88" 27.75 + 1.13¢B 22.48 + 2.75PBC 19.80 + 1.719¢ 17.03 +2.96C

10 mM 33.57 + 1.845A 30.23 +2.74% 20.31 +2.920B 18.96 + 1.779 18.26 + 3.03°B

20 mM 36.16 + 1.81°A 26.98 + 1.74¢4B 19.98 + 3.170PBD 14.26 + 1.79°4CD 14.23 + 3.21bcD
50 mM 31.06 + 3.46°A 22.40 + 2.43bcdB 13.25 + 1.8020C 9.86 + 1.02b¢C 7.41 + 1,582bcD
100 mM 28.56 + 2.483A 17.83 +1.3708 14.90 + 1.9328 6.35 + 1.183C 4.66 + 1.30%D
200 mM 10.60 + 2.15%A 4.80 + 1.24%8 4,76 + 2,538 1.25 + 0.35%8C 0.81 +0.178C

a,b,c,d: Aynu siitun icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C,D: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Gruplarin zaman dilimlerine gore hizli hareket eden spermatozoon oranlari
Tablo 4’de verilmistir. Tablo 4 incelendiginde 100 mM L-karnosin dozunun hizl
hareket eden spermatozoon oranini kontrol grubuna goére 24. saat hari¢ diger zaman
dilimlerinde, 200 mM L-karnosin dozunun ise tiim zaman dilimlerinde kontrol
grubuna gore istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) oranda azalttigi belirlenmistir.
Ancak 1 mM ve 10 mM L-karnosin dozunun 0. saat hari¢ diger zaman dilimlerinde,
5 mM L-karnosin dozunun tiim zaman dilimlerinde, 20 mM L-karnosin dozunun
ise 0, 24 ve 72. saatlerde kontrol grubuna gore hizli hareket eden spermatozoon
oranini sayisal olarak arttirdigi belirlenmistir. Fakat bu artiglarin istatistiki olarak
onemli olmadig1 goriilmiistiir.

Gruplarin zaman dilimlerine gore orta hizda hareket eden spermatozoon
oranlar1 Tablo 5’de sunulmustur. Tabloda goriildiigii gibi 0, 24 ve 48. saat diliminde
100 mM L-karnosin dozunun kontrol grubuna gore orta hizda hareket eden
spermatozoon oranini degerini istatistiki olarak ©Onemli oranda artirdigi
belirlenmistir. 96. saat hari¢ diger tiim zaman dilimlerinde de 50 mM L-karnosin
dozunun kontrol grubuna goére orta hizda hareket eden spermatozoon oranini
artirdigi gortilmistiir. Ancak 96. saat diliminde 200 mM L-karnosin dozunun
kontrol grubuna gore orta hizda hareket eden spermatozoon oranini Snemli
derecede azalttig1 tespit edilmistir (p<0.001).

Gruplarin zaman dilimlerine gore yavas hizda hareket eden spermatozoon
oranlar1 Tablo 6’da verilmistir. Bu verilere gore yavas hizda hareket eden
spermatozoon oranlari a¢isindan tiim zaman dilimlerinde kontrol ile deney gruplari

arasinda istatiksel bir farklilik belirlenememistir.
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Tablo 4. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Hizli Hareket Eden Spermatozoon (Ortalama +

SEM) Oranlar1
Zaman Dilimleri
0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 64.81 + 3.53%A 40.25 + 3.65"B 34.43 + 4.31°BC 25.70 + 2.790¢C 26.40 + 4.64C

1 mM 64.65 + 3.71°A 46.01 + 4.820¢B 39.33 +3.43°8 31.88 + 3.36¢C 28.41 + 4.19°BC

5mM 68.03 = 3.67°A 51.10 + 3.67°B 39.78 + 3.94°C 36.63 +2.37°C 31.76 + 4.49°C
10 mM 62.53 + 1.86%A 47.13 +£3.138 38.33 + 4.62¢C 32.88 + 2.90bcC 30.78 £ 2.94°C
20 mM 65.81 & 2.34°%A 46.43 + 2.36°B 33.76 + 3.45°C 27.36 + 2.900cP 26.15 + 3.96°CP
50 mM 57.96 + 4.845A 44.75 + 4,38°B 29.06 + 3.75P¢C 22.15 + 1.77°¢ 17.01 + 2.55b¢D
100 mM 44.08 + 3.76°A 31.51 +2.39%B 16.48 + 2.712C 9.96 + 1.572P 7.75 & 1.7280D
200 mM 12.45 +2.26% 4.50 +1.23%8 2.70 + 0.6528P 0.91 + 0.29%C 1.13 + 0.413°P

a,b,c: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
AB,C,D: Ayni satir igerisinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 5. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarm Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Orta Hizda Hareket Eden Spermatozoon (Ortalama

+ SEM) Oranlari
Zaman Dilimleri
0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat
Kontrol 6.83 + (0.842AB 7.93 +0.912A8 7.01 + 0.6320AB 5.46 + 1.08%A 7.40 + 0.56°8
1 mM 9.16 + 1.032AB 8.61 + (0.5930A 8.83 & (0.670cdA 7.66 + (0.820¢AB 6.33 + 0.78B
5mM 7.51 + 1.60%A 6.90 + 0.943 7.56 +0.21%A 8.18 + 0.52bcA 7.93 + 0.64PA
10 mM 8.01 + 1.388A 7.93 +0.58A 8.61 + (.570cdA 7.55 + 0.77°°A 7.60 + 0.730A
20 mM 8.63 + 1.33%A 9.75 + (0.60%¢A 8.30 & (0.34b°A 8.08 + 0.80°¢A 8.20 +0.81°A
50 mM 14.61 + 3.08PAB 13.58 + 1.56%A 11.78 + 1.199AB 9.06 + 0.5698 7.48 + 1.228
100 mM 14.83 + 1.43%A 13.01 + 1.36°AB 11.16 +0.99¢4B 6.23 + 1.02bcCD 4.83 +(.97°P
200 mM 11.48 + 1.76%A 6.35+1.173 4.30 + 0.85%8 2.36 + (0.543€ 0.80 + 0.36%°

a,b,c,d: Aynu siitun icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
AB,C,D: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 6. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Yavas Hizda Hareket Eden Spermatozoon

(Ortalama + SEM) Oranlar1

Zaman Dilimleri

0.Saat 24 .Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 4.85+0.534 9.83+1.578 8.98 +1.198 6.78 + 0.69%°AB 7.18 + 1.50"8

1mM 5.86 + 0.88 9.30 + 1.85 7.63 +0.88 7.17 + 1.32% 8.05 +2.12

5 mM 5.45+ 1.05 8.00 + 1.84 8.03 + 1.33 9.43 +2.06° 7.58 +0.63
10 mM 6.33 +0.55 9.55 +2.07 9.38 + 1.47 7.60 £ 0.47% 7.33+0.87
20 mM 5.93 + 1.07 9.81 + 1.39 8.11 +0.87 7.21 +0.74® 7.96 + 1.98
50 mM 6.46 + 1.26 7.26 +0.83 9.48 + 1.35 7.70 + 1.09° 8.05 + 2.55
100 mM 8.55+ 1.12 7.96 + 0.86 11.75 £2.57 7.20 + 1.43% 5.86 + 1.87
200 mM 7.31 + 1.347 7.66 + 1.86% 5.38 + 1.57A 2.41 £0.54% 1.61 +0.358

a,b: Ayn siitun icerisinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
A,B: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark énemlidir (p<0.05).
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Zaman dilimlerine gére kontrol ve L-karnosin dozlarina ait VCL degerleri
Tablo 7’de sunulmustur. 50 mM L-karnosin grubunun 0 ve 72. saatlerde kontrol
grubundan istatistiki (p<0.001) olarak 6nemli derecede diisiik VCL diizeyine sahip
oldugu belirlenmistir. Kontrol grubuna gére 100 ve 200 mM L-karnosin dozunun
96. saat harig diger tiim zaman dilimlerinde VCL degerini istatistiki olarak 6nemli
(p<0.001) derecede azalttigi belirlenmistir. Ayrica 200 mM L-karnosin dozunun
kontrol grubuna gore tiim zaman dilimlerinde VCL degerini istatistiki olarak
onemli (p<0.001) derecede azalttig: tespit edilmistir.

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin VSL degerleri
tablo 8’de verilmistir. Tabloda goriildiigi gibi 1, 5, 10 ve 20 mM L-karnosin
dozlarmin VSL degerlerinin kontrol grubuna gore 0. saat hari¢ diger tiim zaman
dilimlerinde sayisal bir artis sagladigi goriilmiis ve bu artisin istatistiki olarak
onemli olmadig belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 50 mM L-karnosin dozu 0.
saatte VSL degerini 6nemli (p<0.001) derece azaltirken, 100 mM karnosin dozunun
24. saat hari¢ diger tim zaman dilimlerinde VSL degerinde 6nemli (p<0.001)
derece azalttig: tespit edilmistir. Ote yandan 200 mM L-karnosin dozunun kontrole
gore tim zaman dilimlerinde VSL degerini 6nemli (p<0.001) diizeyde
distirmiistiir.

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin VAP degerleri
Tablo 9’da verilmistir. Tablo incelendiginde 1, 5, 10 ve 20 mM L-karnosin
dozlarimin kontrol grubuna gore VAP degerlerini 0. ve 72. saat hari¢ diger zaman
dilimlerinde sayisal olarak arttirdigi belirlenmistir. Kontrol grubuna gore 50 (24.
saat hari¢) ve 100 mM L-karnosin dozlarinin tiim zaman dilimlerinde VAP degerini

sayisal olarak azalttig1 tespit edilmistir. Bu artis ve azalislarin istatistiki olarak
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onemli olmadigi belirlenmistir. 200 mM L-karnosin dozunun ise tiim zaman
dilimlerinde kontrol grubuna gére VAP degerini istatistiki olarak 6nemli (p<0.001)

Olclide azalttig1 goriilmiustiir.
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Tablo 7. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki VCL (Ortalama += SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 137.36 + 4.73% 118.31 + 5.37°8 110.88 + 6.32¢48 109.70 + 6.03%8 88.11 + 16.64%B

1 mM 129.33 + 6.06%9A 121.46 + 6.65%9A 116.73 + 5.169A 115.76 + 2.65% 109.33 + 8.320A

5 mM 138.01 + 6.58%A 132.43 + 2.649A 117.46 + 3.64%8 113.66 + 1.8098 111.61 + 7.12B8

10 mM 127.86 + 5.97¢4AB 124.66 + 5.699% 110.80 & 4.14%BC  114.53 + 4.729ABC  108.41 + 4.44°C

20 mM 127.18 + 5.56%A 115.68 + 3.03¢B 108.80 + 4.79%9BC  100.55 + 3.55¢4C 102.48 + 5.12€
50 mM 105.86 + 6.61°A 103.76 + 5.63°¢AB 91 81 +4.730¢ABC 92 13 + 3.97b¢B 86.58 + 1.58%C
100 mM 94.78 £ 1.27°A 93.51 £2.33%A 75.33 + 3.00%B 76.31 + 2.66"8 75.73 + 5.97%B
200 mM 71.20 + 3.65%A 60.08 + 3.03%8 59.05 + 3.3928C 52.15 + 3.02%€ 51.56 + 7.57%P

a,b,c,d: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark énemlidir (p<0.001).
A,B,C,D: Aynu satir i¢erisinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 8. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki VSL (Ortalama + SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 59.67 + 2.28%A 39.58 + 1.87°B 38.12 + 1.75PB 43.72 + 1.90°49¢ 34.20 + 1.90PC

1 mM 54.17 + 0.950¢A 46.40 + 1.43¢4B 43.40 + 1.79°B 42.25 + 2.94%8 34.25 + 2.59PcC

5 mM 58.23 & 3.38%A 51.97 + 1.749A8 45.85 + 3.34°BC 41.40 + 1.28°4C 38.23 +2.37C
10 mM 57.73 +3.31°A 52.37 + 1.47% 39.20 +2.57°B 46.68 + 1.56°9B8 40.15+2.51°B
20 mM 53.30 + 1.340¢A 48.83 + 2.65% 43.18 +2.37°B 34.67 + 1.59b<C 36.80 + 1.53P¢C
50 mM 45.63 + 2.69PA 35.87 & 3.71b¢B 28.65 + 1.792BC 27.55 + 1.53bcC 2257 + 1.758C
100 mM 41.03 +2.045A 31.47 £ 2.41B 26.83 + 1.96%8 23.92 +1.17°¢ 20.78 + 1.43%€
200 mM 20.30 + 4.77%A 20.67 + 1.32%8 20.90 + 0.74%8 16.62 + 1.6828 15.37 + 1.5228

a,b,c,d: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 9. Kontrol ve L-karnosin Iceren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki VAP (Ortalama = SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat
Kontrol 76.70 + 5.30°A 52.71 + 3.54B 50.45 + 3.36PB 57.41 + 8.95%B 46.56 + 4,088
1 mM 71.81 + 6.95A 60.33 + 4.720AB 57.23 + 5.48PAB 49.98 + 7.35PAB 47.86 +4.11"B
5 mM 75.85 + 6.28A 65.80 + 3.25PAB 60.03 + 6.02PABC 54.78 + 3.920BC 51.38 + 5.25PC
10 mM 73.01 + 7.80PA 65.88 + 5.04PA 53.28 + 2.63% 59.70 + 7.85"AB 53.60 + 5.03%8
20 mM 70.80 + 4.47°A 63.81 + 3.98%A 61.05 + 5.08PAB 51.65 + 3.65PB 52.08 + 5.56M8
50 mM 66.60 = 8.53°A 56.73 + 5.84PAB 49.56 + 4.47PABC 48.80 + 4.9738BC 41.33 + 1.61°C
100 mM 56.91 + 2.24%A 50.76 + 3.56°AB 41.26 + 5.04%B 40.11 + 1.69208 35.86 + 2.74%8B
200 mM 33.16 + 1.62%A 27.58 + 2.28%AB 29.00 + 2.95%AB 24.13 +2.27%8 22.15+3.11%8

a,b: Ayni siitun igerisinde farkls harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Zaman dilimlerine gére kontrol ve L-karnosin dozlarinin STR degerleri
Tablo 10’da verilmistir. Tablo da gorildigi gibi 50 mM L-karnosin dozunun
kontrol grubuna oranla STR degerlerinde (0. saat harig) istatistiki olarak 6nemli
derecede bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir (p<0.001). 100 mM L-karnosin
dozunun sadece 24. saatte kontrol grubuna gore istatistiki olarak bir azalma

meydana getirdigi tespit edilmistir (p<0.001).

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin WOB degerleri
Tablo 11°de sunulmustur. Tabloda goriildiigii tizere tiim zaman dilimlerinde kontrol
grubu ile L-karnosin dozlar1 arasinda WOB degerleri agisindan herhangi bir

farklilik tespit edilememistir.

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarmin LIN degerleri
Tablo 12°de verilmistir. Tabloya bakildiginda gruplar arasinda tiim zaman

dilimlerinde herhangi bir farklilik tespit edilememistir.
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Tablo 10. Kontrol ve L-karnosin igeren Spermalarm Kisa Siireli Saklama Esnasindaki STR (Ortalama + SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 77.26 £ 2.60 74.55 + 1.95° 75.55+0.71° 7418 +2.71° 72.68 + 2.80°

1 mM 74.56 £2.57 76.58 +1.97° 74.68 +2.81° 74.51 +2.96° 71.03 +2.98°

5mM 76.38 = 1.93 78.45 +2.38° 75.73 +£2.38° 74.68 + 2.89° 72.91 +2.51°
10 mM 77.61 +3.93 79.17 + 0.99° 73.13 +2.52° 75.90 + 3.92° 73.26 + 4.13°
20 mM 74.98 +2.00° 76.26 = 1.34°A 73.80 = 3.31°A 66.75 = 2.09%B 69.21 + 3.84%B
50 mM 69.13 £2.56% 62.83 + 1.09%48 58.10 £ 2.0128C 57.16 +2.13%¢ 54.31 + 3.20%
100 mM 72.43 £ 1.95~ 63.31 £2.3928 65.03 + 1.31%8 59.63 + 2.05%8 58.36 + 2.222B
200 mM 71.26 +3.01 7475+ 1.81° 73.60 + 4.50P 69.01 + 6.55%® 69.55 + 4.53°

a,b: Ayni siitun igerisinde degisik harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliligi gostermektedir (p<0.001).
A,B,C: Ayni satir igerisinde degisik harf tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliligi gostermektedir (p<0.001).
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Tablo 11. Kontrol ve L-karnosin Iceren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki WOB (Ortalama + SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 55.61 £+ 2.46%A 44.46 + 1.788 45.48 + 1.448 51.13 + 5.05”B 44.35 + 1.488

1 mM 55.01 + 3.02%A 49.63 +2.56"B 48.63 + 2.66"8 51.80 +4.55°8 43.83 + 1.83%B

5mM 54.73 + 2.833A 49.65 + 3.26"B 50.91 +4.17°8 48.28 +3.687B 4586+2.178
10 mM 56.46 + 3.44% 52.78 +£2.66 48.23+2.33 51.33 +4.89 49.11+3.01
20 mM 55.68 + 2.36%A 55.03 £ 2.52/B 52.75 +2.7348 51.31+2.71B 50.25 +2.73/B
50 mM 61.81 + 4.24%A 54.15+2.77/B 53.58 +3.06" 52.41 + 3.458¢ 47.83+2.18¢
100 mM 60.06 = 2.37°A 54.00 + 5.51A8 54.15 + 5.07"8 53.00 + 3.328 48.10 +3.828
200 mM 46.60 £ 2.182 46.31+5.90 50.18 + 6.47 46.18 £2.71 42.95+1.91

a,b: Ayn siitun icerisinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
A,B,C: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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Tablo 12. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki LIN (Ortalama = SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 4323 +3.12A 33.26+2.13B 3430+ 1278 38.68 +2.178 31.75+2.108

1 mM 41.31+£3.52A 38.21 + 2.84A8 36.68 + 3.45A8 39.95 +2.037B 31.33 +2.45B

5mM 42.06 £3.13A 39.51 + 3.62°8 38.75 + 3.7478 36.55+2.17A8 33.68 + 2.80B
10 mM 4426 +3.48” 41.86 +2.46" 35.48 + 2.665 39.85 +2.878 36.41 +2.178
20 mM 41.81 +2.28 40.01 £2.30 39.16 +£3.35 34.35+3.26 35.13 +3.78
50 mM 4233 +£2.23A 34.08 +2.12B 31.18 +£2.238¢ 29.71 + 1.418¢ 26.15 +2.22¢
100 mM 4330+ 0.67A 33.55+2.168 35.16 + 3.18BC 31.51 + 1.868€ 28.11 +2.57¢
200 mM 33.36+2.48 32.90 +2.81 36.21 +£2.21 31.73 +£3.20 30.15+2.96

A,B,C: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin ALH degerleri
Tablo 13’de verilmistir. Tiim zaman dilimlerinde 50 (96.saat harig), 100 ve 200 mM
L-karnosin dozlarinin kontrol grubuna oranla ALH degerini 6nemli oranda

azalttig1, bu azalisin istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) oldugu belirlenmistir.

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarimin BCF degerleri
Tablo 14’de sunulmustur. Bu verilere gore 0, 24 ve 48. saatlerde gruplar arasinda
BCF degerleri agisindan istatistiksel bir farklilik tespit edilememistir. Ancak 72. ve
96. saatlerde 200 mM L-karnosinin kontrol grubuna oranla BCF degerini istatistiki

olarak 6nemli (p<0.001) dlgiide azalttig1 belirlenmistir.
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Tablo 13. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki ALH (Ortalama + SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 4,98 +(.145A8 535+0.17A 5.05+0.16%8 471 +0.109%8 4.58 + ().34¢4AB

1 mM 4.83+0.10° 5.13 +0.14°¢ 4.76 +0.07° 5.06+0.19° 4.90 + (0.23¢

5mM 5.05+0.23° 5.30 £ 0.20° 5.00+0.19¢ 4.88 +0.12¢ 4.88 +0.18¢
10 mM 4.68 +0.17°A8 5.05 + 0.08°A 4.83+0.17A 4.68 +().149A8 4.45 +().18¢%B
20 mM 4.60 + (.25 4.68 +0.13%A 4.46 +().16°7B 3.98 + (0.28¢%B 4,28 +().20°9AB
50 mM 3.66+0.13348 3.98 +0.15PA 3.48 + (.09 3.51 +£0.16"AB 3.55 +().145B
100 mM 3.76 £ 0.173A 3.46 + 0.14PAB 3.16 + 0.0923AB 2.88 +(0.20%B 3.01 +£0.29P8
200 mM 3.15+0.063 4.45+0.15%8 2.76 + (0.222A8 1.51 +0.24%C 1.46 +0.37%€

a,b,c,d,e: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).

A,B,C: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 14. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki BCF (Ortalama += SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 9.51+0.57 8.23+0.51 8.21 +0.42 8.30 + 0.24"¢ 8.46+ 0.41°

1 mM 9.53 +0.51 8.83 +0.33 8.25 + (.34 8.30 =+ 0.34b° 8.36 + 0.43P

5 mM 9.52 +0.55% 8.58 £0.4178 8.53+£0.3478 8.80+£0.11%B 8.31 + 0.30°"8
10 mM 10.11 +0.48~ 8.76 £ 0.27/8 8.40 +£0.298 8.76 = 0.26"B 9.21 +0.33048
20 mM 10.05 + 0.64 9.08 + 0.41 9.40 + 0.31 8.60 + 0.16"° 9.60 + 0.44°
50 mM 10.43+ 0.44 9.70 + 0.21 9.60 + 0.61 9.38 + 0.43"¢ 9.11 + 1.00P
100 mM 10.18 £ 0.52 9.78 + 0.31 9.53 + 0.40 10.25 + 0.44° 9.91 +0.75"
200 mM 10.15+£0.124 9.03 + 0.82° 9.98 + 0.68" 5.86+1.15%® 476 +1.01%8

a,b,c: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark dnemlidir (p< 0.05).
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5.1.2. Membran Biitiinliigii (HOST) Degerleri

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin HOST sonuglari
Tablo 15’de sunulmustur. Tabloda goruldigi gibi 1, 5, 10 ve 20 mM L-karnosin
dozlarinin kontrol grubuna gore sayisal bir artis olusturdugu belirlenmistir. 100 mM
L-karnosin dozunun 0. saatte, 200 mM L-karnosin dozunun ise tiim zaman
dilimlerinde kontrol grubuna gore HOST degerlerini istatistiki olarak 6nemli
(p<0.001) derecede diisiirdiigii tespit edilmistir.

5.1.3. pH Degerleri

Zaman dilimlerine gére kontrol ve L-karnosin dozlarinin pH degerleri Tablo
16°da verilmistir. Tabloda goriildiigii gibi kontrol grubuna gére 20 mM L-karnosin
dozunun 24, 48 ve 96. saatlerde, 50, 100 ve 200 mM L-karnosin dozlarinin da tim
zaman dilimlerinde pH’y1 6nemli 6lgiide artirdig: tespit edilmistir (p<0.001).

5.1.4. Anormal Spermatozoon Oranlari

Zaman dilimlerine goére kontrol ve L-karnosin dozlarinin anormal
spermatozoon oranlar1 Tablo 17°de sunulmustur. Tabloya bakildiginda tiim saat
dilimlerinde 200 mM L-karnosin dozu hari¢ diger tiim dozlarin (100 mM, 96. saat
hari¢) kontrol grubuna oranla anormal spermatozoon oranimi istatistiki olarak

onemli (p<0.001) oranda azalttig1 belirlenmistir.
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Tablo 15. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki HOST (Ortalama + SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 56.17 + 4.65°A 38.33 +2.56"B 33.33 + 3.16"BC 31.83 + 2.62PBC 28.50 + 2.43bcC

1 mM 62.17 + 3.20°A 47.67+2.51°8 43.17 +2.02°BC 35.83 + 3.63%CP 34.83 +2.33°P

5mM 67.17 £ 2.96"A 48.17 +3.27°8C 45.83 £3.26°B 37.00 + 3.30°CP 33.83 +2.86°P
10 mM 59.17 £2.19°A 46.00 + 1.98°B 40.00 + 3.08°BC 38.17+1.77°C 35.50 & 2.94¢C
20 mM 58.00 + 3.65A 49.83 + 3,568 43.00 + 3.99°B 4233 +2.9]°8 36.00 +2.98°B
50 mM 56.83 + 4.99PA 40.67 + 2.80°B 32.67 + 3.70PBC 35.00 + 3.23¢BC 28.17 +2.10°C
100 mM 37.67 + 4.40°A 28.67 + 4.65AB 22.83 +3.2]1%B 21.17 £ 2.54%8 17.50 + 1.92%B
200 mM 20.83 + 3.92%4 11.17+1.77%8 933+1.11%8 10.50 + 1.78%8 9.00 + 1.52%8

a,b,c: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C,D: Aynu satir i¢erisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark énemlidir (p<0.001).
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Tablo 16. Kontrol ve L-karnosin Iceren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki pH (Ortalama = SEM) Degerleri

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 6.76 + 0.16% 6.79 + 0.06° 6.88 + 0.03? 6.91 + 0.042 6.84 + 0.032

1 mM 6.84 + 0.1024B 6.81 +0.072A8 6.92 +0.0334 6.90 + 0.032A8 6.85 + (0.0328

5mM 6.95 + 0.052 6.96 + 0.042 7.00 + 0.05% 6.97 + 0.042 6.91 + 0.042
10 mM 6.96 + 0.172B 7.09 + (.0520AB 7.12 4+ 0.04°A 7.09 + 0.06%AB 6.97 + 0.06%B
20 mM 7.25 + (.0730AB 7.32 + 0.050¢AB 7.32 +0.03%A 7.20 + 0.05%A8 7.19 + 0.058
50 mM 7.66+0.12P¢ 7.62 + 0.08¢ 777 + 0.02¢ 7.69+0.11P 7.67 + 0.04¢
100 mM 798 +0.11¢ 8.02 + 0.07¢ 8.10 + 0.03¢ 8.05 + 0.09¢ 7.99 + 0.04¢
200 mM 8.18 +(.16%AB 8.29 £ (0.0849AB 828 +0.01™ 8.22 + (0.09°AB 8.10 + 0.06%8

a,b,c,d,e,f: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark onemlidir (p<0.001).
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Tablo 17. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Anormal Spermatozoon (Ortalama + SEM) Oranlari

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 14.25 £2.28%A 14.75 + 2.09%48 16.00 +2.12% 17.00 + 2.41°% 19 + 2.58%8

1mM 5.25+0.94%8 5.50 + 0.64"* 6.75 + 0.25°A8 7.25+0.47%8 8.50 + 0.28°C

5mM 5.00 + 0.914 6.25 = 0.47"A8 7.75+0.25"8 8.50 + 0.28"¢ 9.00 +0.10°C
10 mM 6.40 + 0.920AB 6.40 + 0.67°* 7.20 + 0.58"8 7.80 + 0.58"48 8.60 + 0.98%8
20 mM 6.33 + 0.88™ 7.00+1.15° 7.00 +2.00° 7.33+0.33° 8.67 +0.33°

50 mM 5.80 £ 0.37¢A 6.60 + 0.24PAC 7.80 + 0.20"8 8.40 + 0.40°8 8.20 = 0.80°BC
100 mM 7.83 + 1.19PAB 8.17 + 1.04°A 9.83 + 1.4204 10.67 + 1.30°8 12.50 + 1.870¢8
200 mM 11.50 + 0.99%A 14.50 + 0.61%® 15.50 + 0.56%® 17.50 + 0.99%¢ 19.50 + 1.17%°

a,b,c: Aynu siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C,D: Aynu satir i¢erisinde farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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5.1.5. Flow-Sitometrik Degerler

5.1.5.1. Olii/Canli Spermatozoon Oranlari

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin 6lii spermatozoon
oranlarinin ortalama degerleri Tablo 18, canli spermatozoon oranlarinin ortalama
degerleri Tablo 19’de sunulmustur. Tablo 18 incelendiginde tiim zaman
dilimlerinde kontrol grubuna gére 200 mM L-karnosin dozunun 6lii spermatozoon
oranini énemli (p<0.001) 6l¢iide artirdigi, canli spermatozoon oranini ise énemli
(p<0.001) 6l¢iide azalttigr belirlenmistir. 0. saat diliminde 50 mM L-karnosin dozu
kontrol grubuna oranla 6lii spermatozoon oranmi o6nemli (p<0.001) Olgiide
artirmustir. Ayrica 0, 24 ve 48. saat dilimlerinde 100 mM’lik L-karnosin dozu
kontrol grubuna kiyasla 6lii spermatozoon oranini 6nemli (p<0.001) olgiide
artirirken, 24 ve 48. saatteki canli spermatozoon oranini1 énemli (p<0.001) olgiide
azaltmastir.

5.1.5.2. Akrozomal Hasar Oranlari

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarinin akrozomal hasar
oranlarina ait ortalama degerler Tablo 20’de sunulmustur. Tablo incelendiginde 1,
5, 10 ve 20 mM L-karnosin dozlarinin akrozomal hasar oranini kontrol grubuna
gore sayisal olarak azalttigi, 50 ve 100 mM L-karnosin dozlarinin ise sayisal olarak
akrozomal hasar oranini artirdigi belirlenmistir. Buna ragmen 200 mM L-karnosin
grubunda 96. saat harig¢ diger tim zaman dilimlerine kontrole gére akrozomal hasar

oraninda gozlenen artig istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) bulunmustur.
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5.1.5.3. Yiiksek/Diisiik Mitokondriyal Membran Potansiyeli Oranlar:

Zaman dilimlerine gére kontrol ve L-karnosin dozlarinin Yyiiksek/diisiik
mitokondriyal membran potansiyeli oranlarina ait ortalama degerler sirasiyla Tablo
21 ve Tablo 22’de sunulmustur. Kontrol grubuna gore tiim zaman dilimlerinde 1 ve
5 mM L-karnosin dozlarinin yiiksek mitokondriyel membran potansiyeli seviyesini
arttirdigr, 50, 100 ve 200 mM dozlarinin ise azalttigi belirlenmistir. Kontrol
grubuna gore 48. saatte 100 mM dozundaki azalisin ve tiim zaman dilimlerinde 200
mM dozundaki azaligin istatistiki olarak énemli (p<0.001) oldugu tespit edilmistir.

Kontrol grubuna gore 1, 5 ve 10 mM L-karnosin dozlarinin 72. saat dilimi
hari¢ diger tiim saat dilimlerinde diisiik mitokondriyel membran potansiyeli oranini
sayisal olarak azalttigi belirlenmistir. Buna karsin 100 mM L-karnosin dozunun
kontrol grubuna gore 48 ve 72. saatlerde, 200 mM L-karnosin dozunun ise tiim saat
dilimlerinde istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) oranda artisa neden oldugu

gorilmiistir.
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Tablo 18. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Olii Spermatozoon (Ortalama + SEM) Oranlari

0.Saat

Zaman Dilimleri

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Kontrol

1mM

5mM

10 mM

20 mM

50 mM

100 mM

200 mM

22.51 + 3.07%8

20.91 + 3.82%AB

23.32 +2.22%AB
24.23 + 3.33%A8
25.33 + 3.26%A8
30.71 + 3.43P
34.68 + 2.89°A

48.38 +1.71¢A

23.30 + 2.87%AB

22.94 + 2.76%8

23.90 £ 2.75%48
25.16 +3.01%A
26.75 + 3.3120AB
31.11 +£2.65%®
39.35 + 3.45PAB

55.62 + 3.38°A

24.80 + 2.30°A

23.12 +2.30%

24.56 +2.63%A
25.80 £ 2474
26.68 +2.28%
31.89 + 1.93%
39.89 +2.07°A

57.16 + 2.94A

35.16 + 2.86%8
34.27 + 2.282A8
32.58 + 2.69%8
30.15 + 2.20%8
35.4]1 + 2,538
34,12 + 3.832

44.66 + 3.25%8

66.12 + 2.14PAB

38.10 + 2.24%
34.45 + 2.88%
35.63 +2.11%®
36.97 +2.87%8
35.67 + 2.40%8
38.19 + 2.80°

49.22 +2.51%®

73.11 +2.78%

a,b,c: Aynu siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark onemlidir (p<0.001).
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Tablo 19. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Canli Spermatozoon (Ortalama += SEM)

Oranlari
Zaman Dilimleri
0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 74.72 + 1.920AB 73.79 + 3.14°A8 72.51 + 2.66%A 60.95 + 2.39PAB 59.76 + 2.41PB

1 mM 78.73 + 4.26PAB 74.56 + 2.779°AB 73.53 £2.61°A 63.06 + 2.73PAB 62.12 + 2.00PB

5 mM 73.08 + 2.45PA 73.06 £ 2.980CAB 71.91 £2.87°A 64.47 + 2.43PAB 59.62 + 2.99M8
10 mM 72.61 + 3.3994B 72.31 + 3.050¢AB 71.06 + 2.65PA 66.74 + 2.54PAB 60.63 + 2.12PB
20 mM 71.21 +2.96° 70.91 + 3.22b¢ 69.76 + 2.195¢ 62.12 +2.14° 61.83 + 2.44P
50 mM 68.98+3.177 66.41 + 2.66 65.43 + 2.14%¢ 63.49 + 2.99P 59.49 + 2.68P
100 mM 63.18 +3.11A 60.86 + 3.63PAB 60.00 + 2.41°A 51.90 + 2.38%8 48.34 + 2.20%B
200 mM 49.44 + 1.97%A 4222 +2.2184 40.73 £ 3.028 32.36 + 2.942AB 25.25+2.75%

a,b,c: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 20. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Akrozomal Hasar (Ortalama + SEM) Oranlar1

0.Saat

Zaman Dilimleri

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Kontrol

1mM

5mM

10 mM

20 mM

50 mM

100 mM

200 mM

7.41 £ 0.82%A
6.81 +0.31%A
7.10 = 0.54%A
6.99 + 0.25%A
6.53 + 0.42%4
9.51 + 0.993A
11.83 £ 1.66>A

15.43 £ 1.68A

14.31 +2.03%B

13.33+2.13%8

14.11 £ 2.24%®
13.33 £2.12%8
13.63 + 1.88%8
17.58 £ 2.1728
24.54 + 21308

33.03 +3.16%®

15.50 +2.38%8

14.64 + 1.72%8

14.99 + 1.98%8
15.20 + 1.90%8
15.05 + 1.45%
17.83 + 1.53%
25.96 + 2.98%B

34.03 +3.27%B

16.19 +1.51%8

14.66 + 2.66%8

15.36 + 1.98%8
15.53 + 1.43%8
15.83+2.21%
18.58 + 1.14%
26.49 + 3.568

36.38 + 5.02PB

19.54 +3.51%8
17.65 + 3.03%8
17.29 +2.90%8
17.39 +2.53%®
17.12 +£2.28%
19.33 £ 2.00%8
28.68 + 2.60%B

37.04 + 3.54%B

a,b,c: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 21. Kontrol ve L-karnosin igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Yiiksek Mitokondriyal Membran Potansiyeli

(Ortalama + SEM) Oranlari

0.Saat

Zaman Dilimleri

24.Saat

48.Saat

72.Saat

96.Saat

Kontrol

1mM

5mM

10 mM

20 mM

50 mM

100 mM

200 mM

76.12 + 2.27°A
79.03 + 1.66>A
80.01 +2.19°
78.75 + 1.19%¢
74.71 + 2.26°A

70.87 + 2.66P°A

67.92 + 3.6]130¢AB

61.11 +2.87%A

80.98 + 1.43bB
81.68 +1.17°8
81.95+ 1.30°

80.86 + 1.31%¢

79.44 + 2,198
75.76 £ 2.37°B
69.34 + 3.68°A

51.96 + 2.973AB

80.69 + 2.54°B
80.70 + 2.61°AB
80.74 + 3.08°
80.21 + 1.70°¢
80.45 + 1.89°B
75.61 £ 2.00°B
68.15 + 3.09PAB

45.29 + 3.793BC

79,05 + 3,01°A8
76.91 + 4.31°AB
80.16 + 3.01°
79.46 + 1.81°
76.84 +2.01PAB
75.44 + 3.37°AB
65.27 + 3.43%8

39.17 +2.63%8C

74.67 = 3.00°A
77.50 + 3.05PAB
74.85 + 4.70P
77.56 + 3.24°
76.96 = 3.16°AB
73.61 + 3.02°A8
63.61 = 4.23PAB

34.12 + 2.40%

a,b,c: Aynu siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B,C: Ayni satir igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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Tablo 22. Kontrol ve L-karnosin Igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Diisiik Mitokondriyal Membran Potansiyeli
(Ortalama + SEM) Oranlari

Zaman Dilimleri

0.Saat 24.Saat 48.Saat 72.Saat 96.Saat

Kontrol 16.60 + 1.833AB 14.28 + (0.96%AB 14.14 + 1.63%A 14.14 + 0,96*A8 19.15+2.77%8

1 mM 15.90 + 1.562 13.34 +0.97% 12.90 + 1.022 16.70 + 3.182 16.00 + 1.702

5 mM 1529 +1.71%A 13.02 + 1.65%8 12.96 + 1.22348 14.94 + 1.15%A8 15.34 + 1.95%AB
10 mM 16.31 + 1.77%A 13.11 £ 1.41%8 13.89 + 1.612AB 15.43 £ 1.012/8 15.00 + 1.23%AB
20 mM 17.49 + (0.93%0AB 14.54 + 1.56%A 14.89 + 1.40%A 17.93 +1.71%8 16.58 + 1.71%AB
50 mM 22.78 + 1.59% 19.52 +1.83% 19.76 +£2.10% 19.12 £2.08% 20.70 + 2.05°
100 mM 2436+ 1.82° 24.57 +3.33° 27.26+2.35° 2731 +£247° 27.05 + 1.762
200 mM 33.17 + 2.94°A 4323 +5.26%A 50.96 & 3.39B 59.27 + 3.91°8 59.85 + 6.06"8

a,b,c: Ayni siitun igerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
A,B: Ayni satir icerisinde farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.001).
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5.1.6. Oksidatif Stres Diizeyleri

Zaman dilimlerine gore kontrol ve L-karnosin dozlarmin oksidatif stres
parametrelerinin (MDA, GSH, GSH-Px ve CAT) 0. ve 96. saat dilimlerine ait
sonuglar1 Tablo 23’de sunulmustur. Tablo incelendiginde MDA degerlerinde
gruplar arasinda istatiksel olarak fark belirlenemezken, 0. saate gore 96. saatte
kontrol hari¢ tiim gruplarda sayisal bir artisin oldugu, 100 ve 200 mM L-karnosin
dozlarinda go6zlenen bu artisin istatistiki olarak onemli (p<0.05) oldugu
belirlenmistir. Tabloda GSH-Px degerleri incelendiginde 0. saatte kontrol grubuna
gore 100 mM L-karnosin dozunun istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) derecede artis,
96. saatte ise 6nemli (p<0.05) oranda azalma sagladigi goriilmiistiir. Ayrica 0. saate
gore 1 mM ve 100 mM L-karnosin dozlarmin GSH-Px diizeylerinin 96. saatte

istatistiki olarak 6nemli (p<0.05) oranda azaldig: belirlenmistir.

72



Tablo 23

. Kontrol ve L-karnosin igeren Spermalarin Kisa Siireli Saklama Esnasindaki Oksidatif Stres (Ortalama + SEM) Diizeyleri

Zaman Dilimleri

Kontrol

1mM

5mM

10 mM

20 mM

50 mM

100 mM

200 mM

MDA

0.Saat
423 +0.19

4.21+0.20
4.11+0.17
4.45+0.21
4.16+0.21
4.17+0.23
3.75+0.18"

3.82+0.17A

GSH GSH-Px CAT
96.Saat 0.Saat 96.Saat 0.Saat 96.Saat 0.Saat 96.Saat
404+047  228+0.18 271+0.13  31.17+0.49* 30.88+0.48 1926+221 24.12+6.56
435+023  259+023  2.64+0.18  33.01+0.66"* 28.31+1.31%% 18.23+235 2027+2.28
461+038  242+080 245+0.16  30.88+1.49% 30.77+0.98 18.34+2.00 19.94+3.63
475+030  2.63+0.19  2.65+024  30.65+1.03 32.85+200% 17.77+325 1543+3.16
448+034  252+0.15 285+0.10  30.54+1.61* 28.55+0.72% 19.84+329 2522+2.63
460+024  2.69+032 285+0.08  31.08+1.52% 31.28+1.93% 18.17+243 24.02+3.18
4.83+0308 259+0.13  2.72+0.31 35.16+0.61°  26.19+1.58%° 18.65+4.63 25.38+3.86
508+0428 262+021  257+026  31.34+166% 30.53+157° 14.59+1.53 24.30+4.70

A,B: Ayni satir igerisinde ki farkli harf tasiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
a,b: Aymni siitun igerisinde ki farkli harf tagiyan ortalama degerler arasindaki fark 6nemlidir (p<0.05).
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5.2. ikinci Asama (Uzun Siireli Saklama) Sonucu Elde Edilen

Bulgular

Bu asamada birinci agama sonrasi tim parametreler agisindan genellikle
kontrol grubuna gore sayisal ve/veya istatistiki yonden istiinlik gosteren 1, 5, 10

ve 20 mM L-karnosin dozlar1 kullanilmastir.

5.2.1. Motilite ve Kinematik Degerler

Kontrol ve L-karnosinin farkli dozlari ilave edilmis spermalarin dondurma-
¢ozdiirme sonrasi elde edilen total motilite oranlarinin grafiksel goriintimii sekil
11°de verilmistir. Sekil incelendiginde kontrol grubuna gore L-karnosinin 1, 5, 10
ve 20 mM dozlarinin (p<0.05) total motilite degerini artirdig1 belirlenmistir.

Dondurma-¢6zdiirme islemi sonrasi kontrol ve L-karnosin dozlarina ait
progresif motilite degerlerinin grafiksel goriiniimii sekil 12°de verilmistir. Bu
degerler incelendiginde 5, 10 ve 20 mM L-karnosin dozlarinin kontrol grubuna gore
progresif motilite degerini artirdig1 ve bu artigin istatistiki olarak 6nemli (p<0.01)

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 11. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
total motilite degerleri(%).
a,b,c. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 12. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermalarin
progresif motilite degerleri(%).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.01).
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Dondurma-¢6zdiirme islemi sonrasi kontrol ve L-karnosin dozlarina ait hizli
hareket eden spermatozoon oranlarinin grafiksel gérniimii sekil 13’de verilmistir.
Bu parametrede 5, 10 ve 20 mM L-karnosin dozlarinin 6ne ¢iktigi, bu dozlarin
kontrol grubuna oranla dénemli (p<0.01) artis sagladigi belirlenmistir. 1 mM L-
karnosin igeren dozu ile kontrol grubu arasinda sayisal bir farklilik belirlenirken,
bu farkliligin istatiksel agidan 6nemsiz oldugu goriilmiistiir.

Dondurma-¢6zdiirme islemi sonrasi kontrol ve L-karnosin dozlarina ait orta
hizda hareket eden spermatozoon oranlarinin grafiksel goriiniimi sekil 14’de
gosterilmistir. Grafikde kontrol grubuna gore en fazla 5 mM dozunda artis oldugu
ancak bu artisin istatistiki olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.

Kontrol ve L-karnosin dozlarmna ait dondulma-¢ozdiirme sonrasi yavas
hizda hareket eden spermatozoon oranlarinin grafiksel goriiniimi sekil 15°de
verilmistir. Sekilde goriildiigi gibi 5, 10 ve 20 mM L-karnosin dozlari ile kontrol
grubu arasindaki fark istatiksel agidan 6nemli (p<0.001) bulunmustur. Kontrol
grubu ile 1 mM L-karnosin dozu arasindaki sayisal artigin istatiksel agidan 6nemli

olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 13. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin

hizli hareket eden spermatozoon oranlari (%).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.01).
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Sekil 14. Kontrol ve L-karnosin i¢eren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
orta hizda hareket eden spermatozoon oranlar (%).
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Sekil 15. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢dzdiiriilmiis spermalarin
yavag hizda hareket eden spermatozoon oranlari (%).
a,b,c,d. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.001).

Dondurma-¢6zdiirme sonrasi kontrol ve L-karnosin dozlarina ait kinematik
parametrelerden VCL’nin grafiksel goriiniimii sekil 16°da gosterilmistir. Yapilan
degerlendirmeler sonucunda dondurma-¢ozdiirme islemi sonrasi kontrol ve L-
karnosin arasinda istatiksel anlamda herhangi bir farkliligin olmadigi tespit
edilmistir.

Kinematik parametrelerden VSL’ye ait degerlerin grafiksel goriiniimii sekil
17°de sunulmustur. Dondurma-¢ézdiirme sonrasi yapilan degerlendirmeler
sonucunda kontrol ve L-karnosin dozlari arasinda istatiksel bir farkliligin olmadigi
belirlenmistir.

Kinematik parametrelerden VAP degerlerinde de kontrol ve L-karnosin
dozlar1 arasinda istatiksel ag¢idan herhangi bir farkliligin olmadigi sekil 18’de

grafiksel olarak gosterilmistir.
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Diger kinematik parametreler de sirasiyla STR, WOB, LIN ALH ve BCF
olarak sekil 19, 20, 21, 22 ve 23’de grafiksel olarak gosterilmistir. Dondurma-
¢ozdiirme sonrasi kinematik parametrelere ait grafikler incelendiginde kontrol ve

L-karnosin dozlari arasindaki farkin istatiksel olarak 6nemsiz oldugu belirlenmistir.
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Sekil 16. Kontrol ve L-karnosin i¢eren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
VCL degerleri (%).
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Sekil 17. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
VSL degerleri (%).
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Sekil 18. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
VAP degerleri (%).
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Sekil 19. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiirilmiis spermalarin
STR degerleri.
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Sekil 20. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
WOB degerler.
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L-karnosin Dozlari

Sekil 21. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
LIN degerleri.
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Sekil 22. Kontrol ve L-karnosin i¢eren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
ALH degerleri.
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Sekil 23. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiirilmiis spermalarin
BCF degerleri.

5.2.2. Membran Biitiinliigii (HOST) Degerleri

Kontrol ve L-karnosin dozlarina ait dondurma-¢6zdiirme sonrasi elde edilen
membran bitinligi (HOST) sonuglarinin  grafiksel gorinimii sekil 24’de
verilmistir. Grafik incelendiginde kontrol grubuna gére 5 mM L-karnosin dozu
basta olmak iizere diger L karnosin dozlarmin spermatozoonun membran
biitiinliigiinii daha iyi koruyarak artis sagladigi ve bu artiglarin istatistiki olarak

onemli (p<0.05) oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 24. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermalarin
HOST degerleri (%).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

5.2.3. pH Degerleri

Kontrol ve L-karnosin dozlarina ait dondurmus-¢6zdiirmiis spermalarin pH
degerleri sekil 25°de gosterilmistir. Sekil incelendiginde L-karnosin dozlarindaki
artiga paralel olarak pH’nin alkali yonde arttig1 gézlenmistir. Tiim dozlarin kontrole

gore istatiksel anlamda artis sagladigi tespit edilmistir (p<0.001).
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Sekil 25. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
pH degerleri.
a,b,c,d,e. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.001).

5.2.4. Anormal Spermatozoon Oranlari

Dondurma-¢ozdiirme sonrasi elde edilen anormal spermatozoon oranlarinin
grafiksel goriinimi sekil 26°da verilmistir. Sekil incelendiginde sperma
sulandiricilarina eklenen 1, 5, 10 ve 20 mM L-karnosin dozlarmin kontrol grubuna
gore anormal spermatozoon oranini istatiksel olarak onemli (p<0.05) diizeyde

azalttig1, en 6nemli azalisin 5 mM dozunda oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 26. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalarin
anormal spermatozoon oranlari.
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).

5.2.5. Flow-Sitometrik Degerler

5.2.5.1. Olii ve Canli Spermatozoon Oranlari

Dondurma-¢oézdiirme islemi sonrasi kontrol ve L-karnosin igeren
spermalardaki olii ve canli spermatozoon oranlarinin grafiksel goriintiimleri
sirastyla sekil 27°de verilmigtir. Ayrica tim gruplar igin ortalama degerlerin dot
plot sitogramlart sekil 28’da sunulmustur. Veriler degerlendirildiginde 5 mM L-
karnosin dozunun, kontrol grubuna oranla 6lii spermatozoon oranini 6nemli
(p<0.05) 6l¢iide azalttig1 ve canli spermatozoon oraninida énemli (p<0.05) 6l¢iide

artirdig: belirlenmistir.
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Sekil 27. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
olii/canl1 spermatozoon oranlari (%).

A,B. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 28. Kontrol ve L-karnosin igeren spermalardaki oOlii/canli spermatozoon

oranlarina ait dot plot goriintiileri.
Degerler ortalama = SEM olarak verilmistir.
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5.2.5.2. Akrozomal Hasar Oranlari

Kontrol ve L-karnosin dozlarina ait akrozomal hasar oranlarnin grafiksel
goriiniimii sekil 29°da verilmistir. Ayrica tiim gruplar igin ortalama degerlerin dot
plot sitogramlar1 sekil 30°de sunulmustur. Sekil 30 incelendiginde 5 mM L-
karnosin dozunun kontrol grubuna gore akrozomal hasar oranini 6nemli 6lgiide

(p<0.05) azalttig1 tespit edilmistir.

60
55 ab
50 - ab

45 -
40 -
354
304
25 -
20 4
15-
10

Akrozomal Hasar Orani (%)

0-
Kontrol 1TmM 5mM 10 mM 20 mM

L-karnosin Dozlari

Sekil 29. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
akrozomal hasar oranlari (%).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 30. Kontrol ve L-karnosin igeren spermalardaki akrozomal hasar oranlarina
ait dot plot goriintiileri.
Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
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5.2.5.3. Yiiksek/Diisiik Mitokondriyal Membran Potansiyeli Oranlar:

Kontrol ve L-karnosin dozlarina ait dondurma-¢6zdiirme sonrasi elde edilen
yiiksek/diisiik mitokondriyal membran potansiyeli oranlar1 sekil 31°de, verilmistir.
Ayrica tiim gruplar i¢in ortalama degerler dot plot sitogram gériintiisii olarak sekil
32’de sunulmustur. 5 mM L-karnosin dozunun kontrol grubuna oranla yiiksek
mitokondriyal membran potansiyelini O6nemli derecede artirdigi, diisiik

mitokondriyal membran potansiyelini ise 6nemli (p<0.05) derecede azalttig: tespit

edilmistir.
I Yiiksek Mitokondriyel Membran Potansiyeli
&5 [ 1 Dusuk Mitokondriyel Membran Potansiyeli
B
504 a B a
A A 4
A
- M - L 1T
40 - i il
b
T
304
204
10 -
0 ]

1 1 1
Kontrol 1TmM 5mM 10mM 20 mM

L-karnosin Dozlar
Sekil 31. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
yiiksek/diisiik mitokondriyal membran potansiyeli oranlart (%).

A,B. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 32. Kontrol ve L-karnosin igeren spermalardaki yiiksek/diisiik
mitokondriyal membran potansiyeli oranlarina ait dot plot goriintiileri.
Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.

92



5.2.5.4. Apoptoz Oranlar

Kontrol ve L-karnosin dozlarina ait dondurma-¢ozdiirme sonrasi elde edilen
apoptotik hiicre oranlar1 sekil 33’de verilmistir. Ayrica tiim gruplar i¢in ortalama
degerleri igeren dot plot sitogramlar1 sekil 34’de sunulmustur. Sekil 33
incelendiginde kontrol grubu karsilastirildiginda apoptotik hiicre oraninin 5 mM L-

karnosin dozunda 6nemli (p<0.05) derecede azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 33. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
apoptotik hiicre oranlar1 (%).
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 34. Kontrol ve L-karnosin igeren spermalardaki apoptoz oranlarina ait dot
plot goriintiileri.
Degerler ortalama + SEM olarak verilmistir.
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5.2.6. Oksidatif Stres Diizeyleri

Kontrol ve L-karnosin dozlarina ait dondurma-¢6zdiirme sonrasi elde edilen
MDA, GSH, GSH-Px ve CAT gibi oksidatif stres parametrelerine ait verilerin
grafiksel goriinlimii sirasiyla sekil 35, 36, 37 ve 38’de sunulmustur. Sekiller
incelendiginde kontrol ve L-karnosin dozlari arasinda MDA, GSH ve CAT
diizeyleri agisindan istatiksel olarak herhangi bir farklilik tespit edilemezken, 5 MM
L-karnosin dozunun kontrol grubuna oranla GSH-Px diizeyini 6nemli (p<0.05)

derecede artirdig1 gozlenmistir.

MDA (nmol/ml)

Kontrol 1mM 5mM 10 mM 20 mM

L-karnosin Dozlari

Sekil 35. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
MDA diizeyleri.
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Sekil 36. Kontrol ve L-karnosin i¢geren dondurulmus-¢ézdiiriilmiis spermalardaki

GSH diizeyleri.

GSH-Px (IU/ml)

b

ab
a I |
a
a
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Sekil 37. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
GSH-Px diizeyleri.
a,b. Gruplar arasindaki farklilik istatiksel olarak anlamlidir (p<0.05).
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Sekil 38. Kontrol ve L-karnosin igeren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermalardaki
CAT diizeyleri.
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6. TARTISMA

6.1. Birinci Asama (Kisa Siireli Saklama)

Dondurulmus-¢6zdiiriilmiis ko¢ spermalariyla gergeklestirilen intraservikal
tohumlamalardan elde edilen diisiik gebelik oranlari, 5°C'de kisa siireli saklama
yonteminin daha fazla énemli hale gelmesine neden olmaktadir. Fakat 5°C’de 24
saatten daha fazla saklanan kog spermalariyla yapilan intraservikal tohumlamalarda
da gebelik oranlari istenilen diizeylere ulasamamaktadir (11). Bu nedenle spermada
kisa siireli saklama soguk ortama bagli olarak birtakim biyokimyasal reaksiyonlarin
sekillenmesine yol agmaktadir. Bu reaksiyonlarin en onemlilerinden biri ise
oksidatif strestir. Oksidatif stres ROS’un artmasi veya antioksidan diizeyindeki
azalma ile oksidatif dengesizligin olusmasi sonucunda ortaya ¢ikmaktadir (99). Bu
siire¢ spermatozoon plazma zarinda bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin yant
sira DNA, RNA ve proteinlerde de hasara yol agabilmektedir (100, 101). Bununla
birlikte fizyolojik kosullar altinda ROS, spermatozoon kapasitasyonu,
hipermotilite, hiicresel aktivasyon, zona pellucida ile etkilesim ve akrozom
reaksiyonu gibi lireme siirecini igeren bir¢ok durum igin gereklidir (102). Kisa
siireli saklama esnasinda artan ROS diizeyleri enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar tarafindan giiglii bir sekilde siipiiriilebilmektedir (103). Bu baglamda
spermanin kisa siireli saklanmasi sirasinda spermatozoonlarin dmriiniin uzatilmasi
amaciyla kullanilan sperma sulandiricilarina pek ¢ok antioksidan madde ilave edilip
caligmalar yapilmistir. Antioksidanlarin katilmasinda spermatozoonlarin LPO
hasarlarina karsi korunmasi hedeflenmistir. Koglarda spermanin kisa siireli

saklanmasi amaciyla sperma sulandiricilarina katilan sisteamin (104), ebselen
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(105), taurin (106) ve idebenon (107) gibi antioksidanlarin LPO miktarin1 azaltarak
spermatozoonlarin dmriiniin uzamasina katki sagladigi bildirilmektedir.

Adami ve ark. (81) insan spermasina 20 ve 50 mM dozlarinda L-karnosin
ilavesinin total ve progresif motiliteyi kontrol grubuna oranla artirdigini
belirtmislerdir. Rocha ve ark. (46) aygirlardan aldiklar1 spermalarin seminal
plazmalarindaki karnosin seviyelerini  Ol¢tiikklerini  ve  diisik  karnosin
konsantrasyonu igeren grubun yiiksek karnosin konsantrasyonu i¢eren gruba oranla
daha iyi bir total motiliteye sahip oldugunu belirlemislerdir.

Sunulan galismada kog¢ spermasinin kisa stireli saklanmasinda 5 mM L-
karnosin dozunun total motilite degerlerini 72. saatte kontrol grubuna gore artirdigi,
bu artigin istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) oldugu belirlenmistir. Kontrol grubuna
gore 5 mM L-karnosin dozunun 96. saatte, 10 mM L-karnosin dozunun ise 24.
saatte progresif motiliteyi istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) 6l¢iide artirdig: tespit
edilmistir. Ayrica tiim zaman dilimlerinde 5 ve 10 mM L-karnosin dozlarimin
kontrol grubuna gore belirtilen zamanlarin disinda da istatistiki anlamda 6nemli
olmamasina ragmen Sayisal anlamda progresif motiliteyi artirdigi goriilmiistiir.
Kontrol grubuna goére 1 ve 10 mM L-karnosin dozlarinin 0. saat hari¢ diger zaman
dilimlerinde, 5 mM L-karnosin dozunun ise tim zaman dilimlerinde hizli motilite
degerini sayisal olarak artirdig1 belirlenmistir.

Diisiik dozlarda kullanilan L-karnosinin motiliteyi artirici etkisinin laktik
asidi notralize etme yetenegi (78), enerjinin korunmasi i¢in ATP aktivasyonu (45)
ve antioksidan 6zelliklerinden (51, 54, 55, 69) kaynaklandig1 diistiniilmektedir. L-
karnosinin bu antioksidan etkisi lipooksidasyon son {iriinii olan LPO’yu baskilayip

ROS ve peroksil radikallerini temizlemesinden ileri gelmektedir (51). Ayrica birgok
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antioksidan maddenin sahip oldugu Ozellikleri barindiran L-karnosinin,
telomerlerin kisalmasini engelleyerek ortaya koydugu yaslanma geciktirici etkisi
diger antioksidanlar da bulunmayan bir 6zelliktir. Bu yaslanma karsit1 etkisi ile
motilite parametrelerinin daha uzun siire korunmasini ve bu etkisini de L-
karnosinin elektrofilik aldehitler ve ketonlarla reaksiyona girerek protein-peptit
karbonilasyonunu 6nleme kabiliyetine bagli olabilecegi diisiiniilmektedir (74). L-
karnosinin 200 mM dozunun ise tiim zaman dilimlerinde kontrol grubuna gore total
motilite, progresif motilite ve hizli motilite degerlerini azalttig1 tespit edilmistir. Bu
caligmada kanitlandigi gibi L-karnosinin yiiksek dozlar1 ortam pH’sin1 alkali yonde
degistirerek spermatozoonlarin yagamasi i¢in gerekli olan sartlarin kaybolmasina
sebep olmaktadir. Ayrica L-karnosinin hem glikoliz hem de oksidatif fosforilasyon
yoluyla enerji liretimini azaltacak olan glikolitik yolun substratlari ile reaksiyona
girme 6zelligi vardir. Hiicresel enerji tiretimi i¢in ATP sentezinin ana mekanizmasi,
oksidatif fosforilasyon yoludur. Bu siire¢ igerisinde enerji {iretimini azaltacak olan
bazi substratlar (Sitrat, Glukoz fosfat, Fruktoz-2-6-bifosfat) mevcuttur. L-karnosin
bu substratlar ile reaksiyona girerek enerji tiretiminin oniinii agmaktadir (73). Bu
nedenle  yiksek dozlarda karnosin ilavesinin  spermatozoon  enerji
metabolizmasinda degisikliklere neden olabilecegi (45) ve bunun sonucunda
motilitede azalmaya neden olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sebeplerden dolay1 200
mM L-karnosin dozunun spermatozoonlar iizerine toksik etki olusturdugu tespit
edilmistir.

Adami ve ark., (81) insan spermasimin {izerine L-karnosinin etkilerini
belirlemek amaciyla, 20 ve 50 mM dozlarinda L-karnosin ilavesinin kontrol

grubuna oranla kinematik parametrelerden VCL, VSL , VAP ve BCF diizeyini
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artirdigin1 bildirmislerdir. Rocha ve ark., (46) yaptiklari ¢alismada ise diisiik
dozlarda karnosin ilavesinin spermatozoon kinetigini artirdigini ileri siirmiislerdir.
Bu ¢alismada kontrol grubuna gore 1 ve 10 mM L-karnosin dozlarinin 0. saat harig
diger zaman dilimlerinde, 20 mM L-karnosin dozunun 96. saatte, 5 mM L-karnosin
dozunun ise tiim zaman dilimlerinde VCL degerini artirdigi tespit edilmistir.
Kontrol grubuna gére 50 mM L-karnosin dozunun tiim zaman dilimlerinde VCL
degerini sayisal olarak azalttigi, 100 mM ve 200 mM L-karnosin dozunun ise 96.
saat hari¢ diger zaman dilimlerinde istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) derecede
azalttigi gozlenmistir. Kontrol grubuna gore L-karnosinin 1, 5, 10 ve 20 mM
dozlarinin VSL degerlerini (0. saat harig), VAP degerlerini (0. ve 72. saatler haric)
tim zaman dilimlerinde sayisal olarak artirdigi gorilmistir. Kinematik
parametrelerdeki bu artisin L-karnosinin diisiik dozlarinin enerji metabolizmasini
bozmadan oksidatif dengeyi korumas: (45) ve mitokondriyal aktiviteyi
artirmasindan (81) kaynaklandig diistiniilmektedir. L-karnosinin 200 mM dozunun
kontrol grubuna goére tiim zaman dilimlerinde VCL, VSL ve VAP degerlerini
istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) derecede azalttigi ve toksik etki olusturdugu
belirlenmistir. Bu azalma L-karnosinin dozunun artmasina paralel olarak spermanin
pH degerinin alkali yonde yiikselmesiyle iligkilendirilebilir. Mevcut ¢calismada 200
mM L-karnosin dozunun 72. ve 96. saatlerde kontrol grubuna oranla BCF degerini
istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) olgiide azalttigi belirlenmistir. Fakat diger
dozlarin tiim saatlerde kontrol grubuna gore BCF degerinde sayisal bir artis
sagladigi belirlenmistir. Caligmamiz ile Adami ve ark., (81) yaptiklari ¢aligmanin

BCEF diizeylerine ait sonuglar benzerlik géstermektedir. BCF diizeyindeki bu artisin

101



diger kinematik parametrelerde oldugu gibi mitokondriyal aktivitenin artmasiyla
(81) iliskili olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu c¢alismada tiim zaman dilimlerinde 50, 100 ve 200 mM L-karnosin
dozlarinin kontrol grubuna oranla ALH degerini 6nemli (p<0.001) oranda azalttigi
belirlenmistir. Ko¢ sperma sulandiricilarina L-karnosin katilarak kisa siireli
saklanmasi sirasinda elde edilen ALH verileri literatiirdeki ilk verilerdir. Bu
azalmanin  yiiksek  dozlarda  L-karnosinin  spermatozoonlarin  enerji
metabolizmasinda degisikliklere neden olmasi (45) sonucunda gergeklesebilecegi
diistiniilmektedir.

Kawai ve ark., (80) 1, 50 ve 100 mM dozlarinda karnosini aygir spermasina
ilave ettiklerinde 50 mM karnosin ilavesinin kontrol grubuna oranla spermatozoon
plazma membran hasarini azalttigin1 belirlemislerdir. Fattah ve ark., (33) horoz
spermasinin  kisa siireli saklanmasinda basar1 saglamak amaciyla sperma
sulandiricilarina 0, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mM dozlarinda L-karnosin ile ayn1 dokudan
izole edilen L-karnitin maddesini ilave ederek 48 saat siireyle sakladiklari
spermalarda, 1 ve 2 mM L-karnitin i¢eren gruplarda membran biitiinliigiiniin daha
iyi korundugunu tespit etmislerdir. Sunulan ¢aligmada 1, 5, 10 ve 20 mM L-
karnosin dozlarinin kontrol grubuna gore tiim zaman dilimlerinde spermatozoon
membran biitiinliigiinii koruyarak sayisal bir artig sagladigi belirlenirken, 200 mM
L-karnosin dozunun ise istatistiki olarak 6nemli (p<0.001) derecede azalmaya
neden oldugu belirlenmistir. Karnosinin temel antioksidan ozelliklerinden olan
serbest radikallere kolayca hidrojen vermesi (50), hidroksil, peroksil, siiperoksit

radikali ve singlet oksijen iizerine siipiiriici etkisinin olmas1 (59) ve membran
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stabilite edici etkisinden dolay1 (58) membran biitiinliigiiniin korunmasinda etkili
oldugu diistintilmektedir.

Yapilan ¢alismada kontrol grubuna gore 1, 5 ve 10 (48.saat hari¢) mM L-
karnosin dozlarindaki pH artis1 istatistiki olarak énemsiz bulunurken 20 (24, 48 ve
96. saatlerde), 50, 100 ve 200 mM L-karnosin dozlarindaki artis istatistiki olarak
onemli (p<0.001) bulunmustur. Bu artislarin L-karnosin maddesinin bildirilen pH
tamponlayict (51) ve laktik asidi notralize etme (78) yeteneginden ileri geldigi
diistiniilmektedir.

Al-Daraji ve ark., (87) ordeklerde sperma kalitesini artirmak amaciyla
yaptiklart ¢alismada giinlik diyete 50, 100 ve 150 mg/kg dozda L-karnitin
ilavesinin kontrol grubuna kiyasla anormal spermatozoon oranini azalttigini
bildirmislerdir. Jacyno ve ark., (85) domuzlarda L-karnitinin sperma Kalitesi
tizerine etkisini aragtirmak amaciyla yaptiklari calismada, giinliik diyete 500 mg L-
karnitin ilavesinin 5 hafta boyunca toplanan spermalarda kontrol grubuna oranla
anormal spermatozoon oraninda azalma sagladigini bildirmislerdir. Calismamizda
tiim saat dilimlerinde 200 mM L-karnosin dozu harig¢ diger tiim dozlarin (100 mM,
96. saat hari¢) kontrol grubuna oranla anormal spermatozoon oranini istatistiki
olarak 6nemli (p<0.001) oranda diisiirdiigii belirlenmistir. Calismamiz sonuglari ile
literatiir bilgi uyum gostermektedir. Anormal spermatozoon oranindaki bu azalma
L-karnosinin membran stabilite edici etkisi (58) ile iliskilendirilebilir.

Fattah ve ark., (33) horoz spermasinin kisa siireli saklanmasinda basari
saglamak amaciyla sperma sulandiricilarina 0, 0.5, 1, 2, 4 ve 8 mM dozlarinda L-
karnitin ilavesi yapmislardir. 48 saat siireyle sakladiklar1 spermalarda, 1 ve 2 mM

L-karnitin dozlarinin, kontrol grubuna oranla canlilik, membran biitiinliigii ve
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mitokondriyal aktivite parametrelerinde artisa, LPO oraninda ise azalmaya sebep
oldugunu belirlemislerdir. Calismamizda kontrol grubuna gore L-karnosinin 1, 5,
10 ve 20 mM dozlarinin akrozomal hasar oranimi (72. saat hari¢) sayisal olarak
azaltigi, 1 ve 5 mM L-karnosin dozlarinin yiiksek mitokondriyal membran
potansiyelini artirdig1 (48. saat harig), 1, 5 ve 10 mM L-karnosin dozlarinin ise
diisiik mitokondriyal membran potansiyelini azalttigi belirlenmistir. Fattah ve ark.,
(33) yaptiklar1 ¢alisma ile mevcut ¢alismadaki 1, 5, 10 ve 20 mM L-karnosin
dozlarmin olusturdugu etkiler benzerlik gostermektedir. Spermatozoonlarin
mitokondrileri, elektron transfer zincirinde tasinan elektronlar sayesinde oksidatif
fosforilasyon yoluyla ATP sentezlemektedir. i¢ mitokondriyal membranda bes
farkli kompleksten meydana gelen ¢oklu alt birimler bulunmaktadir. Metabolitler,
matriks igerisinde bulunur ve enerji saglamak amaciyla i¢ membran iizerindeki
kompleks I, 111 ve IV'e hidrojen iyonlari ileten bir rol oynamaktadirlar. Elektron
transfer zincirinin son proteinlerinden biri olan Sitokrom C, elektronlar1 Kompleks
[II'ten alir ve bu elektronlar sitokrom oksidaza indirger, boylece Kompleks 1V'e
aktarir. Kompleks IV, bu elektronlar kullanilarak ATP iiretimini ger¢eklestirmekte
ve bu siirecin sonunda Kompleks V tarafindan ATP iiretilmektedir (108). Yiiksek
mitokondriyal membran potansiyeli lizerine belirlenen olumlu etkiler L-karnosinin
Sitokrom C’yi etkilemesi sonucunda mitokondriyal fonksiyonlari ve enerji
tretimini  artirmast  (109) ve membran stabilite edici etkisi (58) ile
aciklanabilmektedir. Kontrol grubuna oranla 200 mM L-karnosin dozunun tim
zaman dilimlerinde 6lii spermatozoon oranini, akrozomal hasar oranim (96. saat
harig) ve diisiik mitokondriyal membran potansiyelini artirdigi, canli spermatozoon

oranini ve yiiksek mitokondriyal membran potansiyelini azalttig1 tespit edilmistir
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(p<0.001). L-karnosinin 200 mM dozunun sebep oldugu bu olumsuz etkilerin ortam
pH’sinin alkali yonde ylikselmesi ve spermatozoon enerji metabolizmasinda
degisikliklere neden olmasi (45) sonucunda gergeklestigi diistiniilmektedir. Bu
calismada kontrol grubu ile karsilastirildiginda 100 mM L-karnosinin 0. saatteki
GSH-Px diizeyinde 6nemli artisa, 96. saatteki diizeyinde ise 6nemli azalmaya neden
olmustur. MDA, GSH ve CAT degerleri bakimindan her iki zaman diliminde de
gruplar arasinda gozlenen farkliliklar istatistiki 6neme ulasamamistir. GSH-PX
diizeyindeki dnemli farkliliklarin nedeni tam olarak bilinmemekte olup daha detayli
molekiiler analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

6.2. ikinci Asama (Uzun Siireli Saklama)

Dondurma-¢ozdiirme islemleri esnasinda meydana gelen sicaklik degisimi,
memeli spermatozoonlarinda fiziksel ve kimyasal strese yol acarak plazma
membranindaki lipid kompozisyonunda degisiklige neden olmaktadir (110, 111).
Kog¢ spermatozoonlar1 yapisal 6zelliklerinden dolay1 soguk soku hasarlarina karsi
oldukga hassastir (14). Bu hassasiyet i¢in, epididimal olgunlasma esnasinda kog
spermatozoonlarmin kolesterol:fosfolipid orani, fosfatidilserin, kardiyolipin,
fosfatidiletanolamin ve etanolamin plazmalojen konsantrasyonlarinda sekillenen
azalmalar (15, 16) ile doymamuis yag asidi miktarlarinda meydana gelen artiglar (16)
muhtemel neden olarak gosterilmektedir. Bu sebeplerden dolayi ejakiilasyon
sonucu elde edilen olgunlasmis ko¢ spermatozoonlarindaki total fosfolipid ve
kolesterol diizeyleri diisiik seviyede kalmaktadir. Bu durumun aksine doymamis
yag asitlerinin miktar yiiksek seviyede seyretmektedir. Ko¢ spermatozoonlarinin
plazma membranlarinin doymamis yag asidi seviyesi agisindan yiiksek diizeyde

seyir gostermesi ve termodinamik Ozelliginden dolayr bu tiirliin spermasinin
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dondurulmasi1 ve c¢oOzdiiriilmesi esnasinda spermatozoonlarin membranlarinda
geriye doniisiimsiiz termotropik lipid faz gecisleri (s1v1 fazdan jel fazina gegmesi)
meydana gelmektedir.

L-karnosin ile ayn1 dokudan izole edilen L-karnitin maddesi kullanilarak
yapilan sperma dondurma c¢alismalarina bakildiginda; horoz spermasi
sulandiricisina 1-2 mM L-karnitin ilavesinin dondurma-¢ozdiirme sonrasi kontrol
grubuna kiyasla total ve progresif motilitede artig, 8 MM L-karnitin ilavesinin ise
motilitede azalma meydana getirdigi bildirilmistir (88). Koglarda spermanin
dondurulabilirligi tizerine yapilan calismada sperma sulandiricilarina 50 mM ve
tizerindeki karnosin ilavesinin motilitede diisiise neden oldugu bildirilmistir (83).
Bir diger ¢alismada ise aygir sperma sulandiricisina 50 mM’lik karnosin ilavesinin
dondurma-¢ozdiirme islemi sonrasinda kontrol grubuna oranla total, progresif
motilite ve hizli spermatozoon oranini artirdigi ileri stiriilmiistiir (80). Losano ve
ark., (90) kopeklerde farkli karnosin dozlarmin spermaya ilavesinin dondurulma-
¢ozdiiriilme tizerine etkilerini belirlemek amaciyla yaptiklari ¢aligmada dondurma-
¢ozdiirme sonrast 50 ve 100 mM karnosin ilavesinin kontrol grubuna gore total ve
progresif motilite diizeylerini azalttigin1 bildirmislerdir.

Yapilan bu g¢alismada spermalara katilan 1, 5, 10, 20 mM L-karnosin
dozlarinin ise p<0.05 diizeyinde total motiliteyi arttirdigi belirlenmistir. Ayrica
dondurma-¢ozdiirme islemi sonrasi kontrol grubuna gore 5, 10 ve 20 mM L-
karnosin dozlarmin progresif motilite oranin1 p<0.01 diizeyinde artirdigi
gbzlenmistir. Ayn1 dozlarin hizli hareket eden spermatozoon oraninda da artis
sagladig1 ve artiglarin istatistiki olarak 6nemli (p<0.01) oldugu belirlenmistir. Orta

hizda hareket eden spermatozoon oraninda en fazla 5 mM dozunda artis oldugu
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ancak bu artisin istatistiki olarak Onemsiz oldugu belirlenmistir. Yavas hizda
hareket eden spermatozoon oranlarmin kontrol grubuna gore 5, 10 ve 20 mM L-
karnosin gruplarinda 6nemli (p<0.001) oranda meydana gelmistir. Calismanin ilk
asamasinda yiliksek dozlarda kullanilan L-karnosin’in sperma iizerine goriilen
olumsuz etkilerinden dolay1 bu agsamada 50, 100 ve 200 mM L-karnosin dozlar
kullanilmamistir. Calismalar arasindaki ayni dozlarda goriilen farkli motilite
sonuglarmin tiir farkliligindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismada
elde ettigimiz disik dozlarda L-karnosinin motiliteyi artirici etkisi membran
koruyucu (58), pH tamponlama, enerjinin korunmasi ve lipooksidasyon son {iriinii
olan LPO’yu baskilamasi ile agiklanabilir (51). Ayrica L-karnosinin hidroksil
serbest radikalini dogrudan nétralize etme egiliminde olmasi (44) ve diisiik doz L-
karnosinin enerji metabolizmasini bozmadan oksidatif dengeyi koruyabilmesinin
(45) motilite lizerine olumlu etki yapan diger faktorler oldugu diistiniilmektedir.
Aygir spermasinin dondurulmasi amaciyla yapilan bir calismada karnosinin
100 mM’lik dozunun kontrol grubuna oranla ALH diizeyinde artis sagladigi
bildirilmistir (80). Kog¢larda spermanin basarili bir sekilde dondurulmasinda L-
karnitinin etkinligini belirlemek amaciyla L-karnitin igeren (0, 5 ve 10 mM)
tristyumurta sarisi sulandiricisi ve hazir sperma sulandiricist (optiXcell ™ - IMV
Technologies, L'Aigle, Fransa) olmak iizere iki farkli sulandirici ¢esidi ile sperma
dondurma isleminin  gergeklestirildigi bir ¢aligmada, 5-10 mM L-
karnitin+tristyumurta sarisi igeren grubun diger sulandiriciy1 igeren gruba oranla
spermatozoon kinematik parametrelerinde iyilestirmeler olusturdugu ileri
strilmistiir (89). Kopeklerde farkli karnosin dozlarinin spermaya ilavesinin

dondurma-¢ozdiirme {izerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilan g¢alismada
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kontrol grubuna gére 50 mM karnosin ilavesinin VAP, VSL ve VCL diizeylerinde
azalmaya sebep oldugunu iddia etmislerdir. BCF, ALH, STR ve LIN diizeylerinde
ise kontrol ve karnosin dozlar1 arasinda herhangi bir farklilik tespit edilememistir
(90).

Sunulan galismada in vitro olarak sperma sulandiricisina katilan L-karnosin
dozlarimin dondurma-¢6zdiirme islemi sonras1 VCL, VSL, VAP, STR, WOB, LIN,
BCF ve ALH degerlerini sayisal anlamda artirdigi tespit edilmistir. Verilen literatiir
bilgide yiiksek dozlarda L-karnosinin kinematik parametreler tizerine etkileri ortaya
koyulmustur. Bu ¢alismada ise kullandigimiz diisiik dozlarin dondurma-¢6zdiirme
sonrast spermatozoon Kkinetigi iizerine istatiksel anlamda herhangi bir etkisi
bulunamamustir.

Aygir spermasinin dondurulmasi amaciyla karnosin aminoasidinin 1, 50 ve
100 mM’lik dozlarmin sperma sulandiricilarina ilave edildigi bir ¢alismada,
dondurulmus-¢6zdiiriilmiis sperma 6rneklerinde S0 mM karnosin dozunun, kontrol
grubuna oranla plazma membran hasarini1 azalttig1 belirtilmistir (80). L-karnitin
maddesi kullanilarak horoz spermasinin dondurulmasi1 amaciyla yapilan bagka bir
calismada ise sperma sulandiricisina 1-2 mM L-karnitin ilavesinin dondurma-
¢Ozdiirme sonrast kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek membran biitiinliigii
sagladig1 tespit edilmistir (88). Koglarda spermanin basarili bir sekilde
dondurulmasit amaciyla kullanilan L-karnitinin (0, 5 ve 10 mM) tris+yumurta sarisi
sulandiricist ve hazir sperma sulandiricist (optiXcell ™ - IMV Technologies,
L'Aigle, Fransa) olmak iizere iki farkli kombinasyonu ile sperma dondurma

isleminin gergeklestirildigi bir ¢alismada, 5-10 mM L-karnitin+tris+yumurta sarisi
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iceren grubun diger sulandiriciyr igeren gruba oranla plazma membran
biitiinliigiinde iyilestirmeler sagladig ileri siiriilmiistiir (89).

Yapilan bu ¢alismada kontrol grubuna gére 5 mM L-karnosin dozu basta
olmak tizere diger L-karnosin dozlarinin spermatozoonlarin membran biitiinliigiinii
koruyarak artis sagladigi ve bu artisin da istatistiki olarak p<0.05 diizeyinde 6nemli
oldugu belirlenmistir. Membran biitiinliigliniin  korunmasinda L-karnosin
maddesinin membran koruyucu 6zelliginin (58) etkili oldugu diisiiniilmektedir.
Ayrica L-karnosinin LPO’yu ve protein oksidasyonunu inhibe etmesi, ROS’u
baskilamasi, peroksil ve hidroksil radikallerini temizlemesi (51), hiicre igi
tamponlayict bir madde olmasi (52, 53), reaktif aldehitleri siipiirmesi (54, 55),
nonenal ve HNE gibi gelismis lipid oksidasyonu iirlinlerini siipiirmesi (69) gibi
antioksidatif etkileri sayesinde de hiicre membranini korudugu diisiiniilmektedir.
Nitekim 5 mM L-karnosinin GSH-Px diizeyinde 6nemli artis saglamasi bu teoremi
desteklemektedir.

Calismamizda L-karnosin maddesinin dozlarindaki artisa paralel olarak pH
miktarmin da alkali yonde arttig1 belirlenmistir. Tiim L-karnosin dozlarinin hem
kendi aralarinda hem de kontrol ile olan karsilastirilmalarinda istatiksel anlamda
farklilik oldugu tespit edilmistir (p<0.001). L-karnosinin pH tizerine etkisi ile ilgili
koclarda herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bu bulgular literatiirde ilk
bulgular olarak diistiniilmektedir. pH degerindeki artisin L-karnosinin bilinen pH
tamponlayict (51) ve laktik asidi notralize etme yeteneginden (78) kaynaklandig
distiniilmektedir.

Horoz spermasinin dondurulmasi amaciyla yapilan bir ¢alismada sperma

sulandiricistna  1-2 mM  L-karnitin ilavesinin dondurma-¢6zdiirme sonrasi
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spermatozoon morfolojisi agisindan herhangi bir farklilia sebep olmadigi
bildirilirken (88), bitkisel antioksidanlardan likopenin 3 farkli dozunun (800 ug,
1600 pg 3200 pg) kullanildigr bir ¢alismada, diisilk dozun koglarda dondurma-
¢ozdiirme sonras1 spermatozoon morfolojisini korumada etkin bir role sahip oldugu
bildirilmistir (112). Bu ¢alismada sperma sulandiricilarina ilave edilen 1, 5, 10 ve
20 mM L-karnosin dozlarinin kontrol grubuna gére dondurma-¢ozdiirme sonrasi
anormal spermatozoon oranini istatiksel olarak énemli (p<0.05) diizeyde azalttigi
ve en 6nemli azalisin 5 mM dozunda oldugu goriilmiistiir. Bu parametre ile ilgili
literatiirde herhangi bir L-karnosin calismasina rastlaniimamistir. Ancak L-
karnosin ile ayn1 dokudan izole edilen L-karnitin ve diger antioksidanlarla ile ilgili
calismalar mevcuttur. L-karnosin maddesinin membran koruyucu etkisi (58) ve
antioksidan ozelligi (51, 54, 55, 69) sayesinde anormal spermatozoon oraninda
azalma sagladig1 diisiiniilmektedir.

Baz1 aragtirmacilar (88) horoz spermasi sulandiricisina 1-2 mM L-karnitin
ilavesinin dondurma-¢ozdiirme sonrasi kontrol grubuna kiyasla canli spermatozoon
oranin1 ve mitokondriyal aktiviteyi artirdigini, apoptotik hiicre oranini ise
azalttigini ileri siirmiislerdir. Horoz spermasinin dondurulmasi amaciyla yapilan bir
bagska c¢aligmada (86) ise 1 mM L-karnitin ilavesinin kontrol grubuna gore
dondurma-¢ozdiirme sonrasi spermatozoonlarda apoptoz ve DNA hasari oranini
azalttig1, mitokondriyal aktivite oranini artirdig belirlenmistir. Ayrica 1 ve 5 mM
L-karnitin dozlarmin ise kontrol grubuna gore LPO’ya ugramamis canli
spermatozoon oranini artirdigr bildirilmistir. Aygir spermasinin dondurulmasi
amaciyla karnosin aminoasidinin 1, 50 ve 100 mM’lik dozlarinin sperma

sulandiricilarina ilave edilerek yapilan bir ¢alismada 50 mM karnosin dozunun
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kontrol grubuna oranla ¢6ziim sonu mitokondriyal membran potansiyelini artirdigi
rapor edilmistir (80). Bir baska arastirmada ise 1 g/l L-karnitinin dondurulmus-
¢ozdiiriilmiis asthenozoospermik ve normozoospermik insan spermasindaki canli
spermatozoon oraninda artis sagladig bildirilmistir (84). Giinliik diyete 500 mg L-
karnitin ilavesinin 5 hafta boyunca toplanan domuz spermalarindaki akrozomal
hasar oranini azalttig1 one siiriilmektedir (85). Benzer sekilde 6rdeklerde 50-150
mg/kg L-karnitin ilavesinin 6lii ve akrozomal anomaliye sahip Spermatozoon
oranini azalttigi iddia edilmektedir (87).

Calismamizda L-karnosinin 5 mM dozunun kontrol grubuna goére o&lii
spermatozoon oranini, akrozomal hasari, diisiik mitokondriyal membran
potansiyelini ve apoptoz oranin1 Onemli (p<0.05) olgiide azalttigl, canlh
spermatozoon oranini Ve yiiksek mitokondriyel membran potansiyelini 6nemli
(p<0.05) 6l¢iide artirdig1 belirlenmistir. L-karnosinin ko¢ spermasimin dondurma-
¢cozdiirme sonrasi flow-sitometrik analizler iizerine etkisi ile ilgili herhangi bir
literatiir bilgiye rastlanilmamistir. Calismamizda bildirilen dondurma-¢ozdiirme
sonrast 0lii spermatozoon orani, akrozomal hasar orani ve apoptoz orant ile ilgili
veriler ilk literatiir bilgi olmast nedeniyle onemlidir. Spermatozoonlarin enerji
kaynag i¢in iki ana mekanizma vardir ve bunlar glikolitik yol ve oksidatif
fosforilasyondur. Spermatozoonlarin kuyruk boliimiiniin orta kisminda mitokondri
tarafindan iiretilen ATP’nin kuyrugun distal kisimlarina olan difiizyonu bazen
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle L-karnosin aminoasidinin diisiik dozlar1 glikolitik
yol ile flageller atim i¢in oksidatif fosforilasyonun tamamlayicisi olarak hareket
etmektedir (45). Mevcut ¢alismada dondurma-¢ozdiirme sonrasi 5 mM L-karnosin

dozunun kontrol grubuna gore yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli diizeyini
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artirtp, diisiik mitokondriyal membran potansiyeli diizeyini azaltmasina dayanak
olusturmaktadir. Bu c¢alismada 5 mM L-karnosin dozu ile flow-sitometrik
parametrelerde elde edilen olumlu etki L-karnosinin sagladigi uygun pH kosullari,
membran koruyucu etkisi (58), DNA hasarin1 6nleyici etkisi (61), spermatozoon
enerji metabolizmasi tizerindeki etkisi (45) ve antioksidan 6zelliginden (51, 54, 55,
69) kaynaklanmis olabilir.

Koglarda (89) ve horozlarda (88) dondurma-¢6zdiirme isleminin
indiikledigi  spermatozoon  hasarlarinin  Onlenmesi  amaciyla  sperma
sulandiricilarina  karnitin  ilavesinin  ¢6ziim sonu LPO oranlarin1 azalttig
bildirilmistir.

Sunulan ¢alismada antioksidan parametreler agisindan kontrol grubuna gore
5 mM L-karnosin dozunun MDA seviyesini sayisal olarak azalttigi, GSH diizeyi ve
CAT aktivitesini sayisal olarak artirdig1 belirlenmistir. Ayrica kontrol grubuna gére
5 mM L-karnosin dozunun GSH-Px aktivitesini énemli (p<0.05) derecede artirdig:
tespit edilmistir. Koglarda L-karnosin kullanilarak spermanin dondurulup-
¢ozdiiriilmesi sonrasi oksidatif stres diizeylerinin dlgiimii ile ilgili yapilmig herhangi
bir c¢alismaya rastlanilmamigtir. Calismamizda 5 mM dozun L-karnosinin
antioksidan oOzelliklerini en 1yi diizeyde ortaya cikardigi tespit edilmistir. Bu
durumun L-karnosinin LPO’yu ve protein oksidasyonunu inhibe etmesi, ROS u
baskilamasi, peroksil ve hidroksil radikallerini temizlemesi, reaktif aldehitleri
stipiirmesi, nonenal ve HNE gibi gelismis lipid oksidasyonu iirlinlerini siipiirmesi

gibi antioksidan 6zelliklerinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir (51, 54, 55, 69).
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7. SONUC ve ONERILER

Kog spermasinin kisa siireli saklanmasinda 1, 5, 10, 20 mM L-karnosin
dozlarinin total motilite, progresif ve hizli motilite, kinematik parametrelerden
VCL, VSL, VAP degerlerini ve yiiksek mitokondriyal membran potansiyelini
artirdigl, membran biitiinliiglinii korudugu, anormal spermatozoon orani,
akrozomal hasar ve diisik mitokondriyal membran potansiyelini azalttig
belirlenmistir. L-karnosinin 200  mM dozunun ise toksik etki gostererek
paremetreleri olumsuz yonde etkiledigi tespit edilmistir.

Ko¢ spermasmin dondurulmasinda ise 5 mM L-karnosin dozunun
analizlerde one ¢iktigi ve bu dozun total, progresif ve hizli motiliteyi, canli
spermatozoon oranini, yiiksek mitokondriyal membran potansiyelini ve GSH-Px
aktivitesini 6nemli Ol¢iide artirdigi, bunun yaninda spermatozoonun membran
biitiinligiini korudugu, anormal spermatozoon orani, akrozomal hasar, apoptotik
hiicre orani, o6lii spermatozoon orani Ve disik mitokondriyal membran
potansiyelini 6nemli Olciide azalttigi belirlenmistir. Ayrica caligmamizda tiim
parametreler agisindan degerlendirilen sperma numunelerinde en etkin doz olan 5
mM L-karnosinin spermatozoonlar i¢in en uygun ortam pH’s1 (6.89 + 0.12)
sagladig diistiniilmektedir.

Sonug olarak, kog¢ spermasi kisa siireli olarak saklanmak istendiginde 1 ile
20 mM arasinda, uzun siireli saklanmak istendiginde ise 5 mM L-karnosin dozunun
sperma sulandiricilarina ilave edilmesinin faydali olacagi ve spermanin basarili bir

sekilde saklanmasina katki saglayacagi onerilmektedir.
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