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OZET

EPIDIDIMAL MANDA SPERMASININ DONDURULMASINDA SPERMAY A
KATILAN FARKLI SULANDIRICILARIN SPERMATOLOJIK PARAMETRELER
UZERINE ETKISININ IN-VITRO DEGERLENDIRILMESI

Emre DEMIRCI
Ondokuz Mayis Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Doélerme ve Suni Tohumlama (Veteriner) Ana Bilim Dali
Doktora, Subat/2021
Danisman: Dog. Dr. Murat SELCUK

Yapilan bu arastirmanin amaci, mezbahanelerden kesim sonrasi alinan manda
testislerinden elde edilen epididimal spermalarda cesitli sperma sulandiricilari
kullanarak dondurmanin bazi spermatolojik parametreler {izerine etkisinin
incelenmesidir. Samsun il ve ilge mezbahanelerinden kesim sonrasi alinan 15 adet
erkek Anadolu mandasi (3 yas ve flizeri) testislerinden elde edilen epididimal
spermalara 6 farkli sperma sulandiricis1 katarak yapilan spermatolojik muayenelerle
spermatozoalarin progresif motilitesi (%), 6lii/canli spermatozoa orant (%), anormal
spermatozoa orani ve Hipo Osmotik Sigsme Testi (HOST) oran1 (%) saptandi.
Arastirmada taze sperma ile ¢oziim sonu sperma progresif motilitesi, Olii
spermatozoa orant, HOST orani, orta kisim anomalisi, kuyruk anomalisi ve toplam
anomali oranlar1 arasinda o©6nemli (p<0,001) farkliliklarin oldugu saptandi.
Sulandiricilar arasinda ise taze progresif motilitede Tris (% 55 + 2,71), dondurma
¢dzdiirme sonrasinda ise Tris ve Optixcell® (% 6) diger sulandiricilara gére daha iyi
sonuglar verdi. Olii spermatozoon oraninda da Tris, taze ve dondurma ¢dzdiirme
sonrasi sirastyla % 22 + 0,98 ve % 65,30 + 2,94 ile diger sulandiricilara gore en iyi
sonucu verdi. Anormal spermatozoonda ise en fazla toplam anormali veren
sulandirici taze ve dondurma ¢ozdiirme sonrasi sirasiyla % 29,86 + 0,85 ve % 36,86
+ 0,70 sonuglarmi veren Bioxcell® sulandiricist oldu. HOST oranlarina bakildiginda
taze spermada en iyi sonucu Tris sulandiricist (% 63,40 £+ 0,78) verirken, dondurma
¢ozdiirme sonrasi sulandiricilar arasinda anlamli derece bir fark gézlemlenmedi
(P>0,05). Calismamizda kullanilan sperma sulandiricilari arasinda spermatolojik
parametreler goz Oniine alindiginda Tris sulandiricisinin en iyi sonuglar1 veren
sperma sulandiricisi oldugu goriilmektedir. Elde edilen epididimal spermalarda taze
ve ¢Ozlim sonrast progresif motilite oranlar1 yapilan ¢aligmalarla uyumlu bulunmus
ve post-mortem elde edilen epididimal manda spermasmin biyoteknolojik
yontemlerde kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Dondurma, Epididimal, Manda, Sperma, Sulandirici.



ABSTRACT

IN-VITRO EVALUATION OF THE EFFECTS OF DIFFERENT EXTENDERS ON
SPERMATOLOGICAL PARAMETERS IN THE FREEZING OF EPIDIDIMAL
BUFFALOA SPERM

Emre DEMIRCI
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies

Department of Reproduction and Artificial Insemination
Ph.D., February/2021
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Murat SELCUK

The aim of this study is to examine the effect of freezing on some
spermatological parameters of spermatozoa using various semen diluents in
epididymal semen obtained from buffalo testes taken after slaughter from
slaughterhouses. Six different semen extender was added to the epididymal sperm
obtained from 15 male Anatolian buffalo (3 years old and above) testicles taken after
slaughter from Samsun province and district slaughterhouses and progressive
motility of spermatozoa (%), dead/live spermatozoa ratio (%), abnormal spermatozoa
ratio (%) and Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST) rate (%) were determined by
spermatological examinations. In the study, significant differences were found
between fresh semen and end-solution semen progressive motility, rate of dead
spermatozoa, HOST ratio, mid-part anomaly, tail anomaly and total anomaly rates (p
<0.001). Among the diluents, Tris (% 55 £ 2.71) with fresh progressive motility, Tris
and Optixcell® (% 6) after freezing and thawing gave better results than other
diluents. In the ratio of dead spermatozoon, Tris gave the best results compared to
other diluents with % 22 + 0.98 and % 65.30 + 2.94, respectively, after fresh and
thawing. In abnormal spermatozoa, the diluent that gave the highest total
abnormalities was fresh and Bioxcell® diluent, which gave % 29.86 + 0.85 and %
36.86 £ 0.70, respectively, after freezing and thawing. When the HOST ratios were
examined, Tris extender (% 63.40 + 0.78) gave the best result in fresh semen, while
no significant difference was observed between diluents after freezing and thawing
(P> 0.05). Considering the spermatological parameters among the semen extender
used in our study, it is seen that Tris extender is the semen extender that gives the
best results. Fresh and thawing progressive maotility rates in the obtained epididymal
semen were found to be compatible with the studies conducted and it is thought that
the epididymal buffalo sperm obtained from post-mortem can be used in
biotechnological methods.

Keywords: Buffalo, Epididymal, Extender, Freezing, Sperm.
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1.GIRIS

Ulkemizde ve diinyada hizli niifus artis1 ve ekonomik baski geleneksel tarim
sistemlerindeki degisimi hizlandirirken biyolojik ¢esitliligi de biiyiik oranda
azaltmaktadir. Azalan bu biyolojik ¢esitlilik sonucu {lilkemizdeki bazi hayvan irklar
yok olmus bazi irklar da yok olma tehlikesi ile kars1 karsiya kalmistir. Bundan dolay1
yok olma tehlikesi altinda olan yerli irklar, 28/2/2001 tarihli ve 4631 sayili Hayvan
Islah1 Kanunu ile Tarim ve Orman Bakanliginin 17/6/2003 tarihli ve 25141 sayili
Resmi Gazete’de yayimlanan “Hayvan Irklarinin Tesciline iliskin Y&netmelik’in
12°nci maddesine dayanilarak hazirlanan 2004/39 No’lu Yerli Hayvan Irk ve
Hatlarinin Tescili Hakkinda Teblig ile koruma altina alinmistir. Bu baglamda
ozellikle Samsun ve ¢evresinde yogun olarak yetistiriciligi yapilan Anadolu Mandasi

da koruma kapsami altina alinan evcil hayvanlar sinifinda yer almistir.

Anadolu mandasi; nehir mandalarinin  bir alt grubu olan Akdeniz
Mandalarindan koken almaktadir. Anadolu Mandasinin yetistiricilikte hastaliklara
kars1 dayanikli olmasi, kalitesiz kaba yemi bile et ve siite doniistiirebilmesi,
yetistirme giderlerinin diigiik olmasi, her tiirlii iklim kosullarina uyum saglayabilmesi
ve alinan hayvansal {riinleri bilesenlerinin diger tiirlere gore daha aranan 6zellikte
olmasi nedeniyle 6nemi biiyiiktiir (Dellal, 1994). Daha ¢ok ekstansif kosullarda
bakim ve beslemesi yapilan Anadolu mandalarinin fertilite yoniinden zayif olmasi
damizlik olarak beslenmesinde tercih edilmemesine yol agmaktadir. Bundan dolay1
ozellikle erkek mandalar belli bir agirha erisince kasaplik olarak
degerlendirilmektedir. Mezbahada kesilen degerli damizliklar ise 1slahta yeteri kadar
kullanilamamaktadir. Kesilen hayvanlardan da epididimal sperma elde edilmesi ve
hayvan i1slahinda kullanilmasi giiniimiizde yayginlasan bir yontemdir. Epididimal
sperma tizerine yapilan ¢alismalarin hizla artmasiyla mezbahada kesilmek zorunda

kalan hayvanlarin da 1slah amagli kullanimi biiylik 6nem kazanmaktadir.

Mezbahada kesilen hayvanlarin testislerinden elde edilen spermalarin, cesitli
sebeplerden dolay1 kesime gonderilen Anadolu mandalarinin genetik aktariminin
saglanmasi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir. Damizliklarda kesim sonrasi atik
iiriin olan testislerden damizlik {iretiminde kullanilabilecek sperma elde edilmesiyle

tilke ekonomisine de katki saglanabilecektir.



Spermanin dondurulmasinda ¢ok sayida ticari sulandirict hazirlanmis ve
cogunlukla boga spermasi lizerinde bir¢ok arastirma yapilarak basarili sonuglar elde
edilmistir. Manda spermasinin membranindaki diisiik fosfolipit i¢erigi ve dondurma-
¢Ozdiirme islemleri esnasinda bu yapmin kaybi1 manda spermasinin dondurulabilme
kapasitesini zayiflattigi bildirilmistir (Sansone, et al., 2000). Bu amagcla ejakule
manda spermasinin sulandirilarak dondurulmasi amaciyla bir¢ok ¢alisma yapilmis
olmasina karsin epididimal manda spermasinin sulandirilarak dondurulmasi iizerine
yapilan c¢alismalar yetersiz kalmistir. Epididimal manda spermasiin kullanimi
yapilan ¢aligmalar 1518inda diinyada giderek artmaktadir. Son yillarda iilkemizdeki
manda popiilasyonuda hizla artarken, Anadolu mandalarinin popiilasyon artigina

katki saglayacak epididimal sperma iizerine yapilan ¢aligsmalar kisith kalmaktadir.

Yapilacak tez ¢alismasinda, mezbahanelerde kasaplik olarak kesilen ve hayvan
1slahinda kullanilamayan Anadolu manda bogalarindan elde edilecek epididimal
spermalara katilacak farkl igerikteki sulandiricilarin dondurma-¢ozdiirme sonrasi in-
vitro degerlendirmeleri yapilarak epididimal manda spermasinin dondurulmasinda en

1yi sonuglara sahip sulandiricinin belirlenmesi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mandanin Kokeni, Diinya ve Ulkemizdeki Yeri

Manda Mammalia (memeliler) smifinin Artiodactyla (¢ift toynaklilar)
takimmin Bovidae (boynuzgiller) familyasinda yer alan Bovinae (sigirlar) alt
smifinda yer almaktadir. Bubalus cinsine mensup olan mandalar Afrika Yabani
Mandas1 ve Asya Mandas1 olmak {izere iki ana grupta incelenmektedir. Sekil 2.1.’de
manda 1rklarinin siniflandirilmast gorsel olarak verilmistir. Asya mandalarinin
evcillestirilmis olanlar1 da yetistiricilikteki 6nemi, verim 6zellikleri, viicut Sl¢iisli ve
kromozom sayist gibi farkliliklardan dolayr nehir mandasi (2n = 50) ve bataklik
mandasi (2n = 48) olarak iki alt gruba ayrilir (Van Den Berg, 1990; Lei, et al., 2007).

MANDA

Afrika Yabani
- o
Yabani Manda Evcil Manda
M Hindistan Yabani Nehir Mandasi
Mandasi Bubalus bubalis

Bataklik Mandasi
md Anoa Mandasi .
Bubalus carabanesis

=l Tamarao Mandasi

Sekil 2.1. Manda Irklarinin Siniflandirmasi (Van Den Berg, 1990°dan uyarlanmustir)

Mandalarin (Bubalus bubalis) M.O. 2500-3000 yillarinda uzak dogunun sicak
ve nemli ilkelerinde (Hindistan, Cin gibi) evcillestirildigi bilinmektedir. Evcil
mandalar Mezopotamya’da bu bolgelerden daha sonralar1 goriilmeye baslanmustir.
Ik kayitlar M.S. 723’te Urdiin bolgesinde ortaya ¢ikmistir. Misir’a Arap
devletlerinin fetihleri sayesinde 9. yiizyilda gotiiriilmistiir. Avrupa’ya mandanin
gelmesi ve yayilmasinin baslica iki nedeni vardir. Tlki Avrupa iizerine seferler yapan
Mogollar, ikincisi ise Hacgli seferlerinde manday1 taniyan Avrupalilarin mandayi

anayurtlarina gotiirmesidir (Kok, 1996).



FAO, (2020) yilindaki verilerine gore diinyadaki manda sayisinin 200 milyon
bastan fazla oldugu ve bu sayinin da % 97,4’liniin Asya kitasinda geri kalan
mandalarin da % 1,6’s1 Afrika, % 0,6’s1 Amerika ve % 0,2’si Avrupa’da oldugu
bildirilmigtir. Diinyadaki manda sayis1 sigir sayisinin % 0,134’4 kadardir.
Gilinimiizde Antarktika ve Avustralya disindaki biitiin kitalarda ve 40’tan fazla
tilkede farkli sayilarda yapilmakta olan manda yetistiriciligi Diinya’da en yaygin
olarak sirasiyla Hindistan (% 55,2), Pakistan (% 18,8) ve Cin’de (% 13,1)
yapilmaktadir. Diinya’da bazi iilkeler ve Tiirkiye’nin smir komsularindaki manda

sayilar1 Tablo 2.1.’de gosterilmistir (FAO, 2020).

Tablo 2.1. Cesitli iilkelerdeki yillara gore manda popiilasyonu (Bas) (FAO, 2020)

Ulke 2005 2008 2012 2018
Hindistan 101 559 000 106 014 000 108 702 122 114 151770
Pakistan 26 300 000 29 002 000 32 687 000 38 848 000
Cin 22 365 381 23271 899 27 415 677 27 118 636
Nepal 4081 463 4 496 507 5133139 5277819
Misir 3885 000 4 052 649 4164 928 3506 061
Brezilya 1173629 1 146 690 1261922 1 390 066
Italya 210 000 307 149 348 861 401 337
Irak 213 000 285 537 312 000 215 595
Tirkiye 103 900 84 705 97 632 161 439
Iran 413 000 191 000 199 000 113 330
Giircistan 22 000 17 900 17 200 18 361
Bulgaristan 7973 8 968 9 887 12 809
Suriye 4 470 6 000 7 408 8 000
Yunanistan 1290 1643 2137 9239
Ermenistan 402 497 472 717
Diinya 177 006 408 185 741 258 196 409 854 206 600 676

Tiirkiye’de 1961-2011 yillarinda manda popiilasyonu 1.140.000 bastan 84.726
basa diiserek biiyiik bir azalma (% 92,6) goriilmesine karsin; 2011-2018 yillar
arasinda yapilan hayvancilik politikalariyla manda sayimiz 84.726 bastan 161.439
basa yiikselerek % 90’dan fazla bir artis meydana gelmistir. Ayni donemlerde
Diinya’da (1961-2017) manda popiilasyonu % 200 den fazla bir artis ile 88.321.807
bastan 206.600.676 basa ylikselmistir (FAO, 2020). Tiiik verilerine gore de 2019
yilinda Tiirkiye’deki manda sayis1 184.192 basa yiikselmistir (TUIK, 2020). Ulkemiz
ve Diinyadaki son 50 yildaki manda popiilasyonu Tablo 2.2.’de verilmistir (FAO,
2020).



Tablo 2. 2. Tirkiye ve diinyadaki manda popiilasyonu son 50 yil (Bas) (FAO, 2020)

1961 1971 1981 1991 2001 2011 2018

Tirkiye 1140000 1117000 1031000 371000 146000 84726 161439
Diinya 88321807 108708343 124212022 149685155 166280398 190407359 206600676

Tiirkiye’de manda yetistiriciligi yedi bolgemizde de yapilmakta olup en fazla
yetistiricilik yapilan Karadeniz Bolgesi’nde Samsun, Tokat, Amasya ve Corum; I¢
Anadolu Bolgesi’nde Sivas, Kayseri ve Yozgat; Ege Bolgesi’nde Afyon ve Kiitahya;
Marmara Bélgesi’nde Istanbul, Balikesir ve Bursa; Dogu Anadolu Bélgesi’nde Mus,
Bitlis ve Igdir; Giineydogu Anadolu Bdlgesi’nde ise Diyarbakir sehrinde yogun
olarak yapilmaktadir. Tiirkiye’de yetistirildigi yorelere gore degisik isimlerle anilan
manda en ¢ok Su Sigir1, Camig, Camiz, Komiis ve Dombay isimleri ile anilmaktadir

(Sari6zkan, 2011; Haybis, 2020).
2.2. Manda Yetistiriciligi ve Genel Ozellikleri

Diinyada evcil ve yabani mandalarin 74 ayr1 irki bulundugu bildirilmistir. Evcil
mandalar Bataklik ve Nehir (Irmak) mandalari diye ikiye ayrilir. Bataklik mandalari
daha ¢ok Cin ve Giineydogu Asya’da bulunur. Nehir mandalarina oranla siit verimi
az olup genellikle tarla siirmek ve et {liretimi i¢in yetistiriciligi yapilmaktadir. Nehir
(irmak) mandalar1 ise daha ¢ok siit ve et iiretmek i¢in kullanilir. Nehir mandalari
daha fazla siit verimi oldugundan entansif olarak yetistiriciligi yapilmaktadir

(Atasever ve Erdem, 2008).

Mandalar sigirlara goére 1/10 oraninda daha az ter bezine sahip olmalar1 ve deri
kalinliklarinin (6-7 c¢m) daha fazla olmasi nedeniyle, yasadigi yerde serinlemek
amaciyla mutlaka su (gol, golet, bataklik, irmak vb.) birikintilerine ihtiya¢ duyarlar.
Bu yapilar ile semi-aquatik bir 6zellik gosterirler (Saridzkan, 2011). 2004 yilinda
yayinlanan Yerli Hayvan Irk ve Hatlarinin Tescili Hakkindaki Tebligi’nde irka 6zgii
ayiric1 ozelliklerinin yetistirme kosullarmin 6zel karakteristiklerine gére, 0 °C’nin
altinda ve 30 "C’nin iizerindeki sicakliklardan etkilenirler. Sicakta suya girme ya da
camurda yuvarlanma ihtiyact duyarlar. Sulak, bataklik ve nemli bolgeleri severler.
Nehir mandalart genellikle et ve siit verimi i¢in yetistirilen kombine irklardir. Siit
Verimi i¢in kullanilan baslica manda irklari; Kundi, Murrah, Nili-Ravi ve
Pandharpuri’dir. Bataklik mandalar yiik tasima ve et {iretimi i¢in yetistirilir. Baglica
irklar1; Malaii, Baladi ve Saidi’dir. Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan manda 1rklar
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nehir mandalariin alt grubu Akdeniz Mandasindan koken almakta ve ‘’Anadolu

Mandas1’’ olarak isimlendirilmektedir (Atasever ve Erdem, 2008).

Mandanin yetistiricilikte sigirlara kiyasla hastaliklara karst daha dayanikli
olmasi, kalitesiz kaba yemi bile et ve siite doniistiirebilmesi, mera ve orman alti
meralardan ¢ok daha iyi yararlanabilmesi, yetistirme giderlerinin diigiik olmasi, her
tirlii iklim kosullarina uyum saglayabilmesi ve alinan hayvansal {iriinleri
bilesenlerinin diger tiirlere gére daha aranan Ozellikte olmasi nedeniyle Gnemi
biyiiktiir (Kiigiikkebabg1 ve Aslan, 2002; Atasever ve Erdem, 2008; Soysal, vd.,
2005).

Manda eti sigir etine oranla daha az kalori daha az yag ve daha az kolesterol
icermesi sebebiyle etinin tiikketim i¢in daha saglikli oldugu bildirilmektedir. Aym
zamanda siitteki kuru madde orani yliksek olup 6zellikle inek siitiine oranla daha
fazla protein, yag ve laktoz icermektedir (Kiiclikkebabg¢i ve Aslan, 2002; Atasever ve
Erdem, 2008; Soysal, 2009).

Et ve siit verimini disinda deri sanayinde manda derisi yaygin olarak (¢anta,
ayakkabi, tasma, yular vb.) kullanilmaktadir. Ayrica boynuz ve tirnaklarindan
askilik, kiilliikk, broslar, kolyeler, kiipeler ve bilezikler yapilmaktadir. Mandalardan
cok kaliteli giibre de elde edilmektedir (Soysal, 2009).

2.3. Mandalarin Fizyolojik ve Ureme Ozellikleri

Tiim erkek hayvanlarda oldugu gibi mandalarda da iireme organlari,
spermatozoonlarin iiretilmesi, olgunlastirilmas: ve taginmasindan sorumlu olmakla
beraber spermatozoonu canli tutmak ve bir yumurtayr basarili bir sekilde déllemek
icin gerekli bilesenleri saglamaktan sorumludur. Erkek {ireme sisteminin anatomisi
testisler, seminal plazma tiretiminden sorumlu olan aksesuar bezler (bulbotiretral bez,
vezikula seminalis, prostat, ve ampulla) ve sekonder iireme organlar1 (penis,

epididimis, ve vas deferens) olarak ii¢ ana kisima ayrilabilir (Van Leeuwen, 2020).
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Sekil 2.2. Erkek Ureme Organlari (Van Leeuwen, 2020).

Erkek mandalarda tireme organlart genel olarak erkek sigirlara benzerlik
gosterir. Erkek mandalarda prepusyumun serbest ucu erkek sigirlara nazaran daha
kisa ve daha az killidir. Testisler dogumdan sonraki altinci ayda scrotal keseye
inerler (Aksoy ve Tekeli, 1993). Erkek iireme organlar1 Sekil 2.2.’de gosterilmistir.
Testislerin temel gérevi spermatozoon iiretmenin yani sira erkek cinsiyet hormonu
olan testosteronu iiretmektir. Testosteron, seminifer tiibiiller arasinda bulunan leydig
hiicreleri tarafindan iiretilir. Testosteronun iglevleri sadece cinsel lireme ile smirh
degildir, aym1 zamanda bir erkek hayvandaki yag dagilimmin diizenlenmesinde,
erkegin genel kas kiitlesinin yani sira kirmizi kan hiicresi iiretiminde de rol oynar.
Testisler ayrica spermatogenezde onemli bir rol oynayan Sertoli hiicrelerini igerir
(Griswold, 1998). Bazal kayitsiz destek hiicrelerinin sertoli hiicrelerine
farklilasmasinin 6 ayda (Testis agirligr 17 gr) basladigi ve sertoli hiicre olusumunun
12 aylikken (Testis agirligt 75 gr) tamamlandigini gosterilmis, spermatositler 12
aylikken goriilmeye baslanmig, 18 aylikken ise spermatidler goriilmistiir.
Spermatogenezis olusumu 18 aylikken (Testis agirligi 100 gr lizerindedir) meydana

geldigi belirlenmistir (Ahmad, et al., 2010).
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Sekil 2.3. Testisin Yapis1 (Van Leeuwen, 2020).

Epididimisler tiibiiler yapida olup testislere yapisik halde bulunur. Epididimis
kivrimli bir yapida olup caput epididimis, corpus epididimis ve cauda epididimis
olmak flizere ii¢ kisima ayrilir. Testisin yapist Sekil 2.3’te sematize edilmistir.
Testisteki spermatozoon sadece epididimiste olgunlagsma gergeklestigi zaman
dollenme yetenegini kazanir ve bir yumurtayr dolleme potansiyelini elde eder.
Epididimis spermatozoon olgunlagsmasinin disinda spermatozoonun testisten vas
deferense tasinmasi spermatozoon konsantrasyonunu artirmak ig¢in testis sivisinin
emilmesi, spermatozoonun depolanmasi ve ejakiile olmayan spermatozoonlarin

dejenerasyonu gibi gorevleri de vardir (Bertol, 2016; Whittier, 2016).

Mandalar sigirlara gére pubertaya daha gec ulasirlar. Disi nehir mandalarinda
bu siire 15-18 ay iken bataklik mandalarinda 21-24 ay olarak bildirilmektedir.
Anadolu mandalarinda ise bu siire 13-15 ay olarak tespit edilmistir. Manda
bogalarinda ise puberta 18-28. aylar arasinda olmaktadir. Damizlik olarak kullanilma
yasi ise disiler igin 24-30 ay, erkekler i¢in de ortalama 24 ay olarak bildirilmektedir
(Aksoy ve Tekeli, 1993; Kiigiikkebabg1 ve Aslan, 2002). Mandalar, sigirlara nazaran
daha ilkel hayvanlardir. Ureme fonksiyonlari ¢evresel faktorlerden etkilenir. Sigirlara
kiyasla daha ¢ok koyunlara benzeyen bir dizi fizyolojik &zellik ile karakterizedir

(Presice, 2007). Diinya genelinde yapilan arastirmalar ergenligin cins, mevsim,



iklim, beslenme sistemleri ve bilyiime oranindan onemli oOlgiide etkilendigini

gostermektedir (Barile, 2005).

Ureme verimliligi, iiretkenligi etkileyen birincil faktordiir ve disi mandalarda
pubertaya gelmesinin ge¢ olmasi, buzagilama mevsimselligi, dogum sonrasi uzun
anOstrus siireleri ve buzagilama araliginin genis olmasi nedeniyle engellenir. Ayrica,
sigirlarda normal bir uygulama olan ve yaygin bir sekilde kullanilan suni tohumlama
(ST) uygulamasi, disi mandalarin 6strus belirtilerinin zayiflig1 ve dstrusun tespitini
cok zorlastiran Ostrus siiresinin uzunlugunun degiskenligi nedeniyle mandalarda

nadiren yapilmaktadir (Barile, 2005).

Mandalarda kizginlik belirtileri sigirin belirtilerine benzemektedir. Yerinde
duramama, sik ve az idrar yapma, vulvanin 6demi ve bdglirme en belirgin
ozelliklerdendir (Aksoy ve Tekin, 1991). Jainudeen, et al., (1981) de yaptiklari
calismada sigirlarda ejakiilasyonu karakterize eden aktif ileri sigrama hareketinin
mandalarda belirgin olmadigin1 bildirmislerdir. Mandalara ait bazi reprodiiktif
Ozellikler Tablo 2.3.’te verilmistir.

Tablo 2. 3. Perera, et al. 2005°te bildirilen mandalarda reprodiiktif 6zellikler (Aktaran Perera, et al.,
2008’den uyarlanmugtir.)

Parametre Ort. Min.-Maks.
Pubertaya ulagma yas1 (ay) 30 16-46
Pubertaya ulagma agirligi (kg) 275 200-350
Ostrus siklusunun siiresi (giin) 21 17-26
Ostrus siiresi (saat) 10 5-27
Ovulasyon zamani (saat) 34 24-48
Gebelik siiresi (nehir mandasi-giin) 310 300-320
Gebelik siiresi (bataklik mandasi-giin) 330 320-340
Yavrularin dogum agirhigr (kg) 26 22-36
Uterusun involiisyon siiresi (giin) 30 25-35

2.4. Manda Spermasmin Genel Ozellikleri ve Spermayr Etkileyen
Faktorler

Manda spermasi alinan manda bogasinin 1rki, yasi, ortamda disi mandanin
bulunmasi1 ve mevsime gore degisik Ozellikler gosterebilmektedir. Manda
spermasinin yogunluguna bagli olarak vizkozite ve renkte bazi degisiklikler meydana
gelebilir. Manda spermasinin hacmi spermasi alinan boganin cinsine gore
degismekle beraber gen¢ manda bogalarinda 1-3 ml iken yashh manda bogalarinda 6
ml’ye kadar ulasabilmektedir (Vale, 1994). Jainudeen, et al., (1981) de yapmis

olduklar1 ¢alismada yaslar1 2 ila 6 arasindaki mandalardan alman 182 ejakiilati



incelemis ve ortalamast 2,9 ml olan (1,9 ve 3,4 arasinda degisen) bir deger
bulmuslardir. Yine ayn1 ¢alismada ejakiilatin goriiniimiinii ince ve sulu sividan siitlii
bir siviya kadar degisen kivamlarda oldugunu tespit etmis, elde edilen bu degisimin
sperm konsantrasyonuyla iligkili oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir baska
calismada ise manda spermasi ejakiilatt renginin sarimsi, sarimsi beyaz ve beyaz
olarak, goriinimiiniin ise sulu, serdz ve siitiimsii 6zellik gosterdigi bildirilmistir

(Castro, et al., 2017).

Manda spermasina ait genel Ozellikleri gosteren bilgiler Tablo 2.4.’te

verilmisgtir.

Tablo 2. 4. Manda spermasina ait genel 6zellikler (Sansone, et al., 2000’den uyarlanmistir)

Ozellikler Degerler

Renk Beyaz, siitlii beyaz, ¢ok hafif mavi
Miktar (ml) 3 (2-8)

Motilite (%) >70

pH 6,7-7,5

Yogunluk (spermatozoon/ml) 600x105-1200x106

Canli Spermatozoon Orani (%) >70

Anormal Spermatozoon Orani (%) <70

Ibrahim ve ark. 1985 bildirdigine gére (aktaran Sansone, et al., 2000) manda
spermasinda ve seminal plazmasindaki bazi fiziksel ve biyokimyasal parametreler
Tablo 2.5.’te verilmistir.

Tablo 2. 5. Manda Spermasinda ve seminal plazmasindaki fiziksel ve biyokimysal parametreler
(Sansone, et al., 2000°den uyarlanmustir)

Ozellikler Sperma Seminal Plazma
Ozmolarite (mosM/kg) 293,33+3,39 283,754+2,31
Total protein (g/100ml) 3,1+0,1 2,86+0,14

Total lipit (mg/100ml) 321,15+18,41 260,86+12,52
Fruktoz (mg/100ml) 547,08+61,24 684,6+81,14

Sitrik asit (mg/100ml)
Sodyum (mg/100ml)
Potasyum (mg/100ml)
Kalsiyum (mg/100ml)
Magnezyum (mg/100ml)
Kloriir (mg/100ml)

Inorganik Fosfataz (mg/100ml)

Asit Fosfataz (U/100ml)
Alkalin Fosfataz (U/100ml)
Cinko (1 mol/lt)

368,73+14,82
260,6348,81
153,5+2,68
32,0442,77
6,17+0,41
196,57+2,45
17,02+1,67
22542,99
326,05+2,16
14,3

466,33+31,66
258,58+13,65
154,8343,27
31,4243,1
6,4620,39
224,06+2,6
12,75%1,09
230,46=1,48
331,242,6
86,88

Manda spermasi sigir spermasina gore yiiksek miktarda fruktoz, asit ve alkalin

fosfataz aktivitesi ve diisiik miktarda askorbik asit ihtiva etmektedir. Spermatozoon

asit fosfataz konsantrasyonu, motil ve canli spermatozoon orani, dehidrogenaz
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aktivitesi ve fruktoz kullanim orani ile dogrudan bir iligki gdstermektedir. Yiiksek
alkali fosfataz seviyesi motilite ylizdesinin ve canlilifinin azalmasiyla kendini

gostermektedir (Abdou, et al., 1978).

Manda spermasindaki spermatozoonlarn sogutma sicakligimda (+4 ‘C)
antioksidan enzimlerinin faaliyetlerinin daha az olmasi, daha yiiksek lipid
peroksidasyonuna sebep oldugunu bildirmis bu da manda spermatozoonlarinin
sogutma sicakliginda (+4 °C) saklandiginda sigir spermatozoonlarmna kiyasla
oksidatif strese daha yatkin olduklarin1 gostermistir (Nair, et al., 2006). Spermanin
kisa siireli saklanmasinda (+4 °C) dikkat edilmesi gereken unsurlardan biri de
spermanin  i¢inde  bulundugu  sulandirictda  meydana  gelebilecek pH
dalgalanmalaridir. pH dalgalanmalar1 spermanin motilite, kapasite durumu ve
membran biitiinligiine olumsuz etkisi olabilir. Bu olumsuzluga diisiik pH’da azalan
Na*/K*-ATPaz aktivitesinin neden oldugunu diisiindiiklerini bildirmislerdir (Zhou, et
al., 2015).

Mandalarda fotoperiyodun libido ve cinsel aktiviteyi etkiledigi ve hatta sperma
kalitesi ve dondurulabilirligine olumsuz yonde etkileyecek bir faktor oldugu
bildirilmistir (Sansone, et al., 2000). Bununla birlikte yaz aylarinda manda
spermatozoasinin dondurma stresine asirt hassas oldugunu ve bundan dolay
miimkiin oldugunca bahar ve kis aylarinda dondurulma igleminin yapilmasimnin daha
iyi sonuglar verecegini bildirmislerdir (Perera, 1999). Benzer bir ¢alismada Tuli and
Singh, (1983)’te yapmis olduklar1 ¢alismada daha yiiksek spermatozoon hareketliligi
ve uzun siireli saklama i¢in manda spermalarinin dondurulmasinin kis mevsiminde
olmast gerektigini bildirmislerdir. Mandada mevsimin fertilizasyona etkisinin
arastirlldigt calismada, iireme sezonunda ve Tlreme sezonu disinda alinan
spermalarda spermatolojik parametreler incelendiginde, motilite oranlari benzer
bulunurken morfolojik anormallikler ve akrozom bozukluklarinin ireme mevsimine
gore farkli oldugu gozlenmistir. Ureme mevsiminde morfolojik anormallikler % 14,8
iken iireme mevsimi disinda ise bu oran % 25,2 olarak tespit edilmistir. Akrozomal
hasarlarda iireme mevsiminde % 2,6, lireme mevsimi disinda %15,4 olarak
bulunmustur. Genel olarak iireme mevsiminde alinan spermalarin ddlleme
yeteneklerinin diger donemlere kiyasla daha fazla oldugu bildirilmistir (Heuer, et al.,

1987).
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Erkek mandalarin, benzer viicut agirhigma sahip olan erkek sigirlarla
karsilastirildiklarinda testis agirliklar1 sigirlarinkine kiyasla yari yariya kadardir.
Yapilan bir ¢caligmada mandalarda testis ¢cevresi ve testis parankiminin grami basina
ortalama giinliik spermatozoa tliretimi 1 yasindan 3-3,5 yasina kadar hizla artmis daha
sonra artan yas ile birlikte stabil kalmistir. Sol testis sag testisten daha agir ve giinliik
spermatozoa {iretimi daha fazladir. Testis parankiminin grami basina giinliik
spermatozoa iiretimi arasinda sag ve sol testiste fark yoktur. Mevsim giinliik
spermatozoa iretimini etkileyen en Onemli unsurlardan biridir. Yasla birlikte
muhtemelen artan fibroz doku igeriginden dolay1 spermatozoa iiretimi azalmistir.
Beslenme de ergenlik yasii etkilediginden, dolayli olarak spermatozoa tretimini
etkileyen unsurlar arasinda yer almaktadir (M°Cool and Entwistle, 1989). Asilama
uygulamasinin yapilmasi da mandalarda spermatolojik parametreler {izerine olumsuz

bir etki gosterdigi bildirilmistir (Bhakat, et al., 2015).

Manda spermasinin sulandirilmasina katilan birgok madde, manda spermasinin
taze, equilibrasyon sonrasi ve ¢ozdiirme sonrast spermatolojik parametrelerine
olumlu ya da olumsuz etki yapmaktadir. Fattouh and Abdou, (1991) yilinda yapmis
olduklar1 ¢aligmalarinda hem sperma sulandiricisina farkli konsantrasyonlarda kafein
ilavesinin, hemde ¢ozdiirme ¢ozeltisine kafein ilavesinin ¢6ziim sonu motiliteye
etkisi arastirilmis ve her iki uygulamada da 2 mM kafein ilave edilmesi diger
oranlara (4 ve 6 mM) kiyasla ¢6ziim sonu motiliteyi 6nemli derecede arttirmistir.
Benzer bir caligmada El-Menoufy, et al., (1986)’da sperma sulandiricisina kafein
ilavesinin manda spermasindaki fruktolizisi ve spermatozoon hareketliligini
uyardigint bildirmislerdir. Qamar, et al., (2013)’te yapmis olduklari g¢alismada
dondurmadan 6nce manda bogasi spermatozoasina cholesterol loaded cyclodextrin
(CLC) teknolojisi kullanilarak kolestrol eklenmesi, donma ve ¢dzdiirme sonrasinda
spermatozoonun akrozomunun canliligini, hareketliligini ve biitiinliglinti arttirdiginm

bildirmislerdir.

Manda spermasinda ¢oziim sonrast sperma kalitesinin ve gebelik oraninin
arastirildigr bir calismada erkek mandalardan ejakulasyon sonrasi alinan spermalar
laboratuvar sartlarinda hazirlanan Tris ve ticari bir sulandiric1 olan Optixcell
sulandiricilari ile sulandirilmis ve incelenen sperma numunelerinin hepsinde lipozom
iceren Optixcell sulandiricisi, rutin olarak kullanilan Tris sulandiricisina kiyasla

¢Oziim sonrasi sperma hareketliligi, plazma membran biitiinliigi ve akrozomal
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biitiinliikte iyilesme gozlemlenmistir. Elde edilen gebelikler degerlendirildiginde
Optixcell sulandiricisindan  ortalama % 59,5 gebelik elde edilirken Tris

sulandiricisindan elde edilen gebelik oran1 % 41,5 olarak tespit edilmistir (Ansari, et

al., 2016).

Akhter, et al., (2010)’da yaptiklar1 benzer bir ¢alismada laboratuvar ortaminda
hazirlanan Tris sulandiricist ve ticari sulandirici olan Bioxcell sulandiricilarinin
¢Ozlim sonu sperma kalitesi lizerine etkilerini arastirmis, ticari bir preparat olan
Bioxcell’in Tris sulandiricisina esit bir verimlilikte manda spermasinin dondurularak
saklanmasinda kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Yine benzer bir calismada
yumurta sarist bazli sulandiricilar ile soya fasiilyesi bazli sulandiricilarin dondurma
sonras1 gebelik oranlari arastirilmis yumurta sarist bazli sulandiricilarda gebe kalma
orant % 41,5 iken soya fasiilyesi bazli sulandiricilarda % 56 oraninda tespit
edilmistir. Bu sonuglara gore yumurta saris1 yerine soya fasiilyesi bazli
sulandiricilarin  manda spermast dondurulmasinda kullanilabilecegi sonucuna

varilmistir (Akhter, et al., 2012).
2.5. Epididimal Manda Spermasiin Ozellikleri

Mandalarda epididimal sperma kalitesini etkileyen bir¢ok ¢evresel ve fizyolojik
etkenlerin (hayvanin yasi, mevsim ve beslenme vb.) olmasma ragmen bunlarin
disinda kesilen hayvandan en kisa silirede epididimislerin alinmasi laboratuvara
getirilmesi, hazirlanan sperma sulandiricisinin 6zellikleri ve uygulanacak dondurma

protokolleri de sperma kalitesinde etkili olmaktadir.

Manda spermatozasi diger tiirlerde (sigir, rat vb.) oldugu gibi motilite i¢in
yetenekli olmasina karsin epididimiste pasif halde bulunmaktadir. Bunun sebebi
olarak cauda epididimis sivisinda bulunan pH’ya bagimli etkenlerin sebep oldugu ve
eklenti bezlerinin ejakiilasyon sirasinda salgiladig: salgilarla bu duruma neden olan
pH etkenlerinin ortadan kaldirmast sonucu spermatozoanlar aktif hale geldigi
bildirilmistir (Turner and Reich, 1985). Mandalardan elde edilen epididimal
spermaya sperma sulandiricisi eklendikten sonra 2-5 dakika igerisinde motil yetenegi

kazandig1 saptanmustir (Acott and Carr, 1984).

Cauda epididimisteki spermatozoon konsantrasyonu, ejakiilasyondan once
spermatozoonun atilim yolu boyunca aksesuar bezler tarafindan iiretilen ek sperma

plazmasindaki sivilar1 alamadigindan ¢ok yogundur (Herdis, et al., 2008).

13



Mandalarda epididimal spermatozoon rezervleri lizerine yapilan ¢aligmada manda
bogasi basma toplam epididimal spermatozoa rezervi yaklasik 36,2 milyar olarak
Olgiilmiistiir. Sag ve sol testislerin epididimisleri ayr1 Ol¢iildiigii ¢alismada
epididimisler arasinda Onemli bir fark bulunmazken, epididimislerdeki
spermatozoanin % 66°s1 cauda epididimiste % 4’1 corpus epididimiste % 30’u caput
epididimiste bulundugunu bildirmislerdir (Sharma and Gupta, 1978). Yine benzer
yapilan bir ¢caligmada Avustralya nehir mandalarindan alinan testislerden elde edilen
epididimal spermalarin epididimisteki dagilimi1 da % 60’1 cauda epididimis % 13’
corpus epididimis ve % 27’si caput epididimis olarak tespit edilmistir (M°Coll and
Entwistle, 1989).

Yapilan ¢alismalarda elde edilen manda epididimal spermalarinin kesim sonrasi
doku dejenerasyonunun zararli etkilerini en aza indirmek i¢in 30 dakika ila 4 saat
arasinda laboratuvara ulastirilmis ve sulandirilmak igin hazir hale getirilmistir

(Lambrechts, et al., 1999).

Herold, et al., (2006) yilinda yapmis olduklar1 calismada epididimal manda
spermasinin  dondurulmasinda ticari preparatardan AndroMed® ve Triladyl™
sulandiricilarini kullanmig ve taze spermada progresif motilite sonuglarini sirastyla %
35 + 21 ve % 21 £ 9 olarak bulmuslardir. Yine Herold, et al., (2004a) yaptiklar
calismada epididimal manda spermalarmi AndroMed®, Triladyl™ ve Red Ovine
Freezing Buffer (IMV, Fransa) sulandiricilar1 ile sulandirmis ve taze spermada
sirastyla % 31 + 21, % 19 £ 11 ve % 24 + 15 olarak tespit etmislerdir. Yapilan bir
bagka caligmada ise TYS (Tris-yumurta sarisi-gliserol) sulandiricist (3,028 gr Tris
(hydroxy methyl) amino methane, 1,675 gr sitrik asit monohidrat, 1,25 gr friiktoz,
500-1000 1U/ml Penicillin G sodium, 500-1000 pg/ml streptomycin sulphate, % 10
yumurta sarisi, % 7 gliserol ve distile su ile 100 ml’ye tamamlanmis soliisyon) ile
epididimal manda spermalari sulandirilmig ve taze spermada % 72,75 + 0,91

oraninda progresif motilite tespit etmislerdir (Hiron, et al., 2006).

Motilite degerlerinin yani1 sira yapilan bagka calismalarda da akrozomal
biitiinliik ve 6lii-canli spermatozoa oranlari arastirilmis Singh, et al., (2007) yilindaki
caligmalarinda dondurma oncesi spermanin muayenesinde akrozomal biitiinligi %
80,2 = 1,08 ve canli spermatozoa oranini % 83,6 = 0,95 olarak tespit etmislerdir.
Lambrechts, et al., (1999), 1995 ve 1996 yillarinda yilin tamamini kapsayan

calismalarinda akrozomal biitiinliikk, anormal spermatozoon ve 6li spermatozoon
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oranlarini aragtirmis dondurma oOncesi (taze) elde ettikleri akrozomal biitlinliik
sonuglari sirastyla % 89,3 £ 2,3 ve % 93,5 £ 2,2 verilerini anormal spermatozoon
oranlarmi sirastyla % 31.3 + 7.6 ve 24.7 + 6.7 verilerini elde ederken o6li
spermatozoa oraninda ise sirasiyla % 9,6 £ 2 ve % 15,6 = 1,1 verilerini elde
etmislerdir. Kaydedilen anormal morfolojiler arasinda ¢ift baslilar, kopuk baglilar,
cift orta parca, biikiilmiis orta parga, sitoplazmik damlaciklar, ¢ift kuyruklar ve
kivrimli kuyruklar gibi anomaliler kayit edilmistir (Lambrechts, et al., 1999).
Cevresel etkilerden veya genetik faktorlerden kaynaklanabilecek anomaliler bas orta
kisim ve kuyruk anomalilerine gore smiflandirilabilir (Sekil 2.4). Bir numunedeki
anomali yiizdesi mevsim, cins, bosalma sikligi ve stresten etkilenebilir. Yiiksek
anomali  yiizdesi  spermanin  kullanimi  veya  kriyoprezervasyonu  igin

degerlendirilmesini etkileyecektir (Van Leeuwen, 2020).
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Sekil 2. 4. Normal ve Anormal Spermatozoon Goérselleri (Van Leeuwen, 2020).

Kumar, et al., (2008)’deki seminal plazma proteinlerinin spermanin
dondurulabilirligi lizerine etkisinin arastirildig1 calismalarinda akrozomal biitiinliik
ve Olii-canli spermatozoon oranlari da incelenmis, dondurma Oncesi spermanin

muayenesinde % 80,33 + 0,33 akrozomal biitiinliik tespit edilirken, 6lii spermatozoa
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oranini da % 17,67 + 0,33 olarak bulmuslardir. Yulnawati, et al., (2010)’daki ejakiile
ve epididimal spermanin karsilastirilmasimin yapildigr c¢alismalarinda motilite,

anormal ve sitoplazmik membran gegirgenligi parametrelerini Tablo 2. 6.’daki gibi

bildirmistir.

Tablo 2. 6. Ejakule ve epididimal sperma arasindaki farklar (Yulnawati, et al., (2010).
Parametreler Ejakule Sperma (%) Epididimal Sperma (%)
Motilite 70.0£ 0.0 65.0+£0.0
Anormal spermatozoon 6.5+15 15.0+£3.0
Sitoplazmik membran gegirgenligi 77515 79.0+ 0.0

2.6. Kriyoprezervasyon ve Etkileri

Kriyoprezervasyon, hiicrelere uygulanacak islemler (sulandirma-sogutma-
dondurma-¢ozdiirme) esnasinda olusabilecek ozmotik ve termik soklara karsi
hiicrelerin en iist seviyedeki biyolojik uyumunu kapsayan fizyolojik olmayan bir
yontemdir (Holt, 2000). Dondurma-¢6zdiirme islemleri esnasinda olusabilecek
hasarlar genellikle hiicre zar1 (plazma ve mitekondriyal) etkilerken, hiicre gekirdegi
de etkilenebilmektedir (Blesbois, 2007). Hiicre zarinda meydana gelebilecek
hasarlarin, spermatozoa canlilig1r ve adenozin trifosfat konsantrasyonu dahil bir¢cok

metabolik olay iizerine etkisi vardir (Andrabi, 2009).

Gao, (1997)’ya gore hiicre kriyoprezervasyonunda kullanilan baslica adimlar su
sekilde 6zetlenebilir:
1. Sogutmadan 6nce hiicrelere kriyoprotektif ajanlarin eklenmesi,
2. Hicre siispansiyonunun donma noktasinda veya birka¢ derece altinda ve
hiicrelerin depolandigi diistik bir sicakliga sogutmak (kendiliginden veya yapay
olarak asir1 sogutmayr Onlemek i¢in hiicre siispansiyonundaki buz kristallerini
uyarmak)
3. Hiicreleri 1sitmak,

4. Numuneyi ¢ozdiikten sonra kriyoprotektif ajanlari hiicrelerden ¢ikarmak.

Dondurularak saklanan hiicrelere verilen zararin, yukaridaki adimlarin her biri

veya bir kombinasyonundan kaynaklandig: bildirilmistir (Gao, 1997).

Spermatozoon viicut disina c¢iktiktan sonra diisiikk sicakliklara karsi asiri
duyarlidir. Dondurulmus spermatozoonun ilk olarak plazma membrani hasar goriir.
Cozdiriilen spermada su ve iyonlarin hiicre i¢i ve disinda degismesine ve

spermatozoonlarin §liimiine neden olur (Bailey, et al., 2003).
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Kriyoprezervasyon esnasinda hiicrelerin meydana gelen zararlari ortaya ¢ikaran
durum, diistik sicaklikta depolamaya dayanma yetenekleri degildir; daha ziyade,
hiicrelerin iki kez (Sogutma ve 1sitma) gecmesi gereken bir ara sicaklik bolgesinin (-

15 ila -60 °C) sliimciilliigiidiir (Mazur, 1963).

Hiicreler yaklastk -5 °C' ye kadar sogutuldugunda hem hiicreler hem de
hiicreleri ¢evreleyen ortam donmamis ve asirt sogutulmus olarak kalir. D1s ortamda -
5 °C ila yaklasik -10 °C arasinda buz formlar1 (ya kendiliginden ya da soliisyonun
sinifinin bir sonucu olarak) olusur, ancak hiicrelerin igerikleri donmamis ve asiri
sogutulmus olarak (Muhtemelen plazma zarinin buz kristallerinin sitoplazmaya
dogru biiyiimesini engellediginden) kalir. Hiicrelerdeki asir1 sogutulmus su, kismen
donmus hiicre dis1 soliisyondaki sudan daha yiiksek bir kimyasal potansiyele sahiptir
ve bu nedenle su, ozmotik olarak hiicrelerden disar1 akar ve haricen donar.

Hiicrelerde yasanan sonraki fiziksel olaylar soguma hizina baghidir (Gao, 1997).

Hiicreler cok hizli sogutulursa, dengeyi saglamak i¢in su yeterince hizl
kaybolmaz; hiicreler giderek daha fazla sogumus hale gelir ve sonunda hiicre i¢inde
donarak dengeye ulasir. Sogutma yeterince yavassa, hiicreler asir1 sogutmay1 ortadan
kaldirmak icin hiicre i¢i ¢ézlinen maddeleri yeterince yogunlastirmak igin hizli su
kaybedeceklerdir. Sonu¢ olarak hiicreler susuz kalir ve hiicre i¢i olarak donmaz.
Bununla birlikte, hiicreler ¢ok yavas sogutulursa, ciddi bir hacim daralmasi olacak ve
istenilen seviye elde edilmeden 6nce yiiksek ¢oziinen konsantrasyonlara uzun siire
maruz kalma yasayacaklardir ve her ikisi de hiicre hasarina neden olabilir (Mazur,

1963).

Lovelock, (1957), artan ¢6zelti konsantrasyonunun ve hiicre dehidrasyonunun,
hiicre zarlarmin lipid-protein kompleksleri tizerinde zararli etkileri oldugunu, onlari
zayiflattigim1 ve lipid ve fosfolipid kayiplarmi artirdigini buna bagli olarak ta
hiicrenin, sonunda parcalanarak katyonlara ve sismelere gecirgen hale getirildigini

One strmiistiir.

Sicakliktaki agir1 diisiise bagli olarak, hiicre i¢i suyun donma riski ve buna bagh
olarak buz kristallerinin olugumunun mekanik stresinden hiicresel yapilarin
bozulmasi, kritik deger olan -10 °‘C'ye ulastiginda ortaya cikabilir. Siddetli
dehidrasyon, makromollekiillerin denatiirasyonuna ve hiicrenin asir1 kiictilmesine ve

geri doniisii olmayan membran yikimina kadar neden oldugu ¢ozelti etkisi hasarina
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yol acabilir. Diger bir zarar verici etki, hiicrenin her yerinde buz olusumunun

mekanik stresidir (Gao, 1997).

Sogutma esnasinda ortaya ¢ikacak en 6nemli hasar da soguk soku hasaridir.
Soguk sokunun zararli etkisi kolesterol/fosfolipid orani, lipid igerigi, hidrokarbon
zinciri doygunluk derecesi ve protein/fosfolipid orani gibi membran igeriklerinin
bilesimine baglidir (Parks, 1997). Bununla birlikte oksidatif stres ve reaktif oksijen
tiirlerinin tiretimi ile de baglantilidir (Chatterjee, et al., 2001). Rajoriya, et al., (2016)
yilinda yapmis olduklari manda spermasmmin  membran kolesteroliiniin
zenginlestirilmesinin, ¢6zim sonu sperma kalitesine etkisinin arastirildig
caligmalarinda kriyoprezervasyonun asamalarinda membran kolesteroliindeki artigla
iligkili olarak plazma membran biitiinliiglinde 6nemli bir artisin goriildigiini

bildirmislerdir.

Sperma sulandiricisi olarak kullanilan yumurta sarist ve siitiin spermay1 nasil
koruyabildigine dair bilgiler tam olmamakla birlikte, yumurta sarisiin koruyucu
etkisini fosfolipidler ve diisikk yogunluklu lipoprotein bilesenleri igermesinden
kaynaklandig1 buna karsin siitiinde protein fraksiyonu ile koruyucu mekanizmaya
katki sagladigir disiiniilmektedir. Fosfolipidlerin spermatozoonun maruz kaldigi
sogutma hasarint membran bilesimi ve/veya fiziksel Ozelliklerini kaybettirmeden

azaltabilmektedir (Parks, 1997).

Dondurma ve ¢ozdiirme esnasinda olusan ozmotik dengeleme, hiicreler igin
hareketli akiskan gecirgenligi ile tanimlanir. Memeli tiirlerinde spermanin
dondurulabilmesi i¢in kullanilan kriyoprotektanlarin basarist hiicreye hizh
penetrasyon saglayabilmesi, diisiik aktivasyon enerjisine ve diisiik hiicresel

toksisiteye sahip olmasi gibi 6nemli faktorlere baghdir (Biiyiikleblebici, 2012).

Kriyoprotektan ajanlarin kullanimi, hiicre i¢i buz olusumunu onlemek ve
¢ozelti etkisini kisitlamak igin ¢ok Onemlidir. Sperma i¢in en ¢ok kullanilan
kriyoprotektan ajan ise gliseroldiir. Gegirgen olmayan Kriyoprotektan ajanlara benzer
sekilde, gliserol, hiicre dehidrasyonunun ozmotik uyarimi yoluyla hiicre dis1 bir etki
uygular, béylece donma i¢in mevcut hiicre i¢i su hacmini azaltir. Gliseroliin hiicre
zarma niifuz etme kabiliyeti yoluyla ortaya ¢ikan hiicre i¢i bir etkisi, dehidrasyonun
hiicre i¢i ozmotik stres etkisini azaltmasidir. Bu, hiicresel hacmin korunmasi, iyonlar

ve makromolekiillerle etkilesim igin gerekli hiicre i¢i suyu degistirerek ve suyun
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donma noktasin diisiirerek gerceklesir. Kullanilan konsantrasyona bagli olarak niifuz
eden kriyoprotektan ajanlar toksiktir ve membran hasarina neden olabilir ve
spermatozoon hareketliligini azaltabilir. En uygun donma hizlarmin yam sira
kullanilan Kkriyoprotektan ajan tiirleri ve konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin
onemli hiicresel ozellikler, yiizey/hacim orani, suya karst membran gegirgenligi ve
kriyoprotektan ajan (ve karsilik gelen aktivasyon sicakliklari) ve membranin fiziksel
strese olan egilimidir. Farkli tiirlerden spermatozoa, hiicre sekli, hiicre hacmi,
organel boyutu ve kompozisyonundaki kalitsal o6zellikler nedeniyle basarili

kriyoprezervasyon i¢in farkli protokoller gerektirir (Mederios, et al., 2002).

Spermalara yapilacak islemlerden sogutma ve dondurma-¢ozdiirme iglemleri
esnasinda spermatozoon membrani iizerinde fiziksel ve kimyasal strese bagl
reaksiyonlar spermatozoon canliligin1 ve fertilizasyon yeteneginin azalmasina neden
olmaktadir (Chatterjee, et al., 2001). Yapilan islemler sonucunda spermatozoon
hiicresinin vermesi muhtemel cevaplar Tablo 2.7.’de verilmistir (Morris and Clarke,
1987).

Tablo 2. 7. Hiicrenin dondurulup-¢6zdiiriilmesi esnasinda meydana gelen hasarlarin kaynaklari
(Morris and Clarke, 1987°den uyarlanmigtir.)

Hiicrede Olusan Durum Hiicrenin Verecegi Olas1 Yamt

Sicaklik azalmasi Membran lipit faz degisiklikleri ve hiicre iskeletinin
depolimerizasyonu

Cozlinen madde artigi Ozmotik biiziisme

Iyonik madde artis1 Membran tizerine direk etki ve membran proteinlerinin
¢Oziinmesine neden olma

Dehidrasyon Iki katmanli lipit yapisinin destabilizasyonu

Hava kabarcig1 olusumu Membranlara ve hiicre iskeletine mekanik hasar

Soliisyon viskozitesinde artig Difiizyon isleminin muhtemel kisitlanmasi

pH’da meydana gelen degisiklikler Protein denatiirasyonu

Hiicreler arasi direk etkilesim Membran hasari

2.7. Manda Spermasinin Dondurulma Adimlari

Manda spermasimin laboratuvara getirildikten sonra dondurulma protokolleri

asagidaki gibi meydana gelmektedir (Sansone, et al., 2000).

- Son konsantrasyonun 120-150x10° olacak sekilde uygun sulandirici
kullanilarak tek ya da iki adimda spermanin sulandirilmasi
- +5°C deki spermanin 0,2-0,4 °C /dk’lik bir hizda sogutulmasi

- Payet icinde paketlenmesi
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- Tek adimda yapilan sulandirmada 2 saat, iki adimda yapilan sulandirmada
4-6 saatlik equilibrasyona tabi tutulmasi
- Programli sogutma makinasi varsa onda, yoksa payetler sivi azotun 4 cm

uizerinde s1v1 azot buharinda 10-20 dakikada dondurulmasi

Sansone, et al., (2000)’de manda spermasinin dondurulabilme kapasitesinin
zay1f oldugunu, bu zayifligin spermatozoa membraninda ki diisiik fosfolipit icerigi ve
dondurma-¢ozdiirme islemleri esnasinda bu yapinin kaybi ile iliskili oldugunu

bildirmislerdir.

Dondurma isleminden Once spermatozoonlarin sulandirma oranlart da
dondurma iglemi i¢in kritik agamalardan biridir ve tiirden tiire ve sulandiricilara gore
degisiklik gostermektedir. Andrabi, (2009) manda spermasi sulandirma oranlarini

1:1°den 1:12’ye varan oranlarda basariyla kullanmustir.

Dondurma ve ¢ozdirme islemleri esnasinda ortaya ¢ikan ani sicaklik
degisikliklerine kars1 spermatozoonlar1 koruyan kriyoprotektif maddeler; hiicre igine
giren ya da hiicre disindan etki gosterenler olarak iki sinifa ayrilir. Bu alanda bilinen
ve hiicre i¢i etki gosteren en dnemli madde gliseroldiir. Donma aninda en onemli
olay kristallesmedir. Bunun neticesinde hiicre membraninda yirtilmalar, pH
degisiklikleri ve dehidrasyon ortaya cikar. Giseroliin hiicre icerisine girmek suretiyle
hiicre i¢indeki suyun kismen disar1 ¢ikmasmi saglayarak soliisyonun donma
noktasini disilirdiigii ve dondurma islemi sirasinda genis buz kristallerinin
sekillenmesine engel oldugu tespit edilmistir. Sulandiricinin igerisindeki diger
maddelerin oranma bagli olarak degismekle birlikte yaygin olarak % 3 ile % 10
arasinda degisen oranlarda sperma sulandiricisina gliserol ilavesi yapilabilmektedir.
Spermaya gliserol ilavesini takiben dondurma islemine gecilmeden Once
spermatozoon membraninin her iki tarafinda gliseroliin dengeye ulasmas igin + 5 °C
de belli bir siire beklenmesinde equilibrasyon siiresi denmektedir. Equlibrasyon
yalnizca gliserol konsantrasyon dengesi olmayip, gliserolle beraber diger ozmotik
aktif sulandirici bilsenlerini de icerdigi goz ardi edilmemelidir (Salamon and
Maxwell, 2000). Yapilan bir calismalarda 2-9 saat arasinda degisen zamanlarda
equilibrasyona birakilmis denemelerde ¢6ziim sonu sperma kalitesi iizerine bir etkisi
olmadigini bildirmislerdir (Herold, et al., 2004b; Herold, et al., 2006). Equilibrasyon
stirelerinin arastirilmasimin yapildigir bir baska calismada ise farkli equilibrasyon

stireleri  iizerine c¢alisilmis 2 saatlik equilibrasyon siiresi dondurma sonrasi
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parametreleri olumsuz manada etkilemis, daha fazla equilibrasyon siireleri (4-8-16)
arasinda ¢ok fark olmasa da en iyi sonucun 4 saatlik equilibrasyon siiresi oldugunu

bildirmislerdir (Shahverdi, et al., 2014).
2.8. Epididimal Manda Spermasinin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Sulandiricilar ~ sperma  numunelerini  seyreltmek,  depolamak  ve
kriyoprezervasyon protokollerinde kullanmak amaciyla kullanilirlar. Sulandiricilar
spermatozoay: beslemek i¢in besin agisindan zengin ve spermatozoonun yasamasi
icin optimum ortami saglamalidir. Epididimal manda spermasinin sulandirilarak
dondurulmasinda sitrik asit bazli, sitrat bazli ve tris bazli hazirlanabilen
sulandiricilarin yani sira ticari satigi olan sulandirict preparatlarda kullanilmaya
baglanmustir. Yapilan ¢alismalarda sulandiricilarin ve donmanin sperma Kalitesi
tizerine etkisini motilite, anormal spermatozoa orani, Olii spermatozoa orani ve
spermanin membran bitiinligi gibi spermatolojik parametreler incelenerek

arastirilmistir.

Besin agisindan zengin olan Ham’s F10 spermatozoonun kisa siireli saklanmasi
icin kullanilan sulandiricilara bir 6rnek olarak gosterilmistir (Lambrechts, et al.,
1999).

Manda spermasiin dondurulmasi i¢in laboratuvar ortaminda yapilan sitratli-
sitrik asit bazli ve tris bazli sulandiricilarin yami sira ticari olarak satilan
sulandiricilarda kullanilmaya baglanilmistir. Chinnaiya and Ganguli, (1980)’de
akrozomal hasarin arastirildigi ¢alismalarinda Tris yumurta sarist gliserol (TRIS)
igeren sulandiricinin yumurta sarisi sitrat (EYC) veya peynir altt suyu sitrik asit
(CAW) igeren sulandiricilara nazaran ¢oziim sonu motilite oranlarinin daha iyi
oldugunu ortaya koymuslardir. Yapilan baska bir ¢calismada ise Tris yumurta sarist %
7 gliserol (TY-G) sulandiricist ile Sitrik asit peynir alt1 suyu % 7 gliserol (CAW-G)
igeren sulandiricilar farkli equilibrasyon siirelerinde dondurulmustur. Equilibrasyon
stirelerinden bagimsiz olarak TY-G sulandiricilarina kiyasla CAW-G sulandiricisinda
daha yiiksek bir hareketlilik kaybi goézlemlenmistir. Bu kaybin muhtemelen
olgunlasmamis zayif ve yashh spermalarmm Oliimiinden kaynakli olabilecegini
diisinmiislerdir. Yapilan ¢alismada 4 saatlik equilibrasyon siiresinin TY-G
sulandiricisinin - manda  spermasmin  derin  dondurulmasi i¢in basar1 ile

kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (Tuli, et al., 1981).
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Waheed, et al., (2012) yilinda sulandirictya konulan tavuk yumurta sarisi
(TYS) yerine belli oranlarda 6rdek yumurta saris1 (OYS) katmis ve sperma
kalitesinin etkilenmesini arastirmislardir. % 20 tavuk yumurta sarisi yerine degisik
oranlarda (% 5, %10, %15 ve % 20) 6rdek yumurta sarisi ile laboratuvarda tris-sitrik
asit-fruktoz ve gliserolle hazirladiklar1 sulandiricilar1 karsilagtirmistir. Suni vajenle
alman ve % 60 ve ilizeri motilite degerlerine sahip spermalar1 degerlendirmeye
aldiklar1 ¢caligma sonucu ortalama motilite % 69,3 + 0,43, ortalama plazma membran
biitiinligi % 84,82 + 0,25, ortalama bas-orta-kuyruk anomalileri orani sirasiyla %
8,28 + 0,19, % 1,65 £ 0,05, % 11,73 £ 0,23 olarak tespit edilmistir. Spermalarin
dondurma ¢6zdiirme sonrasi motilitesi % 48,83 + 0,45 olarak bulunmustur. Caligsma
sonucunda sulandiricidaki % 20 TYS, % 20 OYS ile degistirildiginde manda
spermast kalitesini arttirdigi buna ragmen daha az oranlarda sulandiriciya katilan
OYS oranlarinin sperma kalitesini olumsuz etkiledigi sonucuna varilmistir. Yapilan
bagka bir ¢alismada ise Kadirvel, et al., (2009) yilinda suni vajenle elde edilen % 70
tizeri motil sperma orneklerini degerlendirmeye aldiklar1 Tris, sitrik asit, friikktoz,
yumurta saris1 ve gliserol i¢ceren sulandirict kullandiklar1 ¢alismalarinda ¢6ziim sonu
sperma motilitesini taze spermanin motilitesinden % 28 oraninda daha diisiik

oldugunu gozlemlemislerdir.

Tris (Tris, sitrik asit, yumurta saris1 ve gliserol i¢eren laboratuvarda hazirlanan
sulandirici) sulandiricisini ticari bir sulandirici olan Bioxcell ile karsilastirmali olarak
ve % 80 tizeri motil spermalarin degerlendirildigi bir calismada dondurma sonrasi
¢oziim motilite oranlar1 sirasiyla % 39,16 + 1,10 ve % 47,20 + 1,63 olarak tespit
edilmistir. Ayn1 calismada ¢6ziim sonrasi akrozomal biitlinliik-hipoozmotik sisme
testi-canli spermatozoa oranlari Tris-Sitrat-yumurta sarist kullanilan sulandirict i¢in
strasiyla % 19,28- % 42,92- % 55,08 bulunurken Bioxcell sulandiricist igin sirastyla
% 21,96 -% 45,96 -% 61,88 olarak tespit edilmistir (Asr, et al., 2011).

Bagka bir ¢alismada farkli kanatl tiirlerine ait yumurta (ticari tavuk yumurtasi,
ordek yumurtasi, Gine hindi yumurtasi, Hint Yerli tavuk yumurtasi) sarilarinin ayni
oranlarda (%20), Tris (tris-sitrik asit-fruktoz ve gliserol) sulandiricisina katilmasiyla
hazirlanan sulandiricilarin  sperma kalitesine etkisi arastirilmistir.  Hazirlanan
sulandiricilardan 6rdek yumurta sarisi ilaveli sulandiricinin diger tavuk tiirlerine
oranla dondurulmus c¢ozdiiriilmiis manda spermasinin kalitesini daha iyi oranda

korudugunu bildirmislerdir. Ayni ¢alismada 6rdek yumurta sarist katilmig sperma
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sulandiricisinin manda spermatozoonunun kuyruk anormali oranlarina bakildiginda
onemli derecede diger tiirlerden diisiik oldugu tespit edilmistir (Andrabi, et al.,
2008). Kumar, et al, (2016) yilinda yapmis olduklar1 c¢alismada sperma
sulandiricisina katilan yumurta sarisi (% 10) yerine sulandiriciya ti¢ farkli oranda (%
2, % 4, % 6) yumurta saris1 tozu ilavesi yapmis ve sulandiriciya % 4 diizeyinde
yumurta sarisi tozu ilavesinin (% 10) taze yumurta saris1 ve diger seviyelerdeki (% 2,
% 4) yumurta tozu ilavesine oranla ¢ozdiirme sonrasi sperma kalitesi agisindan
onemli Ol¢lide daha iyi sonuglar elde etmislerdir. Sulandiriciya katilan % 4
oranindaki yumurta sarist tozu ilavesinin, manda spermasmin dondurularak

saklanmasi i¢in alternatif olabilecegini belirtmislerdir.

Sperma dondurulmasi i¢in hazirlanan sulandiricilar genellikle ejakiilattan elde
edilen seminal plazma iceren spermanin dondurulmasi amaciyla kullanilmis ve buna
gore tasarlanmistir. Epididimal sperma seminal plazma igermediginden direk
sulandiric1 ile muamele goriir ve bu da motilite ilizerine negatif etki edebilir. Bu
durumda sadece birka¢ damla sulandirici ile muamele edip sonra seminal plazma
eklenmelidir. Bu islemden sonra epididimal sperma sulandirici ile seyreltilmelidir

(Herold, et al., 2004a).

Yapilan bir ¢alismada Herold, et al., (2004b) yumurta sarisi igeren ve
icermeyen sulandiricilar karsilagtirmis yumurta saris1 igeren sulandiricinin yumurta
saris1 icermeyen sulandirictya gore ¢oziim sonu progresif motilite oranlarin daha

yiiksek degerlerde oldugunu ortaya koymustur.

Sulandirma islemi ve dondurma islemleri sirasinda spermatozoa, fiziksel veya
kimyasal stres nedeniyle membran hasarina maruz kalabilir, bu da spermatozoonlarin
genel kalitesini diisiiriir ve bdylece bir spermatozoonun fertilizasyon yeteneginde
azalma meydana gelir (Andrabi, 2009; Shah, et al., 2016). Sulandiriciya
kriyoprotektan eklenmesinin amaci, dondurulmus sperma ¢oziildiikten sonra
spermanin canliligini ve fertilizasyon yetenegini arttirmaktir. Sperma sulandiricisina
katilan maddeler, soguk sokuna karsi korumaya yardimci ve besleyici rollere
sahiptir. Depolama ve dondurarak saklama sirasinda spermanin canliliginin daha iyi
korumasinin saglamast amaciyla sekerler, antioksidanlar ve mineraller gibi

bilesenlerin eklenmesi gerekmektedir (Van Leeuwen, 2020).
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Dondurma ve ¢ozdiirme islemlerinde 1s1 farkliliklarinin arastirildigi  bir
calismada spermatozoanin sifirin altinda olan bir sicakliga konmadan 6nce yiiksek
sogutma hizi uygulandigi takdirde motilitesinin daha yiiksek olacagi tespit edilmistir.
Cozdiirme isleminde de hizli ¢dzdiirmenin (37 ‘C’de 15 sn) yavas ¢ozdiirmeye (27-

30 °C’deldk) gore daha iyi sonuglar verdigi bildirilmistir (Sukhato, et al., 2001).

Tris-yumurta sarisi-gliserol ile hazirlanan sulandirict ile sulandirilan epididimal
manda spermasindan elde edilen dondurma 6ncesi ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis

spermanin muayene sonuglari Tablo 2.8.’de verilmistir (Hiron, et al., 2006).

Tablo 2. 8. Hiron ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alisma sonuglari

Dondurma oncesi Dondurma sonrasi
Progresif motilite % 72,75 % 51,58
Canli spermatozoa % 83,92 % 68,67
Akrozom biitiinligi % 80,42 % 66,83
HOST % 72 % 59,67

Bagka bir calismada iki ticari sulandirici olan Triladyl ve Andromed
sulandiricilart ile yapilan calismada taze ve ¢6ziim sonu elde edilen motilite ve
progresif motilite oranlar1 karsilastirilmistir. Triladyl sulandiricisi igin taze spermada
motilite ve progresif motilite oranlart % 61 + 15 ve % 21 + 9 iken ¢6zliim sonu
oranlar1 swrastyla % 53 + 12 ve % 17 + 11 olarak bulunmustur. Andromed
sulandiricist igin taze spermada % 58 + 17 ve % 35 + 21 iken ¢6zlim sonu spermada
bu oran % 46 + 14 ve % 14 + 13 olarak kayit edilmistir (Herold, et al., 2006). Bu
calismayla paralel olarak ayni ticari sulandiricilara % 10’luk sigir seminal plazmasi
katilarak elde edilen sulandiricilarin karsilastirmali olarak manda epididimal
spermasinin dondurulmasinin degerlerndirildigi ¢alismainin sonuglar1 Tablo 2.9.’da

gosterilmistir (Herold, et al, 2004a).

Tablo 2. 9. Herold, et al, (2004a) yapmis olduklari ¢calisma sonuglari

Sulandirilmis Sperma Coziim Sonu Sperma
Motilite (%) P. Motilte (%) Motilite (%) P. Motilite (%)
Triladyl 48,1£16,39 21,6£12,77 56,4+16,15 21,7£16,72
Triladly+%10 SSP 36+16,68 14+10,47 45,9+18,53 13,4+1,71
Andromed 53+12,51 32,3+19,01 44,1+21,94 16,7+9,48
Andromed+%10 SSP 28+17,57 12,549,02 47,8+20,11 17,2+14,62

Yapilan calismalarda dondurma sonrasi akrozomal biitiinlik ve o6li
spermatozoa verileri bildirilmistir. Kumar, et al., (2008) yilinda yaptiklar1 ¢alismada

% 64,58 + 0,99 oraninda akrozom biitiinliik ile % 35,83 + 0,41 6lii spermatozoa orani
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bildirilmistir. Ticari sulandiricilarin karsilastirildigi baska bir ¢alismada da Triladyl
sulandiricist ile sulandirilan spermada ¢dziim sonu akrozomal biitiinlik % 56 + 6
Andromed sulandiricisi ile sulandirilan spermada ¢6ziim sonu akrozomal biitiinliik %
54 + 6 olarak bildirilmistir (Herold, et al., 2006). Dondurulmus Co6zdiirilmiis
epididimal manda spermasmnin sperma kalitesi ve suni tohumlama basarisinin
oranlarinin aragtirildigi ¢aligmada sulandirici olarak soya fasulyesi bazli sulandirici
ve % 20 oraninda yumurta sarist bulunan Tris ve Sitrat esasli sulandiricilar
kullanilmistir. Hem soya fasulyesi bazli hemde yumurta saris1 bazli sulandiricilarin
¢cozdiirme sonrasi epididimal sperma kalitesini koruyabildigi ve benzer gebelik orani
sagladigimi bildirmislerdir (Yulnawati, et al., 2013). Calismanin ¢6ziim sonu

parametreleri Tablo 2.10.’da verilmistir.

Tablo 2.10. C6ziim sonu Spermatolojik parametreler (Yulnawati et al., 2013)

Plazma membran Gebelik ve dogum
Progresif Motilite (%) gecirgenligi (%) Oram (%)
Soya bazh 45,00 + 4,08 65,82 £ 1,98 37,5
Tris+YS 40,00 + 2,89 65,43 £4,16 40
Sitrat + YS 39,17 £5,34 63,03 + 3,61

Camargos et al., (2013b) yilinda spermatozoon hareketliligini uyarmasi ile
bilinen Sperm TALP Medyum ve Fert TALP Medyumlarinin epididimal manda
spermasinin hareketliligine etkisi ilizerine yapmis olduklar1 ¢aligmada spermaya
medyumlar1 eklemis 15 dakikalik inkubasyondan sonra santrifiije ederek spermalari
ayirmig ve dondurma oncesinde Tris sulandiricist ile sulandirarak dondurmuslardir.
Spermatolojik parametrelerden progresif motilite konrol grubunda % 7,3 iken Sperm
TALP Medyumu ile inkube edilmis spermada % 24,87 Fert TALP Medyum ile
inkube edilmis spermada da % 29,7 olarak tespit etmislerdir. Plazma membran
gecirgenligi sonuclarini da konrol grubunda % 11,47 iken Sperm ve Fert TALP
Medyumunda inkube olanlarda sirasiyla % 36,23 ve % 39,67 olarak bildirmislerdir.
Sonug olarak spermanin hem Sperm TALP Medyumu hemde Fert TALP Medyumu
ile inkube edilmis olmas1 spermalarin ¢dziim sonu sperma kalitesini 6nemli dlgiide

arttirmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Hayvan Materyali

Universiteye yakin mezbahanelere getirilen saglikli ve gelisimini tamamlamis 3
yas ve lzerinde olan yaklasik 200’e¢ yakin hayvan incelendi. Kesim Oncesi
muayenesi Resmi Veteriner Hekim’ler tarafindan yapilan ve kesimine onay verilen
15 adet saglikli Anadolu Mandalarindan alinan testisler c¢aligmanin materyal

boliimiini olusturdu (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Anadolu Mandasi



3.2. Testislerin Alinmasi

Kesim i¢in mezbahaya gelen mandalarin testisleri Lambrechts, et al., (1999)’da
belirtildigi gibi, kesimin hemen ardindan scrotumlar1 bir bigak ile kesilerek aciga

cikarilmasindan sonra spermatik kord’tan epididimislerle beraber kesilerek

uzaklastirildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.2. Testislerin Elde Edilmesi
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3.3. Testislerin Laboratuvara Getirilmesi

Epididimisler sogutulmanin hizlanmasi amaciyla testislerden Kkesilerek
uzaklastirild. Daha 6ncesinden + 4 ‘C’yi saglayacak sekilde buz kaliplari ile
sogutulan kapali bir termosa epididimisler konularak vakit gegirilmeden en kisa
stirede (en ge¢ 30 dk) laboratuvara getirildi. Laboratuvara getirilen epididimisler
buzdolabinda islenmek tizere bekletildi. Laboratuvardaki epididimislerin en ge¢ 4
saat igerisinde is ve islemleri tamamlandi (Lambrechts, et al., 1999). Sekil 3.3.’te

epididimislerin laboratuvara getirilmesinin resimleri yer almaktadir.

Sekil 3.3. Epididimislerin Laboratuvara Getirilmesi

3.4. Spermanin Elde Edilmesi

Testislerden ayrilmis olan epididimisler steril bir bistiiri yardimiyla cauda
epididimis iizerine kesitler atilarak ductus epididimiste bulunan spermanin disari
¢ikmasi saglandi. Digar1 ¢ikan sperma steril bir enjektdr yardimiyla ¢ekilerek elde

edildi (Patrizio, et al., 1988) (Sekil 3.4.).
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3.5. Spermanin Sulandirilmasi

Calismada farkli sulandiricilarin (Sekil 3.5.) kullanilacagi 6 deneme grubu
olusturuldu. Elde edilen spermalar 6 ayri sulandirma soliisyonu i¢in esit miktarda

bolistiiriilerek ¢alismanin gruplari olusturuldu. Deneme gruplarinda spermalar;

1. Deneme grubu TRIS (3,028 gr Tris, 1,675 gr sitrik asit, 1,25 gr friikktoz, %7

gliserol ve %20 yumurta saris1) sulandiricist ile;

2. Deneme grubu ticari bir preparat olan OptixCell® (sentezlenmis

lipozomlara dayanan hayvansal protein icermeyen) sulandiricisi ile,

3. Deneme grubu ticari bir preparat olan Bioxcell® (Bitkisel protein bazli

hayvansal protein icermeyen) sulandiricist ile,

4. Deneme grubu ticari bir preparat olan BullXcell® (Yumurta sarisi

eklenmesi icin 6zel hazirlanmis 6zel preparat) sulandiricist ile,

5. Deneme grubu ticari bir preparat olan AndroMed® (Fosfolipidler, TRIS,
sitrik asit, seker, antioksidan, tampon, gliserol ve saf su igeren hayvansal kokenli

icerik icermeyen) sulandiricist ile,

6. Deneme grubu ticari bir preparat olan Steridly® (TRIS, sitrik asit, seker,
tampon, gliserol, saf su ve 1simlanmig steril yumurta sarisi igeren) sulandiricist ile

sulandirildi.

Sekil 3.5. Calismada Kullanilan Ticari Sulandiricilar
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3.6. Sulandirilan Spermalarin Equilibrasyonu ve Dondurma-Coézdiirmesi

Sulandirilan epididimal spermalar son konsantrasyonlart 80-100x10° sp/ml
olacak sekilde ayarlandiktan sonra manuel olarak 0,25 ml’lik payetlere c¢ekildi.
Ardindan payetler igerisindeki spermalar + 4 ‘C’de 4 saat equilibrasyona tabi
tutulduktan sonra s1v1 azotun 6 cm iistiinde tutularak sivi azot buharinda (—80 C ila
—120 °C’de) 20 dk. bekletilerek donduruldu (Sansone, et al., 2000). Son olarak -196
‘C’deki siv1 azot igerisine daldirilip, ¢dzdiirme islemine kadar sivi azot tanki
igerisinde saklandi. Dondurululan payetler incelenmek tizere sivi azot tankindan
alinarak 37 "C’ye ayarlanmis su banyosunda 30 saniye siireyle tututalarak ¢ozdiiriildii
ve ardindan payetlerden ¢ikarilan spermalar, spermatolojik parametreler yoniinden

incelendi. (Dudeja, 1990)

3.7. Caisma Gruplar1 Spermatolojik Muayeneleri (Taze, Equilibrasyon

sonrasi ve Cozdiirme sonrasi)

Elde edilen spermalar spermatolojik parametreler yoniinden taze, equilibrasyon
sonrast ve dondurma-¢ézdirme sonrasi zamanlarda incelendi. Spermatolojik
parametrelerden spermatozoa motilitesi (%), spermatozoa yogunlugu (x10° sp/ml),
olii/canli spermatozoa orani (%), anormal spermatozoa orani (%) Tekin, (1994)’e
gore, Hipo-ozmotik sisme testi (HOST) orami da (Saribzkan ve ark., 2015)

yontemlerine gore tespit edildi.
3.7.1. Motilite Muayenesi (%)

Motilite muayenesi 1sitma tablali, faz-kontrast mikroskop kullanilarak yapildi
ve orani yiizde (%) olarak belirlendi. Sulandirilan spermadan kiigiik bir damla
alinarak 1sitma tablali ve 1s1s1 37 °C’ye ayarlanmis mikroskopta lam iizerine konulup,
lamel ile kapatilarak 40% biiyiitmede spermatozoonlarin hareketlerinin incelenmesi
yapildi. Bir yonde giiclii hareket eden spermatozoonlarin hareketsiz veya diger
hareket bigimi gosterenlere orani en az birbirinden farkli ti¢ mikroskop alaninda

Olgiilmesi ile ortalamasi alinarak yiizde olarak tespit edildi (Tekin, 1994).
3.7.2. Olii/Canli Spermatozoa Orani (%)

Boyama yontemiyle (% 2’lik Eosin) 6lii/canli spermatozoon oranlari yiizde (%)

olarak belirlendi. Bu islem i¢in viicut 1sisina ayarlanmig lam, lamel ve % 2’lik Eosin
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boyasi kullanildi. Sulandirilan sperma, iki damla Eosin ile karistirilip bir lam iizerine
froti ¢ekildi ve 15 saniye boyunca kurumaya birakilan slaytlar mikroskopta 40x
bliyiitme ile 400 tane spermatozoon sayilarak, kirmizi renk boya alan (6l hiicrelerin)

spermatozoonlarin sayisi yiizde (%) olarak belirlendi (Tekin, 1994).
3.7.3. Anormal Spermatozoa Orani (%)

Anormal spermatozoon oraninin belirlenmesinde sivi fikzasyon yontemi
kullanildi. Bag-akrozom, orta kisim, kuyruk anomalileri ve toplam spermatozoa
anomalileri orami yiizde (%) olarak belirlendi. Sulandirilan sperma, Hancock
soliisyonu igerisinde fikse edildi ve hazirlanan bu soliisyondan bir damla lam tizerine
konulup iizeri lamel ile kapatildi. Kapatilan lamel {izerine bir damla immersiyon yagi
damlatilarak 100x biiyiitmede dort yiiz spermatozoon sayilarak morfolojileri yiizde

olarak tespit edildi (Tekin, 1994).
3.7.4. Hipo-Ozmotik Sisme Testi (HOST) Oram (%)

Hipo-ozmotik sisme testi (HOST), sarmal ve sismis kuyruklara dayali olarak
spermatozoon zarinin islevsel biitiinliiglinii  degerlendirmek i¢in kullanildi.
Spermatozoon membraninin fonksiyonel biitiinliigiinii  belirlemek i¢in 100
mOsm/It’lik bir soliisyon (9 gr fruktoz ile 4,9 gr sodyum sitratin 1 litre distile su
igerisinde ¢ozdiiriilmesi ile hazirlanan) kullanildi. 30 pl sperma 6rnegi 300 pl’lik 100
mOsm hipo-ozmotik soliisyonu igerisinde 37 “C'de 60 dakika boyunca inkiibasyona
birakildiktan sonra, bu karigimdan alinan 0,2 ml’lik 6rnek 1sitma tablali mikroskopta
100x biiyiitmede iki yiiz spermatozoon sayilarak degerlendirildi. Sismis veya
kivrilmis kuyruklu spermatozoonlar kaydedildi (Sarizkan ve ark., 2015).

3.8. istatistiksel Analiz

Calismada, epididimal manda spermalarmmi sulandirmasinda kullanilan
Andromed®, Bioxcell®, Bullxcell®, Optixcell®, Steridly® ve Tris (Tris- yumurta
sarisi-Sitrik asit- fruktoz- gliserol) sulandiricilarinin epididimal manda spermalarinda
farkli zamanlardaki (Taze, equilibrasyon sonrast ve dondurma ¢ozdiirme sonrasi)
progresif motilite orani, 6lii spermatozoon orani, anormal spermazoon (bas, orta
kisim, kuyruk ve toplam) orani ve hipo-osmotik sisme testi (HOST) oranlarinin

etkilerini ayr1 ayr1 ve birlikte degerlendirilmesi igcin GENMOD (Genellestirilmis
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Dogrusal Modeller) istatistik yonteminde logaritmik baglanti fonksiyonun
entegrasyonu ile analiz edilmistir. Ayrica tim degiskenlerin ortalama, ortalamanin
standart sapmasi, minimum ve maksimum degerler hesaplanarak tanitici istatistikler
seklinde Ozetlenmistir. Calismada yapilan tiim istatistik hesaplamalar ve istatistik

analizlerde SAS (2009) istatistik paket programindan yararlanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Mezbahanede kesilen erkek Anadolu mandalarinin saglikli 15 tanesinden kesim
sonrasi elde edilen epididimal spermalar spermatolojik muayenelerden spermatozoa
progresif motilitesi (%), 6lii/canli spermatozoa orant (%), anormal spermatozoa orani
(%) ve Hipo-osmotik sisme testi (HOST) oran1 (%) yoniinden taze, equilibrasyon

sonrasi ve ¢ozdiirme sonrasi olmak iizere 3 asamada degerlendirildi.

Spermatolojik paramaetrelerden progresif motilite bulgularini
karsilastirdigimizda taze spermada Andromed® ve Bioxcell® sulandiricilarimin diger
sulandiricilara gore Onemli derece kotii sonuglar verdigi belirlendi (P<.0001).
Cozdiirme sonrasinda alman bulgularda ise Optixcell® ve Tris sulandiricilart ile
sulandirilan spermalarin diger sulandiricilara oranla farklar1 6nemli bulundu

(P<.0001). Sulandiricilarin progresif motilite bulgular1 Tablo 4. 1.’de verilmistir.

Tablo 4. 1. Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrasi ve Cozdiirme
Sonras1 Progresif Motilite bulgulari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Co6zdiirme Sonrasi
Sonrast P

Andromed® 12,66 + 1,079 ody oy <.0001
Bioxcell® 14,00 + 1,30%% 1,33+ 0,94 1,00 + 0,728 <.0001
Bullxcell® 36,66 + 4,64 18,30 + 3,89 2,66+ 1,07°2 <.0001
Optixcell® 47,00 + 3,86%0% 29,00 + 3,20 6,00 + 1,48%7 <.0001
Steridly® 40,00 + 3,040 19,66 + 1,98 2,33+ 1,362 <.0001
Tris 55,00 +2,712* 36,33 £ 1,502 6,00 + 1,002 <.0001
P <.0001 <.0001 <.0001

*Stitunlar (a,b,c,d) ve satirlar (x,y,z) icinde farkli {ist simge harfleri olan sayilar 6nemli Olgiide
farklilik gosterir.

Olii spermatozoon oranlarmnin sulandiricilar arasinda karsilastiriimasinda her
lic zamanda da Andromed® ve Bioxcell® sulandiricilari ile sulandirilan spermalarin
degerleri anlamli derecede farkli bulundu (P<.0001). Taze sperma 6rneklerinde Tris
sulandiricisinda en az 6lii spermatozoon orani tespit edildi. Cozdiirme sonrasi yapilan
degerlendirmede Bullxcell®, Optixcell®, Steridly® ve Tris sulandiricilar arasinda
onemli bir fark belirlenmedi. Sulandiricilar arasi ve her 3 zamanda ki Ol

spermatozoon oranlar1 Tablo 4. 2.’de verilmistir.



Tablo 4. 2. Farkl1 sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrasi ve Cozdiirme

Sonrasi Olii Spermatozoon oranlari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme

sonrast Sonrasi
Andromed® 43,80 £ 0,872 66,93 + 0,89%Y 83,46+ 1,012  <.0001
Bioxcell® 42,40+1,07%%  63,13£1,82%  7820+1,71%* <0001
Bullxcell® 30,73 + 2,220 4426 + 3,36%Y 71,53 +£2,022 <0001
Optixcell®™ 25,93 & 1,684¢% 35,53 £ 12,2590y 70,00 + 2,742 <.0001
Steridly® 28,73 + 1,495¢% 3926+ 1,38%¢Y  71,66+2,45°7 <0001
Tris 22,00 + 0,984 31,13 + 1,06%Y 65,30 +2,94%  <.0001
P <.0001 <.0001 <.0001

*Stitunlar (a,b,c,d) ve satirlar (x,y,z) icinde farkli iist simge harfleri olan sayilar 6nemli dlgiide
farklilik gosterir.

Bas anormali oranlarina bakildiginda sulandiricilarin kendi arasinda her ii¢
zamanda da Onemli sayilacak bir fark bulunamadi (P <0.05). Bas anormalleri
bulgularinda taze ve ¢ozdiirme sonrast zamanlar1 arasinda bas anormal spermatozoa
oranlarinin karsilastirildiginda, anlamli derecede farkli olduklari tespit edildi. Sperma

sulandiricilarinin bas anormali oranlar1 Tablo 4. 3.’te verilmistir.

Tablo 4. 3. Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrasi ve Cozdiirme

Sonras1 Bag Anormali oranlari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme
sonrasi Sonrasi

Andromed® 4,33+ 0,26° 4,86 + 0,26° 5,563 +0,26°
Bioxcell® 4,13 £ 0,26° 4,86 + 0,26° 5,46 + 0,26°
Bullxcell® 4,26 +0,26° 4,60 + 0,26° 5,46 + 0,26°
Optixcell® 4,13+ 0,26° 5,00 + 0,262 5,86 + 0,26°
Steridly® 3,73 +£0,26° 4,60 + 0,262 5,40 + 0,262
Tris 3,80 £ 0,262 4,93 £+ 0,26° 5,60 + 0,262
P 0.05 0.05 0.05

Anormal spermatozoon bulgularindan orta kisim anormallerinde ise Bioxcell®
ve Steridly® suandiricilart diger sulandiricilara kiyasla ii¢ zamanda da (Taze sperma,
equilibrasyon sonrasi ve ¢ozdiirme sonrasi) onemli farklilik belirlendi (P<.0001).

Taze ve ¢ozdiirme sonrast bulgular karsilastirildiginda sonuglar anlamli derecede
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farklilik gosterdi. Sulandiricilarin {i¢ zamandaki orta kisim anormal bulgular1 Tablo

4. 4.’te verilmistir.

Tablo 4. 4. Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrast ve Cozdiirme
Sonrast Orta Kistm Anormali oranlari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme

sonrast Sonrasi
Andromed® 4,06 = 0,24° 4,33+ 0,30° 4,53 +0,30°
Bioxcell® 10,20 + 0,482 14,53 £ 0,552 16,73 + 0,502
Bullxcell® 3,60 +0,28° 4,20 £0,27° 4,33 +0,36°
Optixcell® 4,46 + 0,23 4,06 +0,31¢ 5,26 + 0,26°
Steridly® 11,13+ 0,60° 13,20 £ 0,52° 13,33 +0,54°
Tris 4,00 +0,29° 3,40 +0,28¢ 4,73 +£0,30°
P > 0.001 >0.001 > 0.001

*Stitunlar (a,b,c) farkli iist simge harfleri olan sayilar dnemli dl¢tide farklilik gosterir.

Anormal spermatozoon oranlarindan kuyruk anormalinde ise yapilan
degerlendirmede her ii¢ zamanda da (Taze sperma, equilibrasyon sonrasi ve
¢dzdiirme sonrasi) Bullxcell® sulandiricis1 ile sulandirilan spermada diger
sulandiricilara oranla 6nemli derecede farkli oldugu belirlendi (P<.0001). Taze ile
¢ozdiirme sonrasinda bulgulara bakildiginda ise Steridly® sulandiricist ile
sulandirilan sperma Orneklerinde bir artis gozlendi. Sulandiricilarin {i¢ zamandaki
kuyruk anormali bulgular1 Tablo 4. 5.’te verilmistir.

Tablo 4. 5. Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrast ve Cozdiirme
Sonrasi Kuyruk Anormali oranlari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme

sonrasi Sonrasi
Andromed® 11,86 +0,33"¢ 12,26 + 0,48°¢ 12,33 £ 0,43%¢
Bioxcell® 14,06 + 0,512 12,46 + 0,56° 14,60 + 0,542
Bullxcell® 10,33 = 0,30¢ 10,13 + 0,48¢ 10,53 = 0,42¢
Optixce||® 12,13 +£0,27° 12,60 + 0,36" 12,66 + 0,28°
Sterid|y® 11,86 + 0,82°¢ 14,53 +0,71° 13,60 + 0,762°
Tris 10,60 + 0,40°4 10,86 + 0,50 10,93 + 0,39¢4
P >0.001 >0.001 >(0.001

*Siitunlar (a,b,c,d) farkl: {ist simge harfleri olan sayilar nemli 6l¢tlide farklilik gosterir.
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Toplam anormal oranlarinda ise yine ii¢ zamanda da (Taze sperma,
equilibrasyon sonras1 ve ¢dzdiirme sonras1) Bioxcell® ve Steridly® sulandiricilarinimn
diger sulandiricilara gére 6nemli farkliliklart oldugu belirlendi (P<.0001). Biitiin
sulandiricilarin  taze ile ¢6zdlirme sonrasi bulgularinda anlamli derecede fark
gozlendi. Sulandiricilarin ii¢ zamandaki toplam anormal oranlart Tablo 4. 6.’de

verilmigtir.

Tablo 4. 6. Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrast ve Cozdiirme

Sonrasi Toplam Anormali oranlari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme

sonrast Sonrasi
Andromed® 20,93 + 0,46 21,20 £ 0,57° 21,46 + 0,63¢¢
Bioxcell® 29,86 + 0,852 32,46 + 1,022 36,86 + 0,707
Bullxcell® 18,06 + 0,56° 18,60 + 0,63° 18,60 + 0,72¢
Optixcell® 21,53 + 0,52 21,53 +0,63" 22,80+ 0,51¢
Steridly® 28,86 + 1,162 32,86 = 0,94° 32,33+ 0,90°
Tris 18,40 + 0,69°¢ 18,40 + 0,74° 20,00 + 0,56%¢
P > 0.001 >0.001 > 0.001

*Stitunlar (a,b,c,d,e) farkl: {ist simge harfleri olan sayilar dnemli 6l¢tide farklilik gosterir.

Hipo-osmotik sisme testi (HOST) bulgularina baktigimizda taze ve
equilibrasyon sonrasmnda Andromed® ve Bioxcell® sulandiricilarmin  diger
sulandiricilara kiyasla 6nemli bir farki tespit edildi(P<.0001). Cozdiirme sonrasinda
ise 6nemli bir fark tespit edilmedi (P<.0001). Sulandiricilarin {i¢ zamandaki hipo-

osmotik sisme testi oranlar1 Tablo 4.7.’da verilmistir.
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Tablo 4. 7. Farkli sulandiricilar ile sulandirilan spermalarin Taze, Equilibrasyon Sonrasi ve Cozdiirme
Sonras1 Host bulgulari

Sulandiricilar Taze Sperma Equilibrasyon Cozdiirme
sonrast Sonrasi

Andromed® 22,53 40,939 19,00 + 0,83%Y 7,20+ 0,65%  <.0001
Bioxcell® 22,60 + 1,149 18,66 = 0,97%Y 8,46 +0,81°2 <0001
Bullxcell® 42,26 + 0,55° 25,70 + 0,55 9,46+ 0,992  <.0001
Optixcell®™ 51,40 + 1,030 35,80 + 0,78 10,86 + 1,107 <.0001
Steridly® 44,40 £ 0,45%% 24,20 + 0,39 11,13 £ 0,82  <.0001
Tris 63,40 + 0,782 42,66 + 0,832 8,66 + 0,963  <.0001
P <0.001 <0.001 0.05

*Siitunlar (a,b,c,d) ve satirlar (x,y,z) iginde farkli iist simge harfleri olan sayilar 6nemli olgiide
farklilik gosterir.

Manda et, siit ve deri gibi lriinlerin yaninda is giicii olarak da asirlardir
insanlarin faydalandig bir hayvan tiiriidiir. Her tiirlii iklim kosullarina ve hastaliklara
olan dayanikliligi, yemden yararlanmasinin fazla olmasi ve yetistirme giderlerinin
diger tiirlere gore daha az olmasi, manda yetistiriciliginin tercih edilmesinin
nedenleri arasinda sayilabilmektedir (Kiiciikkebabg1 ve Aslan, 2002). Siit ve siit
triinleri (yogurt, kaymak vb.) iiretiminde kullanilmasi yaninda et ve et iirlinlerinin
(sucuk, pastirma vb.) iiretiminde de yogun olarak kullanilmaktadir (Soysal, 2013).
Manda yetistiriciliginin giderek azalmasinin nedenlerinin diisiik tireme verimliligi,
olgunluk ve ergenlige gec ulasmasi, dstrus belirtilerinin zayif olmasi, diisiik gebelik
oranlari, uzun olan dogum sonrasi andstrus ve buzagilama araliklar1 gibi
olumsuzluklar olarak siralanabilir (Arrighi, et al., 2010). Calismamizda erkek
mandalarin kullamlmasmin nedeni Ondokuzmayis Universitesinin bulundugu sehir
olan Samsun’da manda popiilasyonunun fazla olmas1 (ayn1 oranla manda {riinlerinin
fazla iiretilmesi) ve Tiirkiye’de ve diinyada mandalarin fertiliteleri lizerine yapilan

caligmalarin az olmasi nedeniyle tercih edilmistir.

Erkek mandalarda ergenlik cagi yas ve viicut agirhigma gore degiskenlik
gdsterir. Ancak viicut agirligina nazaran yas daha 6nemli bir belirtectir. lyi sartlarda
yetistirilen erkek mandalarda spermatojenik hiicre boliinmesi yaklagik 12. aydan
itibaren baglar. 15. Aydan itibaren de aktif spermatogenezis goriilebilir. Motil

spermatozoanin ejakulatta gortilmesi ise 24-30. aylardan sonra goriilmeye baslar
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(Perera, 2008). Yapilan ¢alismalarda da ii¢ yasinda ya da daha yash olan erkek
mandalar kullanilmistir (Herold, et al., 2004b; Selcuk ve Akal, 2015; Asr, et al.,
2011). Calismamizda kullandigimiz hayvan materyalimiz 3 yasindan biiyiik

mezbahaneye kesime gelmis erkek mandalar arasindan tercih edilmistir.

Epididimisler viicutta spermlerin depolandigi yerdir. Yapilan arastirmalar
mandalarin kauda epididimislerinde toplanan spermlerin ejakule spermlerle ayni
kalitede oldugunu ve suni tohumlama i¢in giivenilir olduklarini bildirmisleridir
(Lambrechts, et al., 1999; Herold, et al., 2004a; Yulnawati, et al., 2010; Hiron, et al.,
2006). Yapilan galigmalar epididimal ve ejakule sperma arasinda kayda deger bir
fark olmadigini gostermis oldugundan mezbahada kesilen ve genetik materyali bosa
gidecek olan mandalarin gen kaynagi olarak kullanilmasi amaciyla ¢aligmamizda

epididimal manda spermalar1 kullanilmistir.

Mandalarda kesim sonrasi epididimisteki spermatozoonlara zarar vermemek
icin testislerin laboratuvara en hizli sekilde getirilmesi ve ivedilikle islenmesi
gerekmektedir. Martinez-Pastor, et al., (2005) yilinda yaptiklar1 ¢alismada oliim
sonrast spermatozoonu etkileyen faktorlerden birinin de epididimisin saklanma
stiresine bagli olarak ortaya ¢ikan epididimal limendeki pH diisiisiine bagli oldugunu
bildirmislerdir. Yapilan ¢alismalarda mezbahada kesilen erkek mandalardan alinan
testislerin 30 dakika ile 4 saat igerisinde islenmis oldugu gozlenmistir (Lambrechts,
et al., 1999; Herold, et al., 2004a). Barati, et al., (2009) yilinda yaptiklar1 ¢alismada
elde edilen testisleri belli siireler muhafaza etmis en iyi sonuglart hemen islenmis
epididimis spermatozoonlarinda tespit etmislerdir. Yaptigimiz arastirmada yapilan
calismalar 15181nda; mandalar mezbahada kesildikten sonra en kisa siirede testisler
mandalardan alinmis minimum 30 dakika maksimum 4 saat icerisinde isleme alinip

dondurma islemine gec¢ilmistir.

Vilela, et al.,, (2017) yilinda gliseroliin sperma sulandiricisina eklenme
zamanmin belirlenmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada 5 'C’ye 2 saatte yavas sogutulan
Tris sulandiricisina dondurmadan 6nce farkli zamanlarda gliserol ilavesi yapilmuis;
gliserol ile birka¢ dakika inkube edilmis sperma ile saatlerce gliserolle inkube
edilmis spermanin benzer motil sperma yiizdesine sahip oldugunu bildirmisler ve bu
islemde en Onemli bolimiin yavas sofutma ile equilibrasyon oldugunu
belirtmislerdir. Herold, et al., (2004b) equilibrasyon siiresinin arastirildigi

caligmalarinda 2 ila 9 saat arasinda equilibrasyona birakilan spermalar icinde 4
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saatten az equilibrasyon siiresinin spermanin spermatolojik parametreleri {izerine
olumsuz bir etkiye neden oldugunu bildirmislerdir. Shahverdi, et al., (2014) yilinda
yapmis oldugu calismada farkli equilibrasyon siirelerinin (2, 4, 8 ve 16 saat) ¢oziim
sonu motiliteye etkisini arastirmis ve 4 saatlik equilibrasyon siiresinin diger
zamanlara gore daha giivenilir oldugunu bildirmislerdir. Yapilan ¢aligsmalarda
sulandirma islemleri tamamlanmis spermalar payetlere ¢ekilmis 37 "C’den 4 "C’ye
yavas sogutarak 4 "C’de 4 saat equilibrasyonda birakilmistir. Daha sonra payetler 20
dakika boyunca sivi nitrojen yiizeyinden 6 cm iizerinde nitrojen buharinda
dondurulmus ve sonrasinda ise sivi nitrojende saklanmistir (Lambrechts. et al., 1999;
Asr. et al., 2011). Yapmis oldugumuz ¢alismamizda 4 “C de 4 saatlik inkubasyonda
birakilan payetler daha sonra sivi azot yiizeyinin 6 cm yukarisinda 20 dakika

bekletilerek donduruldu ve sonrasinda sivi azotun i¢inde saklandi.

Dudeja, (1990) yilinda yaptigr calismada dondurulmus manda spermasini
cesitli sicaklik dereceleri ve zamanlarinda (4 "C’de 4 dakika, 37 "C’de 30 saniye ve
75 ‘C’de 9 £ 1 saniye) ¢dziilmesinin sonuclarini degerlendirmistir. Yapmis oldugu
calismada dondurulmus manda spermasinin 35 °C’de 30 saniye siire ile ¢dziilmesinin
dogurganlikla dogrudan baglantili olan tatmin edici ¢oziilme sonras: hareketliligi
sagladig1 sonucuna varmistir. Arriola and Foote, (1987) yilinda benzer bir ¢alismada
ise ¢ozdiirme sicaklik degerini 30 “C degerlerinde olmas: gerektigini bildirmislerdir.
Caligmamizda sulandirilip dondurulan sperma ornekleri yapilan calismalar g6z

oniinde tutularak 37 "C’de 30 saniyede ¢dzdiiriilme islemine tabi tutulmustur.

Siddique, et al., (2006) yilinda yapmis olduklari sulandiricilarin denendigi
calismada ikili tampon kullanilacaksa Tris ve sodyum sitrat igeren sulandiricilart tek
tampon kullanilacaksa Tris sulandiricist kullanilmasi gerektigini bildirmislerdir.
Yapilan bir bagka calismada epididimal manda spermas: sulandiricisi olarak Tris
sulandiricist kullanilmis calismada buna ilave olarak askorbik asit ilavesinin de
¢oziilme sonrasi hareketlilik canlihik ve minimum anormallik tespit etmislerdir
(Saurabh, et al., 2018). Bir bagka calismada manda spermasinin sulandirilmasinda
Tris sulandiricist kullanilmig kullanilan bu sulandiriciya Trehaloz ilavesinin de
sperma kalitesini ve in vivo dogurganligi iyilestirildigini bildirmislerdir (Igbal, et al.,
2016). Yapilan baska bir c¢alismada hiicre dis1 kriyoprotektan olarak sekerin
varliginin, dengeleme ve ¢oziilmeden sonra spermatozoanin kalitesini arttirabildigini

bildirmislerdir (Yildiz, ve ark., 2000). Rehman, et al., (2012) Yaptiklar1 ¢alismada
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hiicre zarina koruma saglamak i¢in seker bilesenlerinin kullaniminin gerekli
oldugunu bildirmis ve sulandiricida seker kullanimi {izerine yapmis olduklar
calismada seker kullanilmamis ve cesitli sekerlerin (Fruktoz, Laktoz, ve Glukoz)
kullanildig1 sulandiricilart karsilastirilmis spermatozoonun hiicre zarinin hareketliligi
ve saglamligi i¢in fruktoz kullanilmasinin diger sekerlere oranla daha iistiin oldugu
tespit edilmistir. Gliserol donma islemi sirasinda spermatozoayi soguk sokundan
korumak i¢in kullanilan iyi bir kriyoprotektandir. Hiicre i¢i ve hiicre disi
konsantrasyonunu dengelemek icin spermatozoa hiicresine niifus eder. Spermatozoa
hiicresi i¢in tehlikeli olmayan kii¢iik ve yumusak buz kristalleri olusturarak hiicreyi
soguk sokuna karsi korur (Salamon and Maxwell, 2000). Herbowo, et al., (2019)
yilinda yapmis olduklar1 gliserol ve dimetilformamid (DMF) kriyoprotektanlarinin
ve dozlarimin karsilastirildig: calismalarinda manda spermasinin dondurulmasinda %
7 oraninda spermaya katilan gliseroliin en iyi sonuglari verdigini bildirmislerdir.
Rasul, et al., (2007)’de manda spermasina ilave edilen gliserollii sulandiriciya katilan
DMSO’nun gliseroliin donarak korunma yetenegi lizerine etkisinin arastirildig
calismada sulandirictya katilan DMSO’nun sperma tizerinde zararli bir etkiye sebep
oldugunu bildirmiglerdir. Yapilan ¢alismalarda da sperma sulandiricisina
kriyoprotektan olarak % 7 gliserol ilavesi yapilmistir (Hiron, et al., 2006; Asr, et al.,
2011; Eriani, et al., 2017). Yumurta sarisinin spermanin dondurulmasinda koruyucu
etkisinin oldugu bilinmektedir (Parks, 1997). Yapilan ¢alismalarda epididimal manda
spermasinin dondurulmasinda genel olarak % 20 oraninda yumurta sarisi ilavesi
yapilmistir (Barati, et al., 2009; Asr, et al., 2011; Valete, et al., 2015). Calismamizda
da Tris sulandiricist olarak Tris, Sitrik asit, Fruktoz, Gliserol ve yumurta saris1 igeren

sulandiric1 kullanilmistir.

Arastirmamizda 6 (5’1 ticari preparat 1’1 Tris Sulandiricisi olmak tizere) ayri
sulandiricinin taze, equilibrasyon sonrasi ve dondurulup-¢6zdiiriilme sonrasi olmak
lizere 3 ayr1 asamadaki spermatolojik muayeneleri (Motilite, Olii-Canli Spermatozoa
Orani, Anormal Spermatozoa Oran1 ve HOST Testi) yapilip elde edilen bulgular
degerlendirilmistir. Motilite sonugclari sulandiricilar ~ kendi arasinda
karsilastirildiginda anlamli derecede farkli sonuglar vermistir. Ayn1 zamanda 3 farkl
asamada da her sulandirici anlamli derecede farklilik gostermistir. Andromed ve
Bioxcell sulandiricilarindan diger sulandiricilara kiyasla daha diisiik sonuglar elde

edilmigtir. Tris ve Optixcell sulandiricilarindan ise diger sulandiricilara kiyasla her
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lic asamada da daha basarili veriler alinmasina karsin dondurulup-¢6zdiirme sonrasi
alian sonugclar istenilen diizeylere ulasamamistir. Yapilan bir ¢calismada Lessard, et
al., (2009) Amerikan bufalolarindan alinan epididimal spermatozoalar1 Triladyl ve
Andromed sulandiricisi ile sulandirmis Triladyl sulandiricist ile sulandirilan gruptan
¢ozlim sonu ortalamasimi % 12 ila % 17,2 arasinda progresif motilite elde ederken
Andromed sulandiricist ile sulandirilan gruptan ise hi¢ progresif motilite elde
edememislerdir. Herold, et al., (2004) epididimal manda spermalarinda yaptiklari
calismada epididimal manda spermatozoanlarini  Andromed ve Triladyl
sulandiricilart ile sulandirmis ve ¢6ziim sonu progresif motilitelerini sirastyla % 13
ve % 18 olarak bildirmislerdir. Herold, et al., (2006) yilinda yaptiklar1 benzer bir
calismada da Andromed ve Triladyl sulandiricilart ile spermazotozoanlar
sulandirmis ve ¢Oziim sonu progresif motilite oranlarini benzer sonuclar elde
etmislerdir. Barati, et al., (2009) yilinda yapmis olduklari ¢aligmada Tris ve tam yagh
inek siitlinii epididimal manda spermasinda sulandirici olarak kullanmis ¢éziim sonu
motilite oranlarini sirastyla % 11,6 ve % 16,5 olarak bulmuslardir. Yapilan bu
calismalarin  sonuclar1 arastirmamizda elde ettiimiz sonuglara benzerlik

gostermektedir.

Akal, (2014) yilinda yaymlanmis oldugu c¢alismasinda epididimal manda
spermasin1 Bioxcell sulandiricist ile sulandirmis progresif motiliteyi taze spermada
%50 dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermada % 27,50 olarak bulmustur. Camargos, et
al., (2013a)’te 18 aylik erkek murrah mandasinin epididimisleri iizerinde yagsiz siit
bazl1 Botu-bov (BB) ve Tris sulandiricist ile yapmis olduklar1 ¢alismada ¢6ziim sonu
progresif motiliteyi sirasiyla % 27,25 ve % 18,00 olarak bildirmislerdir. Rizal, et al.,
(2007) yilinda epididimal manda spermasmin sulandirilmasinda Andromed
sulandiricisina belli oranlarda ilave edilen siikrozun sperma kalitesine etkisini
arastirmis, ticari bir preparat olan Andromed sulandiricisina siikroz eklenmesinin
coziilmeden sonra epididimal manda spermasmin kalitesini  arttirdigim
bildirmislerdir. Vilela, et al., (2017)’de yapmis olduklari ¢alismada bison epididimal
spermasinda progresif motiliteyi dondurma oncesinde % 73 dondurma ¢ozdiirme
sonrasinda da % 21 olarak tespit etmislerdir. Singh, et al., (2007) yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada epididimal manda spermatozoasini Tris sulandiricisi ile
sulandirmis dondurma 6ncesi progresif motiliteyi % 71 dondurma ¢ézdiirme sonrast

ise progresif motiliteyi ise % 52 olarak bildirmislerdir. Bizim arastirmamizda elde
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ettigimiz sonuglarin bu calismalara kiyasla dondurma Oncesi ve ¢Oziim sonu
degerlerin diigiikk olmasi; mandalarin beslenme yetersizligi, viicut kondiisyonlarinin
1yl olmamasi, kesim zamani, mezbahaya getirilirken ki ulasim ve kesim alaninda
yasadiklar1 stres gibi nedenlere bagli oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica yapilan
calismalarda  equilibrasyon  sonrasi  degerlerin  bildirildigi  c¢aligsmalara

rastlanilmamustir.

Mandalarda epididimal spermalarin 6lii spermatozoa oranlarmin arastirildigi
caligmalarda birgok bilgiler elde edilmistir. Lambrechts, et al., (1999), oli
spermatozoa oranint 1995 ve 1996 yillarinda yaptiklari calismada degerlendirmis ve
bu yillar i¢in dondurma oncesi sirasiyla % 9,6 ve % 15,6 olarak dondurulmus
¢ozdiiriilmiis spermada ise yine sirasiyla % 43 ve % 43,7 olarak bildirmislerdir.
Kumar, et al., (2008), calismalarinda 6lii spermatozoa oranini dondurma oncesi
spermada % 17.67, dondurma ¢ozdiirme sonrasi ise % 34,83 olarak bildirmislerdir.
Bir diger ¢alismada elde edilen 6lii spermatozoa orani dondurma oncesi % 16,4,
¢Oziim sonu ise % 32,1 olarak tespit etmislerdir (Singh, et al., 2007). Hiron, et al.,
(2006), epididimal manda spermasinda yapmis olduklari ¢alismalarinda dondurma
Oncesi Olii spermatozoa oranin1i % 16,08, dondurma ¢ozdiirme sonrasi Ol
spermatozoa oranini ise % 31,33 olarak tespit etmislerdir. Akal, (2014) epididimal
manda spermalarinda yapmis oldugu c¢alismada taze ve dondurulmus ¢ozdiiriilmiis
spermada Ol oranini sirastyla % 16,58 ve % 36,76 olarak bildirmistir. Caligmamizda
sulandiricilar arasinda 6lii spermatozoa oranlarina baktigimizda hem taze hemde
¢Ozdiirme sonrasinda Tris ve Optixcell sulandiricilarinin en diislik oranlar1 verdigi
gozlemlendi. Sulandiricilar arasinda en yiiksek Olii spermatozoa oranlarini da
AndroMed sulandiricisindan elde edildigi tespit edildi. Yaptigimiz arastirmamizda
mandalarin epididimal spermalarinin 6lii spermatozoa orani yapilan diger ¢aligmalara
gore yiikksek bulunmustur. Elde ettigimiz o©lii spermatozoa oranlarinin diger
caligmalardaki oranlara gore yiiksek olmasi, elde edilen diisiik motilite degerlerinden

kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Epididimal manda spermalarmin spermatolojik muayanelerinde anormal
spermatozoa oranlarini inceleyen cesitli yayinlar vardir. Akal, (2014)’te Bioxcell
sulandiricist kullanarak yapmis oldugu ¢alismada taze ve dondurulmus ¢ozdiiriilmiis
sperma arasinda bas anormali disinda diger anormal bulgularinda anlamli derece de

farklilik bulmustur. Taze ve dondurulmus ¢ozdiiriilmiis sperma da sirasiyla bas %
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3,38 ve % 3,5 orta kisim % 15,00 ve % 22,10 kuyruk % 13,68 ve % 17,30 toplamda
da % 32,06 ve % 42,90 olarak bildirmistir. Lambrechts, et al., (1999), 1995 ve 1996
yillarinda epididimal manda spermasinda yapmis oldugu ¢alismada toplam anormal
oranlarini sirasiyla % 31,3 ve % 24,7 olarak tespit etmistir. Yulnawati, et al., (2010)
da ejakule ve epididimal bufalo spermalarini karsilagtirdiklar1 ¢alismada ejakule ve
epididimal spermatozoasinda dondurma dncesi anormal oranini sirastyla % 6,5 ve %
15,0 olarak tespit etmislerdir. Selguk ve Akal, (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada bag
anormalini taze ve dondurulmus ¢6zdiiriilmiis olmak tlizere % 2,5 ve % 3,3 orta kisim
anormalini % 14,5 ve % 24,6 kuyruk anormalini % 7,6 ve % 30,5 toplam anormal
oranini ise % 24,6 ve % 58,4 olarak bildirmislerdir. Harissatria et al., (2019) yilinda
yapmis olduklari ¢alismalarinda epididimal manda sperma sulandiricisina % 20
serum ilavesinin anormal spermatozoa oranini % 23,5’ten % 14,20’ye disiirdiigiinii
bildirmislerdir. Yeni ve Avdatek, (2017) yapmis olduklar1 ¢alismada taze epididimal
spermasinda ki anormal oranlarim1 basg, orta kisim, kuyruk ve toplam olmak tizere
sirastyla % 3,0, % 14,0, % 6,4 ve % 23,4 olarak bildirmislerdir. Calismamizda
sulandiricilar arasinda bas anormali oranlarinda hem taze hem de ¢dzdiirme sonrasi
herhangi bir fark tespit edilemedi. Orta kisim anormalinde ise Bioxcell ve Steridly
sulandiricilart hem taze hem de ¢Ozdiirme sonrasi oranlara bakildiginda diger
sulandiricilara kiyasla daha yiiksek oranlarda oldugu goézlemlendi. Toplam anormal
oranlarina baktigimizda ise Tris ve Optixcell sulandiricilar1 hem taze hem de
¢Ozdlirme sonrasi en diisiik anormal oranlarini verirken taze ve ¢ozdiirme sonrasi en
yiiksek anormmal orani ise Bioxcell sulandiricisina aitti. Yaptigimiz aragtirmada elde
ettigimiz anormal bulgulari ile yapilan ¢aligmalar karsilagtirildiginda genel itibariyle

uyumlu oldugu gézlenmistir.

Calismamizda spermatozoonlarin membran biitlinliigli HOST testi yapilarak
Olclilmiistiir. Yulnawati, et al., (2010) manda spermalarinda ejakule ve epididimal
spermanin karsilastirildigi caligmalarinda Andromed sulandiricist ile sulandirilan
spermatozoonlarda membran biitlinliigiinii dondurma 6ncesinde ejakule de % 77,5
epididimalde % 79 olarak dondurma sonrasini ise sirasiyla % 47,33 ve % 67,33
olarak tespit etmislerdir. Singh, et al., (2007) de yapmis olduklar1 calismada
epididimal manda spermatozoasinda dondurma Oncesi ve ¢Ozdiirme sonrasinda
stirastyla HOST testi sonuglarini % 72,7 ve % 59,4 olarak bildirmislerdir. Bir bagka

calismada ise bufalo spermasinda membran biitiinliigii HOST testi ile belirlenmis
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dondurma o6ncesi % 71,33 bulunurken dondurulmus ¢ozdiiriilmiis spermada % 58,17
olarak tespit edilmistir (Kumar, et al., 2008). Ejakule manda spermasinda yapilan bir
baska calismada ise sulandirici olarak Tris ve Bioxcell sulandiricilar kullanilmis
yapilan HOST testi sonuclarina gére dondurma-¢ozdiirme sonrasi sirasityla % 42,92
ve % 45,96 olarak kayitlara gecmistir (Asr, et al., 2011). Yapilan ¢aligmalarda ki
sonuclar arastirmamizdaki elde ettigimiz sonuglara nazaran daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Bunun nedeni olarak ¢alismamizdaki diisiik motilite degerleri ve

yiiksek 0l spermatozoa orani oldugu diisiiniilmektedir.
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5. SONUC

Yaptigimiz arastirmada farkli sperma sulandiricilari ile sulandirilan epididimal
manda spermasinin kisa siireli kullanimi i¢in hazirlanan taze spermanin uzun siireli
kullanim i¢in gerekli olan dondurma islemine gore daha yararli oldugunu
sOylenebilir. Diger biitiin memeli hayvan irklarinda oldugu gibi epididimal manda
spermasininda dondurma ¢6zdiirme isleminden 6nemli 6l¢iide etkilendigi ve biiyiik
oranda zarara yol ag¢tigi sonucuna varilmistir. Elde ettigimiz epididimal manda
spermalarinda taze ve ¢oziim sonrasi progresif motilite sonuglar1 yapilan ¢alismalarla
paralellik gostermis ve herhangi bir nedenle kesime sevk edilen manda testislerinden
elde edilen epididimal spermatozoonlarinin biyoteknolojik yontemlerde (Suni

tohumlama gibi) kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Yaptigimiz arastirmada kullanilan epididimal manda spermasinin sulandirma
soliisyonlar1 taze ve ¢ozdiirme sonrasi progresif motilite yoniinden incelendiginde
ticari preparatlardan, Optixcell (Taze % 47 — Cozdiirme sonras1 % 6), Steridly (Taze
% 40 - Cozdiirme sonras1 % 2,33) ve Bullxcell’den (Taze % 36,66 - Cozdiirme
sonrast % 2,66) -diger iki ticari sulandirict olan AndroMed ve Bioxcell
sulandiricilarina kiyasla- progresif motilite agisindan daha iyi sonuglar alinmistir.
Ancak Ticari preparat olmayan ve en yaygin sekilde kullanilan Tris sulandiricisinin
biitiin sulandiricilarin progresif motiliteleri (Taze % 55 — ¢6zdiirme sonrast % 6)
incelendiginde ticari sulandiricilara oranla daha iyi oldugu kanaatine varilmistir. Olii
spermatozoon oranina baktifimizda da yine en iyi sonuglar1 sirasiyla taze ve
¢ozdiiriilmiis spermada Tris (% 22,00 - % 65,30), Optixcell (% 25,93 - % 70,00) ve
Steridly (% 28,73 - % 71,66) sulandiricilarinin verdigini gorebiliriz. Bas, orta kisim
ve kuyruk anomalilerinin toplaminda, toplam anormal oraninda da taze ve ¢ozdiirme
sonrasi en diisiik degerleri Tris (% 18,40 - % 20,00), Bullxcell (% 18,06 - % 18,60)
ve Optixcell (% 21,53 - % 22,80) sulandiricilar1 vermiglerdir. HOST Oranlarinda da
en iyi sonuglar1 veren sulandiricilar taze ve ¢ozdiirme sonrasi, Tris (% 63,40 - %
8,66) ve Optixcell (%51,40 - % 10,86) sulandiricilart olmuslardir.

Calismamizda kullanilan sperma sulandiricilart arasinda spermatolojik
parametreler degerlendirildiginde Tris (3,028 gr Tris, 1,675 gr sitrik asit, 1,25 gr
friiktoz, % 7 gliserol ve % 20 yumurta saris1) sulandiricisinin hem taze hem de
dondurulup-¢ozdiiriilmiis spermada en iyi sonuglar1 veren sperma sulandiricisi

oldugu soylenebilir.



Arastirmamizin, Mandalarda yapilacak suni tohumlama ve {ireme
biyoteknolojisi konularinda yapilacak c¢alismalara yardimci olabilecek mevcut
metotlarin iyilestirilmesi ile Anadolu mandasinin verimliliginin arttirilmasina olanak

saglayacag disiiniilmektedir.
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