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Ozet

Bu caligmada, giivercin yumurta sarisiyla hazirlanmis kog¢ spermasi sulandiricilarina eklenen
metiyonin ve trehalozun dondurma sonrast spermatolojik ve biyokimyasal parametreler iizerine etkilerinin
arastirilmasi amaglandi. Aragtirmada 3 bag ergin (1-2 yas) Konya Merinosu irki koglara ait ejakiilatlar
kullanildi. Miks yapilan ejakiilatlar 3 esit hacme boliinerek giivercin yumurtasi (kontrol), giivercin yumurtasi
+ 2 mM metiyonin ve giivercin yumurtasi + 25 mM trehaloz i¢eren Tris sulandiricisiyla ml’de yaklagik 4 x
10® spermatozoa olacak sekilde 37 °C’ta sulandirildi ve donduruldu. Dondurma-¢ézdiirme sonrasi metiyonin
igeren sulandiric1 grubunda LPO diizeyleri (103.6+12.6 umol) trehaloz igeren gruba (66.2+9.5 umol) gore
daha yiiksek (p<0.05) iken, kontrol grubu (81.3£7.6 umol) ile fark dnemsizdi (p>0.05). GPx aktivitesi ve
GSH diizeyleri yoniinden incelendiginde, farkli sulandiricilarla sulandirilmis sperma gruplar: arasinda 6nemli
bir fark gézlenmedi.

Metiyonin igeren sulandirici grubunda akrozom bitiinligi (%50.0+3.0) kontrol grubuna gore
(%36.7£3.2) daha yiiksek (p<0.05) olarak belirlenirken, motilite ve membran biitliinligi yoniinden
incelendiginde gruplar arasi bir farklilik belirlenmedi. Calismada sulandiriciya eklenen metiyoninin ¢oziim
sonu spermatozoa akrozom biitiinliigiinii iyilestirdigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, dondurma-¢ozdiirme, sperma, sperma sulandiricisi

Effects of Extenders Containing Methionine and Trehalose on Ram Sperm Acrosome
Integrity and Some Biochemical Parameters After Freeze-Thawing

Abstract

The aim in this study was to investigate the effects of methionine and trehalose in the pigeon egg yolk
based extenders on spermatological and biochemical parameters after freze-thawing of ram semen. Semen
samples from 3 mature Konya Merino rams (1 and 2 years of age) were used in the study. Ejaculates were
mixed and were split into 3 equal aliquots and diluted at 37 °C with the base extenders (pigeon based)
containing L-methionine 2 mM and trehalose 25 mM, and no antioxidant (control), respectively - with a final
concentration of approximately 4x10® spermatozoa/ml and then were freezed (in a single step). After freeze-
thawing, in the extender containing methionine, LPO levels (103.6+£12.6 umol) were higher (p<0.05) from
that in the extender containing trehaloz (66.2+9.5 pumol) but not from control (81.3+7.6 umol. p>0.05). As
regards Gpx activity and GSH levels there were no significant differences between the groups.

Acrosomal integrity was higher (%50.0+3.0) in the extender containing methionine from that in
control (%36.743.2, p<0.05) whereas there were no significant differences between the groups regarding
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motility and membrane integrity. It is concluded that methiyonin added to the extender improved the sperm
acrosome integrity after freeze-thawing.

Keywords: Antioxidant, freeze-thawing, semen, semen extenders
Giris

Spermanin ilk kez Polge ve ark. (1949) tarafindan basarili bir sekilde dondurulma
isleminden sonra, kriyoprezervasyonu gelistirmek amaciyla bir ¢ok c¢alisma yapilmistir
Ancak Kkriyoprezervasyon spermatozoada motilite, canlilik, fertilizasyon kapasitesi ve
membran biitiinligiiniin kaybina, spermatozoon apoptozisinin indiiklenmesine neden
olmakta (Aitken ve ark., 1998; Vishwanath ve ark., 2000; Medeiros ve ark., 2002) ve bu
zararli etkilerini soguk soku, buz kristallerinin olusumu, oksidatif stres, ozmotik degisimler
ve lipid-protein reorganizasyonlarina Yyol agarak gerceklestirmektedir (Watson ve ark.,
1995; Bailey ver ark., 2000). Spermatozoon membran lipidlerinin peroksidasyonu sirasinda
meydana gelen reaktif oksijen tiirleri (ROS) diisiik sperma kalitesinin en énemli nedenleri
arasinda sayilmaktadir (Alvarez ve Storey, 1983; Alvarez ve Storey, 2005). Kog
spermatozoonu diger tiirlere gore daha yiiksek membran poliansatiire/satiire yag asidi orani

ve daha disiik kolesterol/fosfolipid oranina sahip oldugu i¢in ROS’un zararli etkilerine
daha duyarlidir (Aitken ve Fisher 1994; Gandini ve ark., 2000).

Tavuk yumurta saris1 (Gallus gallus) hem kolaylikla ulasilabilmesi hem de sperm
kriyoprezervasyonu sirasinda plazma membran1 ve akrozom biitiinliigiini korumasi
nedenleri ile yaygin bir sekilde spermatozoa kriyoprezervasyonu amactyla kullanilmaktadir
(Bogart ve Mayer, 1950; Amirat ve ark., 2004). Tavuk yumurta saris1 diisiik-dansiteli
lipoprotein, fosfolipid ve kolesterolden zengin olmasi sebebiyle soguk sokuna direnci
artirtr (Quinn ve ark., 1980; Graham ve Foote, 1987; Moussa ve ark., 2002). Yumurta
sarist bu nedenlerle bircok domestik ve egzotik hayvan spermatozoonlarinin
kriyoprezervasyonu sirasinda kullanim alan1 bulmustur (Holt, 2000).

Farkli kanatl tiirlerinin (6rdek, bildircin, giivercin ve tavuk) yumurta sarilart farkli
yag asidi, fosfolipid ve kolesterol igeriklerine sahiptir ve bu nedenle spermatozoa {izerinde
farkli kriyoprezervatif etkileri bulunmaktadir (Surai ve ark., 1999; Bathgate ve ark, 2006;
Clulow ve ark., 2007; Su ve ark., 2008). Ordek (Anas domesticus) yumurta saris1 katilmis
sulandirict ile dondurulan aygir spermasinda ¢ozdiirme sonrasi motilite orani tavuk
yumurta sarisina gore daha yiiksek olarak belirlenmistir (Clulow ve ark., 2007). Su ve ark.
(2008), giivercin yumurta sarisinin boga spermasinin kriyoprezervasonu sirasinda,
progresif motilite ve canlilik oranlar1 yoniinden diger kanatli yumurta sarilarina gore
(tavuk, ordek, kaz ve bildircin) daha yiiksek iyilestirme sagladigini bildirmisler ve
glivercin yumurtast ilavesinin tavuk yumurtasina alternatif olabilecegi ancak fertilite
ozellikleri yliniinden daha fazla ¢aligmalarin yapilmasinin gerektigini vurgulamiglardir.
Akhter ve ark. (2010) da giivercin yumurtasinin dondurma-¢oziindiirme sonrasinda boga
spermatozoonunun motilite, membran ve akrozom biitiinliigli yoniinden beg¢ tavugu ve
evcil tavuk yumurtasina gore daha iyi sonuglar verdigini bildirmistir.

Memeli spermasi normalde katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), Glutasyon
peroksidaz (GPx) ve glutasyon (GSH) gibi antioksidan enzim ve maddeleri igerir (Mann ve
Lutwak-Mann, 1981; Kantola ve ark., 1988). Glutasyon (L-g-glutamil-L-sisteinilglisin)
tiyol grubu igeren bir tripeptid olup hiicre fizyolojisinde ve metabolizmasinda 6nemli
rollere sahiptir; hiicreyi oksidatif hasardan korur, protein ve DNA sentezinde ve gamet
hiicre fertilizasyonunda koruyucu etkinligi vardir (Nasr-Esfahani ve Johnson, 1992; Irvine,
1996). Glutasyon, GPx ile iligkili olarak antioksidan etkinlik gosterir. Ancak bu sinirh
endojen antioksidan kapasite dondurma-¢ozdiirme sirasinda olusan fazla ROS ve LPO’dan
hiicreyi korumada yeterli olmamaktadir (Aurich ve ark., 1997). Bu nedenle arastiricilar
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dondurma-¢ozdiirme sonrasinda spermatozoanin fazla ROS ve LPO’nun istenmeyen
etkilerinden korunabilmesi i¢in farkli antioksidan maddeler denemislerdir.

Metiyonin GSH’nin prekiirsér amino asiti olarak hiicreleri oksidatif hasardan koruma
amaciyla kullanilmistir ve detoksifikasyonda etkilidir (Reed ve Orrenius, 1977; Reed,
1990). Igerdigi tiyol gurubu sayesinde metiyonin kursun ile selat olusturarak dokulardan
uzaklastirilmasini saglar (Patra ve ark., 2001). Coyan ve ark. (2010), tavuk yumurtasi
iceren ko¢ sperm sulandiricisina eklenen metiyoninin 72 saat - kisa siireli saklamada
motiliteyi kontrole gore yiikselttigini belirlemislerdir. Yine baska bir c¢alismada,
sulandiriciya eklenen metiyoninin dondurma-¢oziindiirme sonrasi boga spermatozoonu
DNA hasarini iyilestirdigi belirlenmistir (Bucak ve ark., 2010).

Trehaloz hiicre i¢indeki suyun dis ortama c¢ikisini saglayarak dondurma sirasinda
meydana gelen buz kristali olusumunu azaltir. Enerji kaynagi olarak ve ozmotik basinci
diizenleyerek kriyoprotektif etkinlik gosterir (Garcia ve ark., 1989; Abdelhakeam ve ark.,
1991). Sekerlerin dondurma-¢ozdiirme sirasinda meydana gelen soguk sokunun
onlenmesinde antioksidatif ve kriyoprotektan Ozelliklerinin oldugu bir¢ok ¢alismada
bildirilmistir (Woelders ve ark., 1997; Malo ve ark., 2010).

Sunulan calismada, tavuk yumurtasina gore motilite, canlilik oranlari, akrozom ve
membran biitlinligli yoniinden daha iyi koruyucu etkinligi bildirilen giivercin yumurta
sarisiyla hazirlanmis Tris sulandiricisina eklenen metiyonin ve trehalozun spermatozoon
motilitesi, membran biitiinliigli ve akrozom biitlinliigl ile LPO, GSH diizeyleri ve GPX
aktivitesi {izerine olan etkileri arastirilmistir.

Materyal ve Metot
Materyal
Spermalarin alinmasi, sulandirilmasi ve dondurulmasi

Calismada, Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi ciftliginde ayni bakim ve
beslemeye tabi tutulan 3 adet 1-2 yasli Konya Merinosu irki koglara ait ejakulatlar
kullanild1. Koglardan toplamda 50 adet ejakiilat, asim sezonunda (yetistirme mevsimi)
haftada iki kez olmak iizere suni vajen yardimiyla alindi, ejakiilatlardan 0.5-2 ml hacme,
%80’in tizerinde motiliteye, 3 x 10° spermatozoa/mI’nin iizerinde yogunluga sahip olanlar
miks yapilarak 37 °C’lik su banyosuna aktarildi. Sulandirici olarak Tris-temel sulandiricist
(Tris 297.58 mM, sitrik asit 96.32 mM, fruktoz 82.66 mM, giivercin yumurta sarist 15%
(v/v), gliserol 5% (v/v), pH 6.8) kullanildi. Miks yapilan ejakiilatlar 3 esit hacme
boliinerek, L-methionine 2 mM (M 5308 Sigma-Aldrich) ve trehalose 25 mM (T 0167
Sigma-Aldrich) igeren Tris sulandiricisiyla ml’de yaklasik 4 x 10° spermatozoa olacak
sekilde 37 °C’de sulandirildi. Kontrol grubu icin Tris-temel sulandiricisi ile sulandirilan
spermatozoa kullanildi. Bunu izleyen siire¢te numuneler sivi azot buharinda kademeli
olarak dondurularak siv1 azot icerisinde (-196 °C) sakland: (Baspinar ve ark., 2011).

Calismada dondurma-¢6ziindiirme sonrast numuneler spermatolojik parametreler
(motilite, HOST ve akrozom biitiinligii) ve biyokimyasal parametreler (LPO, GSH
diizeyleri ve GPx aktivitesi) yoniiyle degerlendirildi.
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Spermatolojik parametrelerin degerlendirilmesi
Spermatozoa motilitesi

Spermatozoa motilitesi 37 °C’de 1sitma tablali faz kontrast mikroskopun 100x
biiyiitmesinde lam-lamel arasina alinan bir damla sperma numunesinde en az 4 mikroskop
sahasina bakilarak yapildi. Sahalardaki motilite degerlerinin ortalamasi1 motilite orani
olarak kaydedildi.

Membran biitiinliigii - Hipo-ozmotik Sisme Testi (HOST)

Plazma membraninin fonksiyonel biitiinliigliniin belirlenmesi i¢in HOS-test
uygulandi. Hipo-ozmotik sigsme testi, hipoozmotik sivinin 300 pl’sinin 30 pl sperma
numunesiyle karistirilarak 37 °C’de bir saat bekletilmesiyle yapildi, bu karisimdan yapilan
frotide faz-kontrast mikroskopta, en az 5 farkli mikroskop alaninda 200 spermatozoa
sayildi, bunlardan kivrik ve sigsmis kuyruga sahip olanlar % olarak ifade edildi (Bucak ve
ark., 2009).

Spermatozoon akrozom biitiinliigii

Spermatozoa akrozom biitiinliigiiniin degerlendirilmesi i¢in Nagy ve ark. (2003)’dan
modifiye edilmis FITC-PNA (Fluorescein isothiocyanate conjugated to Arachis
hypogaea/Propidium iodide) floresan boyasi uygulandi. Bunun igin 37 °C’deki 60 ul
sperma numunesi (25 x 10° spermatozoa / ml) iizerine FITC-PNA (100 pug FITC-PNA/ 1
ml PBS) temel c¢ozeltisinden 10 pl ve Pl ¢ozeltisinden (2 mg PI / 1 ml distile su)
¢ozeltisinden 2 pl ilave edilip, karanlik ortamda 37 °C’de 20 dk inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrast numune 10 pl Hancock sivistyla tespit edildi. Numuneden alinan 2 pl hacim, lam-
lamel arasinda akrozom biitiinliigli yoniinden florasan atagmanli faz-kontrast mikroskopta
degerlendirildi (Leica DM3000, Germany). Akrozomu yesil floresan boya alanlar hasarl
akrozoma sahip spermatozoayi, akrozomu yesil floresan boya almayanlar ise saglam
akrozoma sahip spermatozoa olarak kaydedildi.

Biyokimyasal Analizler

Ejakiilatlar 800 g x 20 dk x +4 °C’de santrifiij edilerek seminal plazmalar1 ayrimlandi
sonra dipteki spermatozoa iizerine PBS ilave edilerek karistirildi, 800 g x 10 dk +4 °C’de
santrifiij edilerek tistteki sivi uzaklastirildi. Bu yikama islemi 2 defa tekrar edildi. Yikama
isleminin sonunda dipteki spermatozoa pelleti analize kadar —86 °C’de saklandh.
Spermatozoa 500 ul PBS ile tamamlanarak 2 ml’lik tiipler iginde 10 sn siireli, 30 sn
sogutmali, 6 tekrarli sonikasyon iglemine tabi tutuldu (Bandelin Sonopuls, Bandelin
Electronic HeinrichstraBe, D-12207, Gerate- Typ:UW 2070, Pro-Nr. 51900037369.004,
Berlin). Bu uygulama ile spermatozoanin tamaminin kuyruklar1 par¢alandi. LPO analizi
igin 120 pl homojenat {izerine 10 pul, 0,5 mM butyl-hydroxitoluen (B1378 BHT, Sigma-
Aldrich Co., St. Louis, USA) eklenerek analiz yapilincaya kadar -86 °C’de bekletildi.
Kalan homojenat 8000 x g’de 15 dk santrifiij edilerek istteki siipernatant GPx ve GSH
analizleri icin -86 °C’de saklandi.

LPO diizeyleri ticari LPO-586™ Oxis Research (Bioxytech, CA, USA) Kkiti ile
spektrofotometrik olarak belirlendi (UV 2100 UV-VIS Recording Spectrophotometer
Shimadzu, Japan). Analiz 45 °C’de N-methyl-2- phenylindole adli kromojen maddenin
MDA ve 4-hydroxyalkenals ile reaksiyonuna dayanmaktadir. 1 mol MDA ya da 4-
hydroxyalkenal 2 mol N-methyl-2-phenylindole ile reaksiyone girmekte ve 586 nm’de
dayanikli bir kromofor meydana getirmektedir. Sonuglar pmol (10° hiicre/ml) olarak
verildi.
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GPx diizeyleri ticari GPx-340™ Oxis Research (Bioxytech, CA, USA) kiti ile
spektrofotometrik olarak belirlendi. GPx tarafindan organik peroksitlerin reaksiyonu
sonucu olusan okside GSH, GR tarafindan tekrar rediikte edilmektedir. Reaksiyon
asamasinda NADPH’m NADP"’ye doniisiimii 340 nm’de azalan absorbansa neden
olmaktadir. Azalan absorbans diisiisiiyle GPx aktivitesi ters orantilidir. Sonuglar mU/ ml
(10° hiicre/ml) olarak verildi.

Total GSH diizeyleri ticari GSH-420™ Oxis Research (Bioxytech, CA, USA) kiti ile
spektrofotometrik olarak belirlendi. Metod, kromoforik thione olusumu iizerine
temellenmistir. Ornek igerisindeki okside GSH’larin tamami rediikte hale getirildikten
sonra 4-chloro-1-methyl-7 trifluoromethylquinolinium methylsulfate adli kromojen drnekte
bulunan tiim tiol gruplar ile tiyoeterler olusturur. Sonuclar mmol (10° hiicre/ml) olarak
verildi.

Istatistiksel Analiz

Calisma 7 kez tekrarlandi. Sonuglar Ort+SH olarak verildi. SPSS/PC (siirtiim 12.0;
SPSS, Chicago, IL) paket programi ile gruplarin karsilastirilmasinda tek yonlii varyans
analizi (ANOVA), aralarindaki 6nemi belirlemek icin de Duncan testi kullanildi.
Farkliligin p<0.05 diizeyde olmasi 6nemli kabul edildi.

Arastirma Bulgulan

Giivercin yumurta saris1 ve antioksidanlarin biyokimyasal parametrelere ve sperm
parametrelerine etkileri Cizelge 1 ve 2°de gosterilmektedir.

Cizelge 1. Giivercin yumurta saris1 ve antioksidanlarin biyokimyasal parametrelere etkileri

Gruplar LPO GPx GSH
P (nmol-10° hiicre/ml) (mU/mI-10° hiicre/ml) (mmol-10° hiicre/ml)
Kontrol 81.3+7.6® 11.1£1.5 712.4+46.5
Metiyonin 103.6+12.6 2 10.8+1.4 811.4+104.8
Trehaloz 66.249.5° 11.2+1.5 670.4+41.8
p * - -

a-b, ayni siitundaki farkli harfler istatistigi olarak 6nemlidir (* P < 0.05).

Biyokimyasal parametreler yoniinden incelendiginde, Metiyonin grubu LPO
diizeylerinin, Kontrol ve Trehaloz gruplarina gére daha yiiksek oldugu belirlendi (P<0.05).
Diger parametreler yoniinden bir farklilik belirlenmedi.

Cizelge 2. Giivercin yumurta sar1s1 ve antioksidanlarin sperm parametrelerine etkileri

Gruplar Motilite HOS-T FITC/PI boyama %
P % (Membran Biitiinliigii) (Akrozom biitiinliigii)

Kontrol 48.0+3.4 57.0+1.2 36.743.2°

Metiyonin 56.0£3.3 62.0+1.2 50.0£3.0 °

Trehaloz 54.0+4.0 60.0+2.2 48.543.6%®

p *

*= a-b, ayni siitundaki farkli harfler istatistigi olarak onemlidir (P < 0.05).
Sperm parametreleri yoniinden, yalnizca Metiyonin grubu akrozom biitiinliigi
Kontrol grubuna gore yiiksek (p<0.05) bulundu.
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Tartisma

Kriyoprezervasyon teknikleri ile ilgili son yillarda yapilan ¢aligmalarda, dondurma
¢Ozdiirme sirasinda meydana gelen canli spermatozoon kayiplarini onlemede ¢ok az
ilerleme kaydedilebilmistir (Holt, 2000; Watson, 2000). Bu durum soguk soku, kristal buz
olusumu, ozmotik stres veya oksidatif stresle iliskilendirilmektedir (Bailey ve ark., 2000;
Watson ve ark., 1995). Spermatozoay: soguk stresinin etkilerinden korumak amaciyla
tavuk yumurtasi uzun yillardir kullanim alani bulmustur. Ancak son yillarda farkli kanatli
tirlerinin yumurtalarindan olusan sulandiricilarin Kriyoprezervasyondaki olasi etkileri
arastirilmaya baslanmigtir. Bildircin yumurta sarisinin (%20°1ik konsantrasyonda) tavuk ve
ordek yumurta sarilarina gore daha yiiksek ¢6ziim sonu motilite oran1 verdigi bildirilmistir
(El-Sheshtawy ve ark., 2010). Farkli yumurta sarilarinin etkinliginin tavuk yumurtasina
gore ¢oziim sonu daha yiiksek motilite verdigi yaban domuzu (Bathgate ve ark., 2006),
esek (Trimeche ve ark., 2007) ve aygir (Clulow ve ark., 2004) spermalarinda gosterilmistir.
Gilivercin yumurta sarisinin, tavuk yumurta sarisina oranla motilite, canlilik orani, akrozom
ve membran biitinliigli yoniinden daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (Su ve ark., 2008;
Akhter ve ark., 2010). Bu tiir farkliliklarin yumurta sarilarinin igerdigi yag asidi, fosfolipid
ve kolesterol diizeylerinin farkliligindan kaynaklanabilecegi vurgulanmaktadir (Surai ve
ark., 1999; Bahtgate ve ark, 2006; Clulow ve ark., 2007; Su ve ark., 2008).

Kog¢ spermast dondurulma islemi sirasinda soguk sokuna karst asir1 duyarlilik
gosterdiginden ¢dziim sonrast in vitro ve in vivo spermatolojik fonksiyonlar1 diger tiirlere
gore daha yiiksek oranda olumsuz etkilenmektedir (Aitken ve Fisher 1994; Gandini ve ark.,
2000). Kog spermatozoon membrani diger tiirlere gére daha yiiksek poliansatiire/satiire yag
asidi oranina sahiptir (Evans ve Maxwell, 1987; Saleh ve Agarwal, 2002). Spermatozoa
plazma membran: ve sitoplazmasimda doymamis yag asitleri arttikga ROS’a duyarlilik artar
(Alvarez ve Storey, 1992). Lipit peroksidasyon iiriinleri hem membran biitiinligiine hem
de DNA hasarma yol agar. Enzimatik ve non-enzimatik antioksidanlar spermatozoon
membranlarim1 LPO’dan korurlar (Nasr-Esfahani ve Johnson, 1992; Irvine, 1996).
Spermatozoanin dondurulma-¢ozdiiriilmesi, membranlarda faz degisimine bagli hasarlara
ve oksidatif strese neden olmaktadir (Aitken ve Fisher, 1994). Bu nedenlerle sperma
sulandiricilarina katilan koruyucu ve antioksidan 6zellikli maddelerle ortamda gelisecek
soguk soku hasar1 minimize edilebilir.

Sunulan ¢aligmada giivercin yumurta saris1 ile hazirlanan sulandiriciya eklenen
metiyonin, motilite oranimi degistirmeksizin, akrozom biitiinliiglinii kontrol grubuna gore
onemli diizeyde iyilestirdigi goriildii. Ayrica metiyoninin istatistiksel olarak Onemli
bulunmasa da membran biitiinliigiinde de koruyucu etkinligi gozlemlendi. Bucak ve ark.
(2010), tavuk yumurtasina eklenen metiyoninin dondurma-¢dziindiirme sonrasi boga
spermasinda daha diisiik DNA hasarina neden oldugunu bildirmislerdir. Ayrica Coyan ve
ark. (2010), tavuk yumurtasina eklenen metiyoninin, kog spermasinin 72 saatlik kisa siireli
saklanmas1 sirasinda, motiliteyi kontrole gore iyilestirdigini, ancak LPO ve GSH
diizeylerinin ise metiyoninin farkli dozlarindan etkilenmedigini bildirmislerdir. Metiyonin,
GSH’nin prekiirsor amino asiti olarak hiicreleri oksidatif hasardan korumaktadir (Reed ve
Orrenius, 1977; Reed, 1990). Fakat sunulan ¢alismada metiyoninin, GPx aktivitesi ile LPO
ve GSH diizeylerini kontrol grubuna gore onemli diizeyde degistirmedigi goriildii.
Metiyonin ile kisa siireli saklama siiresince inkiibe edilen ko¢ sperma érneklerinin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oranda tokoferol icerdigi bildirilmis (Kaludin ve Dimitrova,
1986), ayrica tokoferol eklenen sperma sulandiricilarinin hindi spermatozoon motilitesini,
canliligimmi ve membran biitliinliigiinii korudugu bildirilmistir (Donoghue ve Donoghue,
1997). Sunulan c¢alismada, metiyoninin akrozom ve membran biitiinligii tizerinde
koruyucu etkisinin tokoferol etkinligi tizerinden olabilecegi diisiintilebilir. Hiicre i¢indeki
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suyun disar1 atilmasin1 saglayarak dondurma sirasinda meydana gelen buz kristali
olusumunu azaltic1 etkisi ile kriyoprezervatif etkinligi olan trehaloz da istatiksel olarak
onemli diizeyde olmasa da akrozom biitiinliiglinii kontrol grubuna goére iyilestirmistir. Bu
sonuclara gore dondurma-¢ozdiirme sonrasi meydana gelen olumsuz etkilerde LPO’nun
major bir faktor olmadigi distiniilebilir. Ancak Baumber ve ark. (2000), artan ROS
diizeyleri ile spermatozoon motilitesi arasinda negatif bir korelasyon bildirmistir.
Calismalardaki farkli sonuglarin, kullanilan hayvan tiirlerine ait spermalarin oksidatif
strese duyarliliginin farkli olmasi ve metodolojinin farkliligindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilmektedir. Sonug¢ olarak giivercin yumurta sarisi ile sulandirilmis kog¢ spermasina
eklenen metiyoninin, dondurma-¢oziindiirme sonrasi akrozom biitiinliigiinii korudugu
gorilmiistir.
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