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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the spermatological parameters of Aksaray Malakli shepherd dog after freeze-
thawing semen with various additives. Study groups were set up as Tris-based extender (ITBE)+trehalose (10mM),
TBE+methionine (2mM) andcontrol. Sperm was collected by bulbus glandis massage (Digital Manipulation). Diluted semen
samples were aspirated into 0,25 ml French straws and equilibrated at 5 °C for 1,5 h. After equilibration, the straws were
frozen in liquid nitrogen vapor, plunged into liquid nitrogen for storage. For determination the sperm volume, grade semen
collecting tubes were used and the results were recorded in milliliters. The sperm concentration was determined with
hemocytometric method as mm?®. Eosin-nigrosine staining method was used for live sperm percentages. The HOS-test was
performed to determine the ratio of intact spermatozoa membrane. When the freeze-thawing results are statistically
examined with one-way analysis of variance, methionine group, motility (52,5%%*2,7) and HOS test analysis (43,1%%2,9),
(41,5%%3,1;33,2%%2,9) shown significant differences compared control (41,5%=%3,1; 33,2%%2,9) group (p <0,05). The best
result in the live sperm percentages was observed in methionine group but there was no statistically significant difference
between the groups (p> 0.05).In the trehalose group, motility, HOS test and live sperm percentages results were 50.0%
13,9;60,6%7%3,7;38,4£3,6%, respectively. As a result of the study, it was determined that methionine 2 mM added to tris-
based diluent in Aksaray Malakli shepherd dog sperm was beneficial on spermatological parameters. The cryoprotective
effect of methionine was found to be stronger than trehalose and control group.
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Farkli Katki Maddelerinin Aksaray Malakli Coban Képegi Spermasinin Dondurulmasina Etkisi

(074

Bu calismanin amaci, Aksaray Malaklt coban kdépegi spermasinin farkli katkt maddeleri iceren sulandiricilar ile dondurulup
¢6zim sonu spermatolojik parametrelerin aragtirilmasidir. Calisma gruplari, Tris ana stok (TAS)+trechaloz (10 mM),
TAS+metiyonin (2 mM) ve kontrol olarak olusturuldu. Ko6peklerden sperma digital maniplasyon yontemi ile alindi
Sulandirma islemi tamamlanan sperma ornekleri 0.25 ml lik payetlere ¢ekildi. Payetlenen spermalar 1.5 saat +5°C’ta
ckilibrasyona tabi tutuldu. Ekilibrasyon sonrasi payetler sivi azot buharinda donduruldu ve sivi azot igerisinde saklandi.
Sperma hacminin belirlenmesinde dereceli sperma toplama tiipleri kullanildi ve sonuglart mililitre olarak kaydedildi.
Hemositometrik yoéntem ile spermatozoon konsantrasyonu belirlenerek mm3 olarak kaydedildi. Oli canli spermatozoa
muayenesi i¢in eosin-nigrosin boyama yéntemi kullanildi. Spermatozoa plazma membran bitinligi oranint belirlemek icin
Hipo osmotik sisitme (HOS) testi yapildi. Sonuglar istatistiksel agidan tek yonli varyans analizi ile incelendiginde ¢6ziim sonu
metiyonin grubunda motilite (%52,5%2,7) ve HOS test parametreleti agsindan (%43,112,9), kontrol grubuna
(%041,513,1;%33,212.9) gore istatistiksel farkliik gbzlendi (p<<0,05). Coziim sonu canli spermatozoa oranina en yiksek
metiyonin grubunda ulagilmasina ragmen gruplar arast istatistiksel farkliik bulunamadi (p>0,05). Trehaloz grubunda ise
motilite, HOS test ve canlt spermatozoa orani sirasiyla %50,0%3,9;%60,613,7;%38,4£3,6 olarak bulundu. Calismanin
sonucunda Aksaray Malaklt coban képegi spermasinda tris bazli sulandirictya eklenen metiyonin 2mM dozunun spermatolojik
parametreler Uzerine faydalt oldugu belirlenmistir. Metiyoninin kriyoprotektif etkinliginin trehaloz ve kontrol grubuna gére
daha giicli oldugu kanisina varildi.
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GIRIS

Ulkemizde coban kopekleri Akbas ve Karabas olmak
tzere iki grup altunda toplanmaktadir. Kangal irki
kopekler grubunun en {inli tyesi olmakla beraber
Malakl;, Karabas ve Karakaya 1kt kopeklerde
mevcuttur. Malaklt 6zellikle Aksaray, Sereflikochisar
ve Nevsehir olmak tzere Tirkiye’nin degisik
bolgelerinde  bulunmaktadir.  Malakli  Karabasg
kopekleri Kangal irkina kiyasla daha iri yapili, kisa
killi, kuyruk yapisinin Kangal képeginde oldugu kadar
kivrik olmadigy, insana ve diger kopeklere karst daha
saldirgan oldugu yapilan calismalar ile belirlenmigtir
(Atasoy ve ark. 2014). Saf kopek yetistiriciligine olan
ilginin artmastyla bitlikte yardimer dreme teknikleri
kiicik  hayvanlarda  uygulamast  talep  edilen
yontemlerden olmustur (Pefia ve ark. 2006). Diger
hayvanlarda oldugu gibi kopek yetistiriciliginde de
genetik yapinin ve gen kaynaklarinin korunmast biytik
o6nem tagimaktadir. Bunun saglanabilmesi icin irkin
spermatolojik 6zelliklerinin belirlenmesi ve spermanin
katkt maddeleri ile dondurulmasi calismalart uzun
yillardir yapilmaktadir (Tosun ve Uysal 2007).

Dondurulmus sperma ile suni tohumlama diger
hayvan tirlerinde oldugu gibi képek spermasinda da
uygulanmaktadir. Tlk basarili dondurma denemesi
1954 yilinda Rowson tarafindan gerceklestirilmigtir
(England 1992). Képek spermasinin dondurulmasina
karst glinlimtizde artan bir ilgi gbzlenmektedir (Pefia
ve ark. 2000). Dondurulmus sperma ile yetistirme
programlarinin  bircok  faydast  bulunmaktadir.
Bunlarin en 6nemlisi stiin 1k 6zelliklerini tastyan
kopeklerin - genetik  materyalinin - uzun  siire
saklanabilmesidir (Neagu ve ark.2010). Diger evcil
hayvanlarda oldugu gibi spermanin uzun streli
saklanabilmesi i¢in stvi nitrojen ile dondurulmasi en
iyi yontemdir. Bu yéntemle dondurulan spermanin
¢6zim sonu motilitesi %60-70 arasinda degismekte ve
fertilite orant %060 civarinda olmaktadir (Alamo ve
ark. 2005).

Setbest  radikallerin  hiicrede artigt  ve  hiicre
fonksiyonlart  tizerinde vyaptklart olumsuz etki
(oksidatif hasar) ‘oksidatif stres’ olarak adlandirilir
(Tekcan 2009). Sperma hiicrelerinin membran yapist
protein, glikoprotein ve glikolipit igeren iki siralt
fosfolipit katmandan olusan akict mozaik tarzindadir.
Bu yapinin %70 oraninda doymamis fosfolipit
icermesi,  spermanin  dondurulmast  sirasinda
doéntstimsiiz sivi fazdan jel fazina gegmesine neden
olmaktadir. Bu degisim canlilig1 azaltmakta ve
sonucunda soguk soku ve oksidatif stres kokenli
hasarlar gelismektedir. Oksidatif stres, spermatozoa
plazma membran kaybina, fonksiyonlarinin zarar
gormesi sonucunda motilite ve fertilite distslerine
neden olmaktadir (Watson 2000).

Spermatozoonlar normal sartlar alunda az miktarda
reaktif oksijen tirleri (ROT) uretmektedir. ROT un

spermatozoonun kapasitasyonu, hiperaktivasyonu ve
sperma-oosit  fuzyonu  icin  gerekli  oldugu
belirtilmektedir. Spermatozoonun sitoplazmast diigiik
miktarda enzim igerdigi icin plazma membrani yiiksek
miktarda doymamis yag asidi icermektedir (Agarwal
ve ark. 2008). Spermatozoon membranlarinda yiksek
miktarda bulunan doymamis yag asitleri akiskanlk
saglamast ve spermatozoonun zona pellusidaya
baglanmasi icin gereklidir. Bunun yani sira ROT
saldirisina karst hiicreyi savunmasiz birakmaktadir
(Agarwal ve ark. 2014). ROT olusumu ve membran
lipit peroksidasyonu sperm canlihigt ve fertilitesi icin
6nemli bir problemdir (Guthrie ve Welch 2012).
Lipitlerin peroksidasyonu, serbest radikallerin hiicre
membranimna saldirmast sonucu gerceklesir. Serbest
radikaller, hiicre membraninin dengesini ortadan
kaldirarak, hizli hiicre ve doku hasarina sebep olurlar.
Lipit peroksidasyon spermanin motilitesini disiiriict
etki gostermektedir (Agarwal ve ark. 2008, Tekcan
2009).

Spermatozoa seminal plazmada bulunan
antioksidanlar ile kendisini oksidatif strese karst
korumaya calismaktadir (Kim ve Parthasarathy 1998).
Serbest radikallerin zararl etkilerinden korunmak icin
hicreler bunlart  nétralize eden  antioksidanlar
olusturmaktadir. Serbest radikallerin olusum hizt ve
bunlarin antioksidanlar tarafindan nétralize edilme
hizt arasinda bir denge olmasi gereklidir. Boylece
hicre serbest radikallerin  olumsuz etkilerinden
korunmaktadir. Eger bu denge serbest radikaller
lehine bozulursa, tretimden daha yavas ndtralize
edilitflerse, hucrede serbest radikallerin  miktari
yikselir. Hiicreler hafif oksidatif stresi tek baslarina
giderebilseler de genellikle antioksidan —enzim
sistemlerini kullanirlar. Ancak, hiicre i¢i savunma
sistemlerinin  yetersiz kaldigt durumlarda, oksidan
hasara duyarh DNA, protein, karbonhidrat ve lipitler
gibi hicresel makromolekiller hasar gérmektedir
(Sabuncuoglu  ve Ozgiines 2011). Dondurulup-
¢cozdirilen  sperm  hiicrelerinde  antioksidan
kapasitenin azalip, reaktif oksijen radikal olusumunun
artmast spermatolojik parametreler ve fertiliteyi
olumsuz  etkilemektedir. ~ Cozdirilmis  sperma
hiicreleri, taze spermaya gore peroksidasyona karst
daha hassastir (Kulaksiz ve Dagkin 2009). Tim bu
etmenlerden dolayt yapilan aragtirmalar spermanin
dondurulmast sirasinda sulandiricilara  antioksidan
Ozelligi yiiksek maddelerin ilave edilmesi tizerine
yogunlasmistir.

Metiyonin, esansiyel amino asitlerden bir tanesidir ve
glutatyon icin bir 6ncl amino asit gdrevi goriir. Bu
Ozellikleri sayesinde, ROT azalir ve kriyoprezervasyon
sirasinda  hucreleri  oksidatif strese karst  korur.
Igerigindeki tiyol gurubu sayesinde metiyonin kursun
ile selat olusturur ve hiicrelerden uzaklagsmasint saglar.
Metiyonin ayrica poliaminler (spermin ve spermidin)
sentezini saglar (Reed 1990, Patra ve ark. 2001,
Bouyeh 2012). Trehaloz hiicre icindeki suyun dis
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ortama ctkisini  saglayarak dondurma  sirasinda
meydana gelen buz kristali olusumunu azaltir. Enerji
kaynagt olarak ve ozmotik basmnct diizenleyerek
kriyoprotektif etkinlik gosterir (Garcia ve Graham
1989, Abdelhakeam ve ark.1991). Sekerlerin
dondurma-¢ozdiirme sirasinda meydana gelen soguk
sokunun onlenmesinde antioksidatif ve
kriyoprotektan 6zelliklerinin oldugu bircok ¢alismada
bildirilmistir (Woelders ve ark. 1997, Malo ve ark.
2010). Trehaloz ve taurin sulfonik amino asit
grubundan olup enzimatik olmayan antioksidanlar
olarak  bilinmektedir (Reddy ve ark. 2010).
Disakkaritler spermanin dondurulmast siirecinde
ozmotik degisimlere karst membranin fosfolipit
baglarina etki ederek hiicre hasarinin 6niine gecmeye
calisugt bildirilmektedir (Molinia ve ark.1994, Liu ve
ark. 1998, Gungor ve ark. 2018). Trehalozun ko,
boga ve fare spermasinin dondurulmasinda basarilt bir
kriyoprotektan etki gosterdigi belirtilmektedir (Storey
ve ark.1998, Bilodeau ve ark. 2001, El-Alamy ve
Foote 2001) Kopek spermasmnin  kisa  streli
saklanmasinda ve dondurulmasina iliskin cesitli
antioksidanlar ile yapilmis bircok arastirma mevcuttur
(Uysal ve ark.2005, Martins-Besa ve ark.2007, Michael
ve ark.2009, Bencharif ve ark. 2012Inan¢ ve ark.
2018).Bu ¢alismada, Aksaray Malakhh Coban képegi
spermasinda  metiyonin ~ ve  trehaloz  iceren
sulandiricilarin ¢6zim sonu sperm motilite, 6l canl
ve plazma membran bitinligi tzerine etkisinin
belirlenmesi amaglanmustir.

MATERYAL ve METOT

Hayvanlarin secimi

Aksaray ilinde halk elinde yetistiriciligi yapilan2-5 yas
araliginda 10 bas erkek Aksaray Malaklisi Coban
Kopegi (Turk Mastifi) kullanildi. Sunulan calisma icin
Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan gerekli izin (2016/217) alindt.

Sperma sulandiricisinin hazirlanmasi

Calismada temel sperma sulandirict olarak Tris Ana
Stok (T'AS) soltsyonu (tris297.58 mM, sitrik asit 96.32
mM, fruktoz 82.66 mM) kullanild1 (Gling6r ve Bucak
2016). Bunun tzerine (sperma alinacagr gin) %15
oraninda taze yumurta sarist eklendi ve 15 dakika
6000 devirde santrifiij islemi uygulanarak supernatant
kismi uzaklastirildiktan sonra %6 oraninda gliserol
eklenerek hazir hale getirildi. Daha 6nceki ¢alismalar
isiginda, metiyonin ve trehaloz gruplart belirlendi
(Akalinve ark.2015) ve TAS (Kontrol), TAS+ trehaloz
(10 mM), TAS+ metiyonin (2 mM)seklinde ¢alisma
gruplart olusturuldu

Spermanin toplanmasi

Kopeklerden sperma, bulbus glandise masaj yapilarak
digital maniplasyon yontemi ile alindi. Bulbus glandis
sismeye basladiginda prepusyum geri gekilerek penis
prepusyumdan ¢ikartildt masaja devam edilirken penis
arka bacaklar arasindan geriye cevrildi ve sperma

alindi. Uygulamada her koépekten haftada iki kez
olmak tizere toplam Gejakiilatin spermadan zengin 2.
Fraksiyonu kullaniddi. %80 ve tzeri motilite ile
mililitrede en az 400x10¢ sperma konsantrasyonuna
sahip ejakiilatlar bireysel olarak donduruldu.

Spermada  hacim, motilite ve yogunluk
muayenesi

Spermanin hacminin belirlenmesi i¢in dereceli sperma
toplama kadehlerinden faydalandi ve elde edilen
sonu¢c mililitre birimi ile belitlendi. Motilitenin
tespitinde Sicakligi 37°C ye ayarlanmis faz-kontrast
mikroskopun 400x buyiitmesinde lam-lamel arasina
alinan bir damla sperma numunesi en az 5 mikroskop
sahast incelenerek, bast yoniinde ileriye dogru dizgin
dogrusal hareket eden spermatozoonlarin tiimiine
orani belirlendi. Motilite degerlerinin ortalamast %
motilite orant olarak kaydedildi. Sperma yogunluk
muayenesi ise hemositometrik yontem ile ml’de
bulunan  spermatazoon  konsantrasyonu  olarak

belitlendi (Tekin 1994).

Olii-Canli Muayenesi

Spermatazoa canlilik orami tespitinde Eosin-Nigrosin
boyama yontemi kullanildi. Bu yéntemde bir damla
sperma ile bir damla Eosin boyast ve karisimin
tizerinede bir damla Nigrosin boyast eklendi ve siirme
froti hazirlanarak, mikroskobun 400x biyiitmesinde
300 hiicre sayilarak spermatazoonun bas kismi boya
almayanlar canli olarak kaydedildi ve sonu¢ % canlt
orani olarak belirlendi (Watson 1975).

Hipo Osmotik Sisirme (HOS) Testi

Sperma,100 mOsm hazirlanmig HOS solisyonu (0,9
gram fruktoz 0,49 gram trisodyum sitrat, 100 ml’ye
tamamlanarak)icerisinde tespit edilen numunelerden
preperat 30 dakika 37°C’ta inkiibasyonu sonrasi faz-
kontrast mikroskobun 400x buyiitmesinde 300 hicre
sayilarak spermatozoa mebranlarinin disiik ozmotik
basingta butinligi incelendi. Kuyrugu kivrik olan

spermatozoonlar membran bitinligi saglam olarak
belirlendi (Tekin 1994, Kulakstz 2009).

Istatistiksel analizler

Calismadan elde edilen veriler 6nemlilik testlerinden
once, tim degiskenler parametrik test
varsayimlarindan normallik yéntinden Shapiro Wilks
ve Kurtosis test ile, varyanslarin homojenligi
yoninden ise Levene’s testi ile incelendi. Normal
dagilim  gOsteren  degiskenler arast  farkliligin
istatistiksel acidan degerlendirilmesi tek yonli varyans
analizi (One Way Anova) ile yapildi. Gruplar arasi
farkliligin belirlenmesinde ileri asama (post-hoc) testi
olarak Duncan testi kullanildi ve sonuglar ortalama *
standart sapma olarak verildi. IBM SPSS 21.0 paket
programindan yararlanildi.

331



BULGULAR

Arastirma kapsaminda hayvanlardan alinan ortalama
sperma hacimleri ve ml deki spermatazoon sayist
Tablo 1’de belirtilmistir.

Metiyonin grubunda ¢6ziim sonu motilite ve HOS
test analizlerinde kontrol grubu ile istatistiksel farklilik
tespit edilmistir (p<<0,05). Canlilik muayenesinde en

iyi sonuca yine metiyonin grubunda ulasilmasina

ragmen gruplar arasi istatistiksel farklilik
bulunamamistir  (p>0,05).  Plazma  membran

butinligi analizinde (HOS test) Trehaloz 10 mM
kontrol grubuna karsi sayisal tstiinliik elde edilirken
bu farklilik istatistiksel olarak 6nemli
bulunmamustir(p>0,05).

Tablo 1. Aksaray Malakli képeklerinde ortalama sperma miktari ve yogunlugu
Table 1. Mean of sperm volume and concentration of dogs which were used in the study

Hayvan No Sperma Miktar1 Sperma Yogunlugu
(ml) (mm3/ml)

1. Hayvan 1,5%0,22 440%21,6x10¢
2. Hayvan 1,65£0,24 615£28,57x10¢
3. Hayvan 2,15%0,12 610£49,67x10¢
4. Hayvan 2,2%0,14 410%10,8x10¢
5 Hayvan 1,7£0,25 520+43,2x106
6. Hayvan 1,4%0,14 465%306,29x10¢
7. Hayvan 2,2140,21 505£20,41x10¢
8. Hayvan 1,8%0,14 595+42,62x10¢
9. Hayvan 1,9£0,16 560£35,59x10¢
10. Hayvan 1,5%0,33 555£30,82x10¢

Tablo 2. Aksaray Malakli Képeklerinde Metiyonin ve Trehalozun ¢éziim sonu spermatolojik parametrelere etkisi
Table 2. Evaluation of additives on dog sperm parameters (Motility, Live-Dead, HOS test) after thawing

Gruplar Motilite (%) Canli Spermatozoa (%) HOS Test (%)
Kontrol 41,5%3,1b 57,8123 33,242 .9b
Trehaloz (10 mM) 50,0£3,92b 60,6+3,7 38,413,6%
Metiyonin (2mM) 52,5274 63,622 43,142 92
p 0,05* - 0,05*

+b: Aynu siitunda farklt harf tastyan gruplar istatistiksel olarak farkhidir (p<0,05).
ab: Different superscripts within the same column demonstrate significant differences (p<<0.05).

TARTISMA

Kopek spermastnin dondurulmasi, hem iireme amagh
hem ticari amach képekler i¢in 6nem kazanmaktadir.
Kopekler de  dahil  olmak  iizere, memeli
spermatozoalarinin  dondurulmasi, sperma fertilitesi
tzerinde bazt olumsuz etkiler yaratmasi bu teknigin
daha az kullanilmasina neden olmaktadir (Singh veark.
2012, Bucci ve ark. 2019).Kriyoprezervasyon,tim
memeli tlrlerinin sperm membranlarini etkilemesi
sebebiile kapsamli kimyasal ve fiziksel hasara neden
olmaktadir (Watson 2000).Hasarin nedeni, lipit fazdan
gecis  esnastnda  ROS  tarafindan  indiiklenen
membranin lipid peroksidasyonunda (LPO), ozmotik
stres ve sicaklik degisimlerinden dolayt hiicre zarlari
tzerindeki mekanik strese bagli olarak degisebilir
(Ortega Ferrusolave ark. 2009, Camara ve ark.
2011).Bu arastirmada, sulandiriciya eklenen metiyonin
ve trehalozun kopek spermasinda ¢6zim sonu
motilite, 6li-canli ve HOS test sonuclart tzerine
etkileri degerlendirilmistir.

Walczak Jedrzejowska ve ark. (2012) in vitro ve in
vivo caligmalarda, bircok antioksidan faktSriin sperm,
gebelik orant ve canlt dogum oranlari Gizerine yararlt
ctkileri oldugunu belirtmislerdir. Serbest radikallerin
zararll etkilerinden korunmak icin hucreler bunlart
nétralize eden antioksidanlar meydana getirmektedit.
Serbest  radikallerin  olusum hizt  ve bunlarin
antioksidanlar  tarafindan nétralize edilme hiz
arasinda bir denge olmasi gereklidir. (Tekcan 2009).
Sperma sulandiricisina  antioksidan ilavesi, ¢6zim
sonu sperm parametrelerinin iyilestirilmesi i¢in en
umut verici tekniklerden birisi oldugu bir¢ok
arastirmact tarafindan  belirtilmektedir. (Pefia  ve
ark.2006, Ogatave ark. 2015). Demirtas ve Untan
(2011) antioksidanlarin spermatozoayt serbest oksijen
radikalleri (SOR) ureten anormal spermatozoalardan
korudugunu,  16kositlerin  olusturdugu ~ SOR’u
temizledigini, DNA kirlmalarini ve erken sperm
olgunlasmasint engelledigini, soguk sokuna karsi
spermatozoay! korudugunu ve destekleyerek treme
tekniklerinin bagarisint yikselttigini belirtmislerdir. Bu
calismada, kopek sperma sulandiricisina  eklenen
Metiyonin 2 mM’ 1n ¢6zim sonu motilite ve plasma
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membran  butinligine olumlu etki g6sterdigi
belitlendi.  Buna  karsihk, ¢6zim sonu canlt
spermatozoa oranina belirli lciide fayda saglamakla
bitrlikte istatistiksel fark olusturmamistir. Calismada
6n degerlendirme amactyla alinan spermalarin bireysel
yogunluk degerleri Inan¢ ve ark. (2018) Aksaray
malaklist calismasindan yiiksek elde edildi. Elde edilen
bu sonucun diger calismada yas gruplarina gore
olusturulmus olan gruplardan dolayt olusacagi
kanisina varildi.  Calismamizdaki kontrol grubunda
elde edilen ¢6ztim sonu motilite ve canlilik degetleri
Inang ve ark. (2018) ¢oziim sonu sonuglart ile
benzerlik géstermektedir. Bunun yani sira elde edilen
bu sonuglar, Anadolu ¢oban kdpeklerinin spermasinin
dondurulmast soncunda ¢6zim sonu motilite ve canlt
spermatozoa oranlart benzer bulunmustur (Glngor

ve Bucak 2016).

Trehaloz, sperma hicrelerini, ROS'un olumsuz
etkilerinden nonenzimatik bir temizleyici gibi etki
gostererek korur (Badr ve ark. 2010) ve uygun
seviyelerde dondurulmus sperm hucrelerinin ¢6zim
sonu motilitesini ve membran biitiinligini korumak
icin gerekli olan enerjiyi saglar(Flores ve ark. 2010).
El-Badry ve ark.(2017) nin yapmis oldugu calismadan
farkli olarak bu calismada, sperma sulandiricisina 10
mM trehaloz eklenmesi, membran biitinligi tizerine
kontrol grubuna kiyasla olumlu etki g0sterirken
istatistiksel fark olusturmamistir. Motilite ve canl
sperma  oranlarinda  faydali  olmasina  ragmen
Trehalozun  spermatolojik  parametreler Uzerine
etkisini inceleyen bazi arastirmacilar, ko¢ (Sharawy ve
ark. 2015), bufalo (Igbal ve ark.2016), horoz (Mosca
ve ark. 2016) ve boga (El-Sheshtawy ve ark. 2015)
spermasinda  ¢6zim sonu degerlerinde iyilesme
oldugunu  belirtmiglerdir. ~ Benzer  sonuglarin
sulandiriciya  katki maddesi eklenerek dondurulan
Aksaray Malakh spermasinda da Inang ve ark. (2018)
tarafindan elde edildigi belirtilmistir.

Metiyonin, esansiyel bir amino asittit. Glutatyon
oncusii olmast ile ROS’u azaltan ve boylece hiicreleri
oksidatif strese karsi koruyan bir tripeptid oldugu icin
antioksidan 6zelliklere sahiptir. Ayrica, ¢ekirdek ve
hicre boliinmesi olaylarinda yer alan poliaminlerin
(spermin  ve spermidin) ve DNA ve diger
molekiillerin metilasyon reaksiyonlart icinmetil grubu
sentezinde metiyonin gerekir (Bouyeh
2012).Metiyonin, metiyonin stilfoksit olusturmak icin
oksidanlarla kolayca reaksiyona girerek antioksidan
savunmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir(Livine ve
ark. 1999).Yapian calismalarda sulandiriciya 2 mM
Metiyonin ilavesi, ¢6ziim sonu sperma motilitesini
kontrol grubuna kiyasla arttirdigi belirlenmistir(Coyan
ve ark. 2010,Bucak ve ark.2012). Ayrica, Tuncer ve
ark. (2010) tarafindan metiyonin t¢ farkli dozunun
2,555 ve 10 mM akrozom bitinligini soguk
sokundan basariyla korundugu belirtilmistir.

SONUGC

Yapilan bu ¢alisma ile metiyonin 2 mM ve trehalozun
10 mM dozlarinin ¢bzim sonu  spermatolojik
parametreleri korudugu metiyoninin kontrol grubu ile
istatistiksel fark olusturacak sekilde olumlu etki
sagladigt  sonucuna vardmistir. Koépek —spermast
kriyoprezervasyonunda metiyonin ve trehaloz iceren
sulandiricilarin - kullanilmast ve  yapilacak  yeni
calismalar ile farkli dozlarin denenmesi Onerilebilir.
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