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OZET
MANDALARDAN POSTMORTEM ELDE EDIiLEN SPERMALARDA
DONDURMANIN DNA HASARI VE BAZI SPERMATOLOJIK
PARAMETRELER UZERINE ETKIiSi

Amag: Yapilan bu caligmanin amaci, mezbahanelerden kesim sonrasi alinan manda
testislerinden elde edilen epididimal spermalarda dondurmanin spermatozoon DNA
hasar1 ve bazi spermatolojik parametreler iizerine etkisinin incelenmesidir.

Materyal ve Metot: Samsun il ve ilce mezbahanelerinden kesim sonrasi alinan 50 adet
erkek Anadolu mandasi1 (3 yas ve iizeri) testislerinde morfometrik Sl¢iimler yapildi.
Elde edilen epididimal spermalarda yapilan spermatolojik muayenelerle spermatozoa
yogunlugu (x10° sp/ml), spermatozoa progresif motilitesi (%), 6lii/canli spermatozoa
orani (%), anormal spermatozoa orani (%) ve spermatozoon DNA hasar1 saptandi.
Bulgular: Arastirmada taze sperma ile ¢oziim sonu sperma progresif motilitesi, olii
spermatozoa orani, orta kistm anomalisi, kuyruk anomalisi ve toplam anomali oranlari
arasinda onemli (p<0,001) farkliliklarin oldugu saptandi. Taze sperma ile ¢6ziim sonu
spermadaki DNA hasar1 degerleri arasindaki farkin onemli (p<0,0001) oldugu
belirlendi. Aragtirmada morfometrik testis dlglimlerinden cauda epididimis agirhig ile
taze spermadaki progresif motilite korelasyon degeri dnemli (p<0,05) bulundu.

Sonug: Elde edilen epididimal spermalarda taze ve ¢dziim sonrast progresif motilite
oranlar1 yapilan ¢alismalarla uyumlu bulunmus ve post-mortem elde edilen epididimal
manda spermasinin biyoteknolojik yontemlerde kullanilabilecegi diisiintilmektedir. Bu
caligmanin, mandalarda dol verimini olumsuz etkileyecek spermatozoon DNA hasarinin
diizeyinin belirlenmesi ile iilkemizde manda popiilasyonunun iyilestirilmesine iliskin
yapilacak arastirmalara katki saglayacagi diisiiniilmektedir. Artan spermatozoon DNA
hasarindan dol veriminin ne derece etkilendiginin belirlenmesi ve dondurulan-
cozdiiriilen spermada spermatozoon DNA hasarim1 en az diizeye indirmek icin daha

kapsamli aragtirmalar yapilmasinin yararli olacag: diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Anadolu mandasi; DNA hasari; epididimal; sperma dondurma.

Eser AKAL, Doktora Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Nisan — 2014
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ABSTRACT

EFFECT OF CRYOPRESERVATION ON DNA DAMAGE AND VARIOUS
SPERM PARAMETERS IN THE POST-MORTEM OBTAINED BUFFALO
SPERM

Aim: The purpose of this study, investigation of the effects of freezing on DNA damage
and some sperm parameters in epididymal sperm obtained from the buffalo testicles
taken from slaughterhouses after slaughtering.

Material and Method: Morphometric testicular measurements were detected in 50
male Anatolian buffaloes (3 years old and above) testicles taken from Samsun provinces
and districts slaughterhouses after slaughtering. Spermatological examination of the
spermatozoa concentration (x10° sp/ml), sperm motility (%), live/dead spermatozoa rate
(%), abnormal spermatozoa rate (%) were determined. Sperm DNA damage values were
determined.

Results: In the study, differences between the fresh and thawed sperm motility, dead
sperm, the central portion of anomalies, tail anomalies and total anomaly values were
found statistically significant ( p<0.001). Differences between fresh and thawed sperm
DNA damage values were also found statistically significant (p<0.0001). Correlations
value between caput epididymis weight and fresh motility was found statistically
significant (p<0.05).

Conclusion: Because of determination compatible levels in fresh and thawed sperm
motility rate, obtained post-mortem of buffalo semen that may be suitable for
biotechnological methods has been concluded. It is tought to contributed to researchs
related to the improvement of buffalo populations in our country by determining of
sperm DNA damage levels that have negative affects on fertility. More extensive
researchs will be useful for determinating the effect of increased sperm DNA damage

on fertility and minimizing the sperm DNA damage in frozen-thawed semen.

Keywords: Anatolian buffalo; DNA damage; epididymal; sperm cryopreservation.

Eser AKAL, PhD Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, April — 2014
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1. GIRIS

1.1. Manda

Diinya manda popiilasyonu en yogun Asya kitasindadir. Manda, zoolojik
olarak Bovidae familyasina ait olup, Afrika yabani mandasi ve Asya mandasi olmak
tizere iki ana gruba ayrilmaktadir (Sekil 1). Asya mandasi da yabani manda ve evcil
manda olmak tizere iki grup altinda toplanir. Diinyada evcil ve yabani formlardan kdken
alan mandalarin 70’ten fazla irk1 bulunmaktadir. Bu irklardan evcillesmis olanlar beden
yapisi, verim Ozellikleri, kromozom sayis1 ve yetistiricilikteki onemi agisindan nehir
mandas1 ve bataklik mandas1 olarak iki gruba ayrilir (Van Den Berg, 1990). Bataklik
mandasinin Cin’den, nehir mandasinin da Hindistan’dan koken aldigi diisiiniilmektedir
(Lei ve ark., 2007). Nehir mandas1 (2n=50) ve bataklik mandasi (2n=48), diploid

kromozom sayist igerigi agisindan farklilik gosterir (Di Berardino ve lannuzzi, 1982).

MANDA

v
' '

Afrika yabani mandasi Asya mandasi

Svncerus caffar
S. caffar caffar

S. ¢. brachyvceros ¢ ¢

S. ¢ nanus
Yabani manda Evcil manda

v
v v v

Hindistan Yabani m. Anoam. Tamarao m.
Bubalus armee Bubalus depressicorais Bubalus mindorensis
Nehir mandasi Bataklik mandasi
Bubalus bubalis Bubalus carabanesis

Sekil 1. Manda 1rklarina ait genel gruplandirma (Van Den Berg, 1990’den uyarlanmistir)
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Nehir mandalari, genellikle et ve siit verimi i¢in yetistirilen kombine 1rklardir.
Siit verimi ic¢in kullanilan baslica manda irklari; Murrah, Surti, Jafarabadi ve Nili-
Ravi’dir (Perera, 2011). Bataklik mandalari ise, siit verimleri diisiik olmasina ragmen et
verimi ve giiclinden yararlanmak i¢in yetistirilir. Tilirkiye’de var olan ve uzun yillardir
yetistiriciligi yapilan mandalar, nehir mandalarinin alt grubu olan Akdeniz
mandalarindan kdken almakta ve “Anadolu mandasi” olarak isimlendirilmektedir
(Atasever ve Erdem, 2008).

Mandanin reprodiiktif 6zellikleri, cevresel faktorlerden etkilenmekte ve sigira
nazaran koyuna daha cok benzerlik gostermektedir (Presicce, 2007). Manda diiveleri
genellikle yetiskin viicut agirhginin  %55-60’ma ulastiklarinda puberta goriiliir.
Pubertaya erisme yas1 18-46 ay arasinda degiskenlik gosterebilmektedir. Bu genis
araligin sebepleri arasinda; genotip, beslenme, idare, sosyal g¢evre, iklim kosullari,
dogum mevsimi ve hastaliklar yer almaktadir (Jainudeen ve Hafez, 1993). Borghese
(2005), bataklik mandalarinin 21-24 aylik, nehir mandalarinin 15-18 aylik yasta ilk
Ostrusu gosterdigi bildirilmistir. Baz1 manda irklarinda (Murrah, Akdeniz ve Jafarabadi)
yapilan arastirmalar (Crudeli ve ark., 1997), sigira oranla mandadaki reprodiiktif
gelisimin daha yavas oldugunu gostermistir. Mandalar sigirlara gore pubertaya daha geg
ulagmaktadir fakat, daha uzun bir reprodiiktif yasama sahiptirler (Borghese, 2005). Disi
mandalarda puberta yasi, Ostrus siireleri, gebelik siireleri gibi reprodiiktif baz1 6zellikler
Tablo 1°de verilmistir. Bu hayvanlarda temel kizginlik belirtileri yerinde duramama, sik
ve az miktarda idrar yapma ve boglirmedir. D1s bakida meydana gelen vulvanin sismesi,
vulvada yatay olarak bulunan kirisikliklarin yok olmasi, vestibular kizariklik gibi
fiziksel degisimler, hayvanlarin  bireysel olarak diizenli muayenesi ile
saptanabilmektedir (Aksoy ve Tekin, 1991). Ostrus sirasinda serviksten salgilanan
mukus, ineklerdekinden daha az miktardadir ve hayvanin mukus {izerine yatmasi ya da
ayni anda idrarmi yapmasi nedeniyle genellikle ineklerde oldugu gibi vulvadan ipliksi
tarzda asagr akma siklikla gozlenememesine ragmen vaginal muayenede, vaginada

birikmis halde gézlenebilmektedir (Awasthi ve ark., 2007).



Tablo 1. Mandalarda reprodiiktif 6zellikler (Perera ve ark., 2005’ten uyarlanmstir)

Parametre Ortalama Minimum - Maksimum
Pubertaya ulagma yas1 (ay) 30 1646

Pubertaya ulagsma agirligi (kg) 275 200-350

Ostrus siklusunun siiresi (giin) 21 17-26

Ostrus siiresi (saat) 10 5-27

Ovulasyon zamani1 (Ostrusun

baslangicindan sonraki saat) 34 2448

=

2 g & | Nehir mandasi 310 300-320
8 2 | Bataklik mandas: 330 320-340
Yavrularin dogum agirhigi (kg) 26 22-36
Uterusun involiisyon siiresi (giin) 30 25-35

Gebeligin erken teshisi, yaklasik 20. gilinden itibaren ultrasonografi ile
(Presicce ve ark., 2001), 45. giinden itibaren de rektal palpasyon ile miimkiindiir.
Postpartum andstrus ya da inaktif periyotlar mandalarda yiiksek yayginliga sahiptir.
Pospartum andstrus ve inaktif periyotlar ineklerle karsilastirildiginda genellikle daha
uzundur. Mandalar post-partum 30-90. giin arasinda degisen bir siire sonunda siklik
aktivite gostermeye tekrar baglayabilirler, fakat yetersiz besleme, viicut kondisyonu
(Baruselli ve ark., 2001), kotii bakim sartlar1 (Usmani ve ark., 1990) ve iklim kosullar
bu siireyi uzatabilmektedir.

Misir mandalarinda yapilan bir ¢alismada bogalarin ilk ejakiilasyon ve puberta
yasinin (14,2 ay) bir¢ok manda irkina gore olduk¢a erken oldugu tespit edilmistir.
Yapilan bir ¢alismada ilk seksiiel belirtiler ve spermatogonyumlarda mayoz boliinmenin
9 ay kadar erken bir siirede gozlenmesi nedeniyle prepubertal uygun bakim ve
beslemenin, erkek mandalarin pubertaya ulasma siiresinde Onemli oldugu
diisiiniilmektedir (Ali ve ark., 1981).

Diinyadaki manda niifusunun asagi yukar1 170 milyon bas oldugu ve bu
saymin da yaklasik olarak %97,19°’unun Asya iilkelerinde oldugu bildirilmektedir
(FAO, 2013). Giiniimiizde Asya’da, Avrupa’da, Afrika’da, Gliney Amerika’da ve
Avustralya’daki 40°a yakin iilkede cesitli sayilarda yapilmakta olan (Nanda ve Nakao,
2003) manda yetistiriciligi Diinya’da en yaygin olarak sirasiyla Hindistan (%S55),



Pakistan (%17) ve Cin’de (%]13) yapilmaktadir (FAO, 2010). Bazi iilkelerdeki manda
popiilasyon sayilar1 Tablo 2’ de verilmistir (FAO, 2013).

Tablo 2. Cesitli tilkelerdeki yillara gére manda popiilasyonu (bas) (FAO, 2013)

Ulke 2000 2004 2007 2011
Hindistan 96534000 99724000 105340000 112916000
Pakistan 22669000 25500000 28147000 31726000
Cin 22689620 22287212 22720762 23382130
Masir 3717000 3845000 4104810 3800000
Vietnam 2814452 2869802 2996400 2712000
Tayland 1612534 1737698 1743546 1698000
ran 523500 510000 420000 375000
italya 193774 223393 231000 365086
Irak 120000 111000 396000 300000
Tiirkiye 138000 113356 100516 84726
Bulgaristan 9277 7875 8247 9241
Suriye 2794 4000 6000 5000
Yunanistan 1000 1110 1389 1600
Diinya 168899181 174138073 184054082 195397515

Tiirkiye’de son yillarda manda sayisinda biiylik bir diislis gozlenmistir.
Diinya’daki manda varligi 1970-2011 yillar1 arasinda 107262746 bastan %82 artisla
195266180 basa ulasmisken; Tiirkiye’de ise aymi zaman diliminde 1178000 bastan
%92,8 azalma ile 84726 basa diismiistiir (FAO, 2014).

Diinya’da siit, et ve ¢eki hayvani olarak 6nemli ekonomik etkinlige sahip bir
ciftlik hayvani olan mandanin (Nanda ve Nakao, 2003), Tiirkiye’de yetistiriciligi siit
(peynir, yogurt, lile kaymagi, dondurma) ve et (pastirma, sucuk, salam) tretimi
amaciyla yapilmaktadir. Fakat {iilkemizde manda yetistiriciligi yapan isletmeler
geleneksel aile tipinde olup, %831 kiiciik kapasiteli (1-5 bas), geri kalan %17’si ise
Tirkiye kosullar1 i¢cin orta kapasiteli sayilabilecek ortalama 8 bas mandaya sahip
isletmelerdir (Borghese ve Mazzi, 2005).

Ulkemizde manda yetistiriciligi bircok bolgede yapilmaktadir. Bolgelerdeki

yogunlagsma; Karadeniz Bdlgesi’nin sahil seridinde Samsun ve Sinop, i¢ kesimlerinde



Tokat, Corum ve Amasya; I¢ Anadolu Bélgesi’'nde Sivas ve Yozgat; Ege Bolgesi’nde
Afyon; Marmara Bolgesi’nde Istanbul; Dogu Anadolu Bélgesi’nde Mus; Giineydogu
Anadolu Bolgesi’nde ise Diyarbakir sehrindedir. Tiirkiye’de yetistirildigi bolgelere gore
Dombay, Camiz, Camis ve Komiis gibi farkli isimlerle anilan mandalar “su sigir1”
olarak da bilinmektedir (Sari6zkan, 2011).

Diinya’da  bataklik mandalar1 tipik olarak nehir mandalar1 ile
karsilastirildiginda daha kiicik ve daha az verimli olmakla birlikte cogunlukla
Gilineydogu Asya'da bulunmaktadir. Burada daha cok giiclinden yararlanmak ve
koylerde bir et kaynagi amaciyla kullanilir. Bunun yanisira kaba yemden ve ¢ok farkli
arazi alanlarindan daha iyi faydalanmaktadir. Diger yandan, nehir mandalar1 yliksek siit
verimi ve daha yogun genetik seleksiyon ile karakterizedir. Bundan dolayi, manda
yetisticiligi ve ciftlik idaresi Hindistan, Pakistan, Misir ve ltalya gibi iilkelerde
genellikle entansif olarak yapilabilmektedir (Zicarelli, 2001).

Manda, yetersiz fertiliteye sahip olmasi nedeniyle geleneksel olarak kotii bir
damizlik olarak kabul edilmektedir. Bu durumun sebepleri ge¢ pubertaya ulasma,
dogum sonrast uzun andstrus araliklari, Ostrus belirtilerinin yetersiz olusu, diisiik
gebelik oranlar1 ve uzun yavrulama araliklar1 seklinde kendini gosterir (Jainudeen ve
Hafez, 1993; Barile, 2005). Bununla beraber yapilan caligmalarla fertilitenin kabul
edilebilir diizeylere getirilmesinin, genotiplerin ¢cevreye uyumu ile hayvanlarin diizgiin
idare ve beslenmesi sayesinde saglandig1 gosterilmistir (Perera ve ark., 1987; Usmani ve
ark., 1990; Vale, 1996).

Mandada kizginlik belirtilerinin yetersiz olusu (Ohashi, 1994, Seren ve ark.
1995), 4 saatten 64 saate kadar degisebilen kizginlik siiresi ve ovulasyon zamaninin
saptanmasindaki zorluklar bu tiirde suni tohumlama gibi biyoteknolojik uygulamalarin
kullanimin1 gii¢ bir hale getirmektedir (Baruselli, 2001). Diside kalitsal olarak ge¢
pubertaya ulasma, oOzellikle yaz mevsiminde kizginlik belirtilerinin yetersiz olusu,
mevsime bagli hayvandan hayvana degisen iireme Ozellikleri, uzun buzagilama
araliklar tireme etkinligini olumsuz etkilemektedir (Sekerden, 2005).

Mandalarda karkas et ve siit verimleri sigirlarla gore daha az olmasina ragmen,
kalitesiz kaba yemleri degerlendirme oranlar1t ve yemden yararlanma giicli yliksektir.
Besleme kolayligi, zor olan iklim kosullarina ve hastaliklara kars1 dayanikliliklar, ilave

isgiicline gereksinim duymamalar1 nedeniyle daha diisiik maliyetle iiretim yapilabilmesi



ve elde edilen iriinlerin daha yiiksek fiyata satilmasi gibi avantajlara sahiptir. Bu
avantajlar ile yetistiricilikte manda 6nem arz etmektedir. Bunun yaninda mandalardan
elde edilen et ve siitlin, kendine 6zgii yapis1 (s1gir etinden %40 daha az kolesterol, %12
daha az yag, %55 daha az kalori, %11 daha fazla protein ve %10 daha fazla mineral
icermesi) sebebiyle de etinin tiiketim i¢in daha saglikli oldugu bildirilmektedir (Herold
ve ark., 2006). Sigir siitiine gére daha fazla miktarda yag (ortalama %38), protein ve kuru
madde icermekle birlikte, daha diisiik oranda kolesterol, daha yiiksek oranda vitamin A,
C, E, B1, B2 igerir ve yapisinda bulunan antibakteriyel etkili laktoferrin proteini
nedeniyle de daha az bakteri icermektedir (Adam, 1975; Kreul ve Sarican, 1993). Bu
ozelliklerinden dolayr sucuk, peynir, yogurt ve kaymak gibi iirlinlere kendine has ayr1
bir kivam, tat ve lezzet vermektedir. Deri sanayinde 6zellikle kalin deri gerektiren 6zel
tasarimlarda, derisinin kalin olmasi nedeniyle ayr1 bir yeri olan manda derisi yaygin
olarak (ayakkabi, kosele, tasma, yular, ¢anta gibi) kullanilmaktadir (Kiigiikkebapgt ve
Aslan, 2002). Boynuzlarinda ve tirnaklarindan kolyeler, kiipeler, bilezikler, broslar,
kiilliik, askilik v.s. siis esyalar1 yapilmaktadir. Bu tirlinlerin maddi degeri ¢ok yiiksek
olabilmektedir. Ayrica mandalardan ¢ok kaliteli giibre elde edilir. Bir hayvandan yilda
yaklagik 10-15 ton giibre alinir (Soysal, 2009).

Mandalarda verimliligi arttirmak amaciyla kullanilan yontemlerden biri olan
suni tohumlama uygulamasinda gebelik oranimi etkileyen en ©Onemli faktorlerden
basinda kullanilan dondurulmus spermanin kalitesi gelmektedir (Saacke, 1984). Abdalla
(2003), Misir’daki mandalarda disi-erkek etkilesiminin, serbest ve bagli ahirda
barinmanin, otlatmanin ve dogal emzirmenin etkilerini arastirdigi calismasinda
subOstrusun, iyi bir kontrol mekanizmasinda bile disi mandalarda yaygin bir sorun
oldugunu gostermistir. Disi-erkek etkilesiminin (koku, gorsel, ses, dokunma duyusu ve
feromonlar yoluyla) devamliliginin mandalarda dogum sonrasi siklik aktivitelerin
baslangici lizerinde olumlu etkisi vardir. Ahir ve meralardaki ortak alanlarda siirekli
erkek varligi, disi mandalarinin dogum sonrasi1 genel lireme performansini optimize
edebilmektedir. Stirekli bir boga varliginda, disi hayvanlardaki emzirmenin ovaryum

aktivitesinin engellenmesi lizerine daha az bir etkisi vardir.



1.2. Manda Spermasimin Ozellikleri

Manda spermasinin 6zellikleri boganin irkina, yasina, mevsime, ortamda disi
manda varlig1 gibi durumlara gore degiskenlik gosterebilmektedir. Manda spermasinda
renk ve viskozite, spermatozoa yogunluguna bagl olarak degisiklikler gosterir. Manda
spermasinin rengi genellikle siitlii beyazdan kreme dogru hafif bir maviye calan
degisikenlige sahiptir (Vale, 1994).

Manda spermasinda hacim boganin cinsine ve yasina bagl olarak degisir. Geng
bogalarda sperma miktar1 1-3 ml iken, yash bogalarda 6 ml civarindadir (Vale, 1994).

Manda spermasi 6,4-7,0 araliginda bir pH'ya sahiptir (Rattan, 1990; Kumar ve
ark., 1993; Aguiar ve ark., 1994; Vale, 1997).

Manda spermasinda yogunluk Olgiimleri  spektrofotometre ya da
hematositometre ile yapilmaktadir. Farkli irklara ait spermatozoon yogunluklar1 ¢esitli
yazarlarca bildirilmistir. Brezilya’da yetistirilen manda spermasinda yogunluk
1166,3+17,5x10° spermatozoon/ml olarak belirlenmistir (Aguiar ve ark., 1994). Galli ve
ark. (1993), Italya'da yetistirilen mandalardaki spermatozoa yogunlugunun
690,6+187,9x10° ile 1290,7+100x10° spermatozoon/ml arahgmnda oldugunu tespit
etmiglerdir. Hindistan’ta, Kumar ve ark. (1993), Murrah mandalarindaki yogunlugun
524,1+20,7x10° ile 1031,4+28,7x10° spermatozoon/ml araliginda oldugunu tespit
etmiglerdir. Murrah mandalarinda yapilan diger bir ¢calismada da benzer sonuglar elde
edilmistir (Rattan, 1990).

Spermotozoa motilitesi manda 1irklar1 arasinda farkliliklar gostermektedir.
Aguiar ve ark. (1994), Brezilya’da yetistirilen mandalarda yaptiklar1 calismada,
spermada %78,6+5,6 oraninda motilite oram belirlemislerdir. Italya'da mandalarda
motilite %40+2’den %82+5’e kadar bir varyasyon gostermektedir (Galli ve ark., 1993).
Kumar ve ark. (1993), Hindistan'da yaptiklart arastirmada Murrah 1rki manda
spermasinda %60,8+1,5 ile %69+4 arasinda motilite degerleri bulmuslardir.

Manda spermasinda anormal spermatozoa orani belirlenirken, boyama metodu
veya siv1 fikzasyon metodu kullanilip, bas, orta kisim ve kuyruk anomalileri seklinde
simiflandirilarak tespit edilmektedir. Irkdan 1rka, yastan yasa degisiklik gosteren bu
oranlar ile ilgili yapilan ¢aligmalarda elde edilen sonuclar farkliliklar gostermektedir.
Nili-Ravi irki1 manda spermasinda ¢ogu anomaliler spermatozoon bas kisimlarinda

(%5,7842,1) bulunmustur. Ayn1 zamanda orta kisim anomalileri de %1’den az iken,



kuyruk anomalileri %3,92+1 ile 9%5,7£0,4 arasinda degismektedir. Sitoplazmik
damlacik olusumu %1'den daha az saptanmistir (Saeed ve ark., 1990). Bu anomaliler
benzer oranlarda Brezilya manda spermasinda (Aguiar ve ark., 1994) ve Murrah manda
spermasinda da (Kumar ve ark., 1993) gozlenmistir.

Vale (1994)’nin yaptig1 arastirmada elde ettigi manda spermasina ait genel

ozellikler Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Manda spermasina ait genel 6zellikler (Vale, 1994’den uyarlanmigtir)

Ozellikler Degerler

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

Motilite (%) >70

pH 6,7-175

Yogunluk (spermatozoon/ml) 600x10°- 1200x10°

Canli Spermatozoa Orani (%) >70

Anormal Spermatozoa Orani (%) <70

I[brahim ve ark. (1985)’nin yaptig1 arastirmada elde ettigi manda spermasinda
ve seminal plazmadaki bazi fiziksel ve biyokimyasal parametreler Tablo 4’te

verilmistir.



Tablo 4. Manda spermasinda ve seminal plazmasindaki bazi fiziksel ve biyokimyasal parametreler

(ibrahim ve ark., 1985’den uyarlanmustir)

Ozellikler Spermada Seminal Plazmada
Ozmolarite (mosM/kg) 293,33+3,39 283,75+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) 368,73+£14,82 466,33+31,66
Sodyum (mg/100ml) 260,63+8,81 258,58+13,65
Potasyum (mg/100ml) 153,5+2,68 154,83+3,27
Kalsiyum (mg/100ml) 32,04+2,77 32,42+3,1
Magnezyum (mg/100ml) 6,17+0,41 6,46+0,39
Kloriir (mg/100ml) 196,57+2,45 224,06+2,6
inorganik fosfataz (mg/100ml) 17,02+1,67 12,75+1,09
Asit fosfataz (U/100ml) 2254299 230,46+1,48
Alkalin fosfataz (U/100ml) 326,05+2,16 331,2+2,6
Cinko (umol/lt) 14,3 86,88

Manda spermasmin, Bos taurus spermasindan fiziksel ve biyokimyasal
ozellikler agisindan dikkat g¢ekici farkliliklar1 oldugu bildirilmistir. Manda spermasi
sigir spermasina gore yiiksek miktarda fruktoz (Abdou ve ark., 1977), asit ve alkalin
fosfataz aktivitesi (Abdou ve ark., 1974; 1978) inorganik fosforlar (Abdou ve ark.,
1977) ve diisik miktarda askorbik asit (Abdou ve ark., 1977) icermektedir.
Spermatozoon asit fosfataz konsantrasyonu, motil ve canli spermatozoa ylizdeleri,
dehidrogenaz aktivitesi ve fruktoz kullanim orani ile 6nemli diizeyde dogrudan bir iliski
gostermektedir. Ote yandan, boga spermasmin aksine manda spermasindaki yiiksek
alkali fosfataz seviyesi, azalan motilite yiizdesi ve canli spermatozoa yiizdesi,
baskilanmis dehidrojenaz aktivitesi ve fruktolitik oraninda hafif bir azalma ile eslik eder

(Abdou ve ark., 1978). Mudgal (1992)’a gore manda spermasi sigir spermasina gore



daha diisiik oksijen kullanim kapasitesi ve aerobik friiktolizis indeksine sahiptir. Manda
sperma motilitesi de anaerobik kosullara gore aerobik kosullarda daha hizli azalir.

Sigira gére manda spermasi diisiik dondurulabilir kapasiteye sahiptir. Bunun
nedenlerinden biri spermatozoadaki lipit oranindaki farkliliklar olabilir (Jain ve Anand
1976; Tatham 2000; Hiemstra, 2003). Ornegin, fosfatidil kolin manda spermatozoon
plazma membraninda bulunan tiim fosfolipidlerin yaklasik olarak %66’sini1 olustururken
(Cheshmedjieva ve Dimov, 1994), bu deger sigirlarda yaklasik %50°dir (Parks ve ark.,
1987). Benzer sekilde, fosfatidil etanolamin manda spermatozoon membraninda
bulunan tiim fosfolipidlerin yaklasik %23’{inii olusturmaktadir (Cheshmedjieva ve
Dimov, 1994), fakat bu deger sigirlarda yaklasik %10°dur (Parks ve ark., 1987). +4
“C*de kisa siireli saklama esnasinda sigir ve manda spermasi karsilastirildiginda, manda
spermatozoasinin muhtemelen antioksidan enzimlerin azalan aktivitesine bagl yiiksek
lipid peroksidasyon nedeniyle oksidatif strese daha egilimli oldugu gosterilmistir (Nair

ve ark., 2006).

1.3. Manda Spermasini Etkileyen Faktorler

Mandalarda sperma kalitesini ve 6zelliklerini etkileyen faktorlerin arastirildigt
caligmalarda birgok faktoriin etkinligi bildirilmistir. Bu faktorlerin basinda mevsim,
dolayisiyla fotoperiyodizm gelmektedir. Fotoperiyot mandalarda ilireme ve cinsel
aktiviteyl etkileyen onemli bir cevre faktoriidiir (Vale, 1997). Fotoperiyodun cinsel
aktivite ve libido ile birlikte spermanin kalitesi ve dondurulabilirligini etkileyebilecek
bir faktdr oldugu da bildirilmistir (Sansone ve ark., 2000). Androjenler mevsimsel
faktorlerden etkilenir ve disi varligr ile uyarilir (Malfatti ve ark., 2006). Diinyanin
iliman bolgelerinde, mandalarda sperma kalitesinin yaz ve sonbahar aylarina gore kis ve
ilkbahar aylarinda daha iyi oldugu bulunmustur (Mohan ve Sahni, 1990; Galli ve ark.,
1993). Tropikal bolgelerde, sperma kalitesinin yagislt mevsimlerde daha iyi oldugu
gbzlenmis, sicak ve nemli tropikal Amazon bdlgesinde ise kaliteli sperma elde etmek
icin en 1yl zamanin Ocak ve Haziran aylar1 arasinda oldugu bildirilmistir (Vale, 1994).
Mandalar 1s1 stresine ¢ok duyarlidir, bu nedenle yilin sicak mevsimlerinde sperma
kalitesinde bir azalma durumu sik goriilen bir bulgudur. Bu konuda arastirmacilar, yaz

aylarinda spermatozoanin dondurma stresine ¢ok hassas oldugunu ve bu sebeple sadece
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kis ve bahar aylarinda dondurulma isleminin yapilmasi gerekliligini Onermislerdir
(Perera ve ark., 1979).

Mevsim disinda beslenme ve barimma dahil olmak {izere ¢iftlik idaresinin de
mandalarda sperma iiretimi ve kalitesi iizerine etkisi vardir (Chinnaiya ve Ganguli,
1990).

Diger bir faktor mandalarin yasidir. Murrah irki (Chinnaiya ve Ganguli, 1990;
Kumar ve ark., 1993) ve Nili-Ravi 1rk1 (Saeed ve ark., 1990) mandalarinda yapilan
calismalarda en iyi kalitede sperma elde etmek icin spermatozoa morfolojisi agisindan
uygun yas araliginin 3-5 yas oldugu belirlenmistir.

Campanile ve ark. (2006), kanda artan iire seviyesi ile diisiik fertilite arasinda
bir iliski oldugunu vurguladig: gibi ineklerde oldugu gibi mandalarda suni tohumlama
programlarinin uygulanmasi metabolik ve beslenmeye bagli bir dizi faktorler nedeniyle
tehlikeye girebilir.

Sonug olarak, beslenme, barinma ve yas bogalardaki bireysel sperma kalitesi

tizerinde giiclii bir etkiye sahip olabilir (Chinnaiya ve Ganguli 1990).

1.4. Epididimal Manda Spermasinin Ozellikleri

Mevsim, hayvanin yasi, beslenme durumu gibi bir¢ok cevresel ve fizyolojik
faktorler disinda mandalarda epididimal sperma Ozellikleri {izerine epididimislerin
laboratuvara getirilmesi, kullanilan sulandiricinin 6zellikleri ve tercih edilen dondurma
protokolleri etkili olabilmektedir.

Mandalarda epididimal sperma ile ilgili yapilan ¢aligmalarda testislerin kesim
sonrast laboratuvara ulastirilma konusu biiylik 6nem tasimaktadir. Doku dejenerasyonun
zararl etkileri nedeniyle spermatozoanin post-mortem elde edilmesi isleminin ivedilikle
yapilmast Onerilmektedir (Hopkins ve ark., 1988). Eriskin mandalarda epididimal
spermatozoa miktarlarini arastiran bir¢ok calisma yapilmistir. Bu ¢alismalarda toplamda

ve caput, corpus ve caudada elde edilen spermatozoa miktarlar1 Tablo 5’da sunulmustur.
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Tablo 5. Eriskin mandalarda epididimal spermatozoa miktarlari

Spermatozoon Yiizde Dagilimlari (%)

Toplam
Aragtirmaci Tiir spermatozoa Caput Corpus Cauda
(x 10%) (%) (%) (%)
Sharma ve Gupta (1978) Bubalus Bubalis 36,2 30,76 4,25 64,99
McCool ve Entwistle Avusturalya Nehir 9,7+0,07 28,82 14,63 60,55

(1989) mandast

Rat, kobay, hamster ve insanlarda oldugu gibi (Turner ve Reich, 1985) Bos
taurus (s1g1r) bogalarinin spermatozoasi da motil olmasina ragmen epididimis icerisinde
immotil halde saklanmaktadir. Bu immotil duruma cauda epididimis sivisinda varolan
pH’ya bagimli etkenlerin neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Ejakiilasyon sirasinda eklenti
bezi salgilariyla bu pH dengelenerek spermatozoa aktif motil hale gelmis olur.
Mandalarda epididimal spermanin sulandirict ile karistirilmasindan sonraki motil
yetenedi aciga c¢ikarma siliresi 2-5 dakikadir (Acott ve Carr, 1984). Bu yiizden
sulandirma sonras1 ilk muayenede spermatozoanin hepsi motil olmayabilir. Dondurma
islemi Oncesinde immotil olarak gozlenen bazi spermatozoonlar sperma sulandiricisina
maruz kalmasi ile sonradan motil hale gelirler (Herold ve ark., 2004b).

Elde edilen epididimal manda spermasinin yapilan caligmalarda genellikle
dondurulmast amaglanmistir. Bu ¢alismalarda dondurulmadan o6nceki spermatolojik
parametre degerleri de kaydedilmistir. Ticari sulandiricilar olan AndroMed® ve
Triladyl™ sulandiricilarinin  karsilagtirdiklart bir arastirmada Afrika mandalarinda
epididimal spermada sirasiyla %35+21 ve %2149 oraninda progresif motilite sonuglari
elde edilmistir (Herold ve ark., 2006). Tris-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisi (3,028
gr Tris (hydroxy methyl) amino methane, 1,675 gr sitrik asit monohidrat, 1,25 gr
fruktoz, 500-1000 IU/ml Penicillin G sodium, 500-1000 pg/ml streptomycin sulphate,
%10 yumurta sarisi, %7 gliserol ve iki kez islem goérmiis distile su ile 100 ml’ye
tamamlama) ile sulandirilan manda epididimal spermasinda %72,75+0,91 oraninda
progresif motilite sonuglar1 saptamistir (Hiron ve ark., 2006). Yine ticari sulandiricilar
olan AndroMed®, Triladyl™ ve Red Ovine Freezing Buffer sulandiricilarmin

karsilagtirildigr  bir c¢alismada epididimal manda spermasinda sirasiyla %31+£21,
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%]19+11 ve %?24+15 oraninda progresif motilite sonuclar1 elde edilmistir (Herold ve
ark., 2004b).

Mandalarda taze epididimal spermada anormal spermatozoa parametrelerinin
ve 0lii spermatozoa oraninin degerlendirildigi ¢calismalarda cesitli veriler elde edilmistir.
Akrozomal biitiinliiglin ve 6lii spermatozoa oraninin arastirildigi bir ¢alismada, 1995 ve
1996 yillarinda yapilan degerlendirmelerde bu yillar i¢in sirasiyla %89,3+2,3 ve
%93,5+2,2 oranlarinda akrozomal biitiinliik tespit edilirken, 6lii spermatozoa orani i¢in
strastyla %9,6+2 ve %15,6+1,1 verilerini elde edilmistir (Lambrechts ve ark., 1999).
Baska bir ¢alismada %80,33+0,33 oraninda akrozomal biitiinliik tespit edilirken, elde
edilen 6lii spermatozoa oran1 %17,67+0,33 olarak bulunmustur (Kumar ve ark., 2008).
Yine bir baska ¢alismada elde edilen akrozomal biitiinliik ve canli spermatozoa oranlari

strastyla %80,2+1,08 ve %83,6+0,95 olmustur (Singh ve ark., 2007).

1.5. Kriyoprezervasyon

Kriyoprezervasyon; hem sulandirma-sogutma-dondurma islemleri hem de
cozdiirme islemleri esnasinda meydana gelen ozmotik ve termik soklara kars: hiicrelerin
yiiksek diizeydeki biyolojik uyumunu kapsayan fizyolojik olmayan bir yontemdir
(Watson ve ark., 1992; Holt, 2000a; 2000b). Dondurma-¢ozdiirme islemleri sirasinda
meydana gelen hasarlar esas olarak hiicre zarini (plazma ve mitokondriyal), en kotii
durumda da hiicre c¢ekirdegini etkilemektedir (Blesbois, 2007). Hiicre zarindaki
hasarlarin, spermatozoa canliligi ve adenozin trifosfat (ATP) konsantrasyonu da dahil
olmak tizere bir¢ok farkli metabolik faktdrler tizerine etkileri vardir (Andrabi, 2009).

Yaklasik yiiz elli y1l 6nce kiimes hayvanlar1 ve boga spermasinin dondurulmasi
amactyla sogutulma islemi (Polge ve ark., 1949; Polge ve Rowson, 1952) ve
gliserolizasyon islemi i¢in yumurta saris1 igerigindeki koruyucu ajanlarin kesfi (Phillips
ve Lardy, 1940) sperma dondurulma isleminin kilometre taslaridir. Yillar i¢inde, sperma
dondurulmasinda birgok tiir i¢in yontemlerin gelistirilmesi amaci ile deneysel olarak
tasarlanmig teknik ayarlamalar kullanima girmistir (Graham, 1996; Gunasena ve Critser,
1997; Johnson ve ark., 2000; Salamon ve Maxwell, 2000).

Spermanin sicakliginin +4°C’ye diisiirtilmesi hiicresel metabolik aktiviteyi

azaltmakta ve hiicrenin yasam siiresini uzatmaktadir (Hammerstedt ve Andrews, 1997).
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Kriyoprezervasyon islemi sicakligin azaltilmasi, hiicresel dehidratasyon,
dondurma ve ¢ozdiirme adimlarini icermektedir. Hiicre i¢i suyun donma riski ve buz
kristalleri olusumunun mekanik stresi ile hiicresel yapilarin bozulma olasilig1 -10°C
civarindaki sicakliklar i¢in kritik deger arz etmektedir (Gao ve ark., 1997; Karow,
1997). -5°C civarindaki sicakliklarda hiicre i¢i ve hiicre dist su asir1 sogutulmus yari
kararl1 bir halde olarak donmamuis sekilde bulunur. -5°C ile -10°C aras1 hiicre igi su asir1
sogutulmus halde kalirken, hiicre dist medyum buz yapisi haline gelmektedir. Kimyasal
dengedeki hiicre i¢i ve hiicre dis1 sivi varligt hiicresel dehidrasyonu dogurur. Bu
noktada sogutma orani hiicresel dehidrasyonun meydana gelmesine imkan tanir hizda
olmali ve hiicre i¢i suyun donmasima engel olmalidir. Siddetli dehidrasyon, makro
molekiillerin denatiirasyonu ve hiicrelerin asir1 biiziilmesi sonucu olusan soliisyon etkisi
hasar1 geri doniisiimsiiz membran yikimina dahi yol acabilir. Bir diger hasar ise buz
olusumunun hiicre ¢evresinde meydana getirdigi mekanik strestir (Gao ve ark., 1997).

Soguk soku etiyolojisi, metabolik fonksiyonlardaki degisiklikler ile hiicresel
membrandaki hasari ve membran bilesenlerinin diizenlenmesindeki degisikliklerden
kaynaklanan muhtemel nedenleri igerir. Sogutmanin -soguk sokunun- zararli etkisi
kolesterol/fosfolipit orani, lipit icerigi, hidrokarbon zinciri doygunluk derecesi ve
protein/fosfolipid oran1 gibi membran elemanlarinin bilesimine baghdir (Parks, 1997).
Ayni zamanda oksidatif stres ve reaktif oksijen tiirlerinin tretimi ile iligkilidir
(Chatterjee ve ark., 2001). Domuz spermatozoasi ¢oklu doymamis yag asidi igerigine
yiiksek oranda sahip oldugundan lipid peroksidasyonuna ¢ok duyarlidir (Comaschi ve
ark., 1989; Cerolini ve ark., 2000). Lipid peroksidasyonunun etkileri; geri doniisii
olmayan motilite kaybi, solunum inhibisyonu, hiicre i¢i enzimlerinin kagagi ve
spermatozoon DNA hasaridir (White, 1993). Farkl: tiirler 6zel spermatozoon membran
yapisi gosterdikleri i¢in (Bennett ve White, 1997; Parks, 1997; Cross, 1998), soguk
sokunun spermazotoon iizerindeki etkisi tlirler arasinda farklilik gosterir. Bu sebepten
dolay1r en duyarli olan domuz spermasidir, boga, ko¢ ve aygir spermalar1 daha az
duyarhidir. Bunlarin yaninda kedi ve kdpek spermalar1 bir miktar duyarli iken tavsan,
horoz ve insan spermalari ise en az duyarhidir (Cross, 1998).

Yumurta sarist ile siitiin igerigindeki bilesikler ve koruyucu mekanizmalarin
nasil gerceklestigi daha tamamen aydinliga kavugsmamis olmasina ragmen, yumurta

sarisindaki koruyucu mekanizmanin fosfolipidler ve diisiikk yogunluklu lipoprotein
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bilesenleri ile, siitteki koruyucu mekanizmanin da protein fraksiyonu ile gergeklestigine
inanilmaktadir. Yumurta sarist igerigindeki fosfolipidler spermatozoon iizerindeki
sogutma hasarini membran bilesimi ve/veya fiziksel Ozelliklerini degistirmeden
azaltabilmektedir (Parks, 1997).

Kriyoprotektan ajanlarin kullanimi hiicre i¢i buz kristal olusumunu engellemek
icin ¢ok oOnemlidir. En ¢ok kullanilan kriyoprotektan gliseroldiir. Permabl bir
kriyoprotektan olan gliserol; hiicre dehidrasyonunun ozmotik uyarimi ile hiicre dis1 bir
etki olusturarak donma icin hiicre i¢inde gerekli olan su miktarini saglamis olur.
Gliseroliin hiicre igi etkilerinden biri hiicre membranina yapisarak dehidrasyon sonucu
olusacak hiicre i¢i ozmotik stresi azaltmasidir. Bu durum hiicresel hacmin korunmasi
icin gerekli hiicre i¢i suyun yerine konmasi, iyonlarla ve makro molekiillerle etkilesim
ve suyun donma derecesinin baskilamasi ile meydana gelir. En uygun dondurma
oraninin tespit edilmesi i¢in dnem arz eden hiicresel 6zellikler; kriyoprotektanlarin
kullanim konsantrasyonlar1 ve tiplerinin yani sira membran gecirgenligi, aktivasyon
sicakliklart ve fiziksel strese karst membranin biitiinliigii olarak siralanabilir. Farkli
tiirlerin spermatozoonlar kalitsal olan hiicre formlari, hiicre hacimleri, organel boyutlari
ve bilesimlerinden dolay1 basarili bir dondurma i¢in ¢esitli protokoller gerektirmektedir
(Medeiros ve ark., 2002).

Sperma dondurma protokollerinin gelisimi; sulandirict bilesimleri (igerdigi
kriyoprotektanlar), farkli oranlar, sogutma kosullari, ¢6zdiirme, spermatozoon
konsantrasyonu ve kullanilan sonu¢ degerlendirme metotlarindaki ¢ok sayida farkli
kombinasyonlar ile denenerek saglanmistir (Holth, 2000b). Yillar i¢inde sperma
dondurma caligmalarinda baz: tiire 6zgii protokoller standart olarak belirlenmistir. Boga
(Vishwanath ve Shannon, 2000), ko¢ (Salamon ve Maxwell, 2000), domuz (Johnson ve
ark., 2000), keci (Leboeuf ve ark., 2000) ve (Graham, 1996; Ecot ve ark., 2000) gibi
ciftlik hayvanlari i¢in sperma dondurmasindaki ¢alismalar sonucu agiklayici protokoller
ve fertilite sonuclar1 yaymlanmistir. Reprodiiksiyon alaninda kullanim i¢in birgok tlirde
taze spermadaki motilite oranint %50 civarinda koruyabilen sperma dondurma
protokolleri bagarilt makul bir sonug olarak kabul edilmektedir. Bununla birlikte iyi bir
fertiliteye ulagsmak icin gerekli tohumlama dozundaki motil spermatozoon sayist tiirler

arasinda degiskenlik gostermektedir. Dondurulmus spermanin yeteri kadar yiiksek
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dozda kullanilmas: ile bazi tiirlerde, taze sperma ile elde edilen fertilite oranlart

dondurulmus sperma ile de elde edilebilir (Holth, 2000b).

1.6. Kriyoprezervasyonun Etkileri

Genel olarak dondurma igleminin, spermatozoon canlilig1 {izerinde %50'den
fazla oranda azalmaya neden olabildigi kabul edilmektedir (Watson, 1979). Sogutma-
dondurma-¢ozdirme islemleri, spermatozoon membran1 {izerinde spermatozoon
canliliginin ve fertilizasyon yeteneginin azalmasina sebep olan fiziksel ve kimyasal
stres meydana getirir (Chatterjee ve ark., 2001). Meydana gelebilecek durumlara karsi

hiicrenin verecegi olasi yanitlar Tablo 6’de verilmistir (Morris ve Clarke, 1987).

Tablo 6. Hiicrenin dondurulup-¢ozdiirilmesinden meydana gelen hasarlarin kaynaklar1 (Morris ve

Clarke, 1987°den uyarlanmistir)

Karsilasilan Durum Hiicrenin muhtemel cevabi

Sicaklik azalmasi Membran lipit faz degisiklikleri ve hiicre
iskeletinin depolimerizasyonu

Coziinen madde artig1 Ozmotik biiziisme

iyonik madde artigi Membran tizerine direk etki, membran

proteinlerinin ¢dziinmesine neden olma

Dehidrasyon Iki katmanl lipit yapisinin destabilizasyonu
Hava kabarcig1 olusumu Membranlara ve hiicre iskeletine meknanik hasar
Soliisyon viskozitesinde artig Difiizyon isleminin muhtemel kisitlanmasi
pH’da meydana gelen degisiklikler Protein denatiirasyonu

Hiicreler arasi direk etkilesim Membran hasari

1.7. Manda Spermasinin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Manda spermasinin dondurulmasi amaciyla sitratli-sitrik asit bazli, tris bazl
laboratuvar ortaminda hazirlanan sulandiricilar ile ticari olarak satilan bir¢ok sulandirici
kullanilmistir. Yapilan caligmalarda spermanin sulandirilmasi ve dondurulmasinda
spermatolojik parametrelerden motilite, anormal spermatozoa orani, 6lii spermatozoa
orani ve plazma membran biitiinliigli gibi parametreler incelenmistir.

Waheed ve ark. (2012), calismasinda laboratuvar ortaminda Tris, sitrik asit,
fruktoz, yumurta saris1 (tavuk), 6rdek yumurta sarisi, gliserol, penicilin ve streptomycin
maddeleri kullanilarak 5 farkli kombinasyonda hazirlanan sulandiricilar ile sulandirma

islemi uygulanmistir. Suni vajen ile elde edilen ve %60 iizeri oranda motiliteye sahip
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spermalarin kullanildigi ¢alismada taze spermanin sulandirilma islemi sonrasi elde
edilen ortalama motilitesi %69,3+0,43 olarak bulunmustur. Plazma membran
biitiinltiglinlin ortalama %384,82+0,25 olarak goézlendigi bu caligmada, ortalama bas
anomalileri oran1 %8,28+0,19, ortalama orta kisim anomalileri oran1 %1,65+0,05 ve
ortalama kuyruk anomalileri oran1 %11,734+0,23 olarak bulunmustur. Ayn1 ¢alismada
spermalarin dondurulmast sonucu elde edilen ortalama ¢6ziim sonu motilitesi
%48,83+0,45 olarak bulunmustur.

Suni vajen ile elde edilen ve %70 iizeri motil sperma 6rneklerinin kullanildigi,
yine laboratuvar ortaminda hazirlanan Tris-yumurta sarisi-sitrat sulandiricist ile
sulandirildigr bir baska c¢alismada ¢O6ziim sonu %28 motilite orant gozlenmistir
(Kadirvel ve ark., 2009).

Ticari bir sulandirict olan Bioxcell® ile laboratuvar ortaminda hazirlanan Tris-
sitrat-yumurta sarist sulandiricisinin karsilastirilmali olarak degerlendirildigi ve %80 ve
tizeri motil sperma Orneklerinin kullanildigi1 ¢aligmada ¢6ziim sonu motilite degerleri
strastyla %47,20 ve %39,16 olarak saptanmistir. Ayni calismada Bioxcell® sulandiricist
icin ¢oziim sonu akrozomal biitiinliik oran1 %21,96, hipoozmotik sisme testi (HOST)
orant %45,96 ve canli spermatozoa orani %61,88 olarak bulunurken, Tris-sitrat-yumurta
saris1 sulandiricist i¢in bu degerler sirasiyla %19,28, %42,92 ve %55,08 olarak
bulunmustur (Asr ve ark., 2011).

Chinnaiya ve Ganguli (1980), yaptiklar1 ¢alismada, sitrath veya sitrik asit bazl
sulandiricilara gdre Tris-bazli sulandiricilarla daha iyi ¢6ziim sonu motilite elde
edildigini saptamiglardir.

Karsilagtirmali olarak yapilan bir ¢alismada, Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta
sarisl, yumurta sarisi-sitrat, yumurta sarisi-glukoz-bikarbonat, yumurta sarisi-yagsiz siit
ve ticari bir sulandirici olan Laiciphos-271 sulandiricilart arasinda yumurta sarisi-yagsiz
siit ve Laiciphos sulandiricilar1 diger sulandiricilardan daha yiiksek ¢oziim sonu motilite
degerleri vermistir (Nour, 1980).

Abdel-Rahman ve ark. (1988), sperma sulandirma islemi i¢in yagsiz siitli
sulandiricilar yerine Tris-tabanli ticari bir sulandirict olan Triladyl’in daha olumlu
sonuglara sahip oldugunu saptamiglardir.

Yine Tris-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisi ile yapilan baska bir ¢alismada

tavuk yumurta saris1 yerine 6rdek yumurtasi, Gine hindi yumurtas: ve Hint yerli tavuk
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yumurtast kullanilmistir. Ticari olarak satilan tavuk yumurta sarisinin karsilastirildigi

calismada sonuglar Tablo 7°te verilmistir (Andrabi ve ark., 2008).

Tablo 7. Sulandiricilara tavuk yumurta sarisi, 6rdek yumurta sarisi, Gine hindi yumurta sarisi, Hint yerli
tavuk yumurta sarist ve ticari yumurta sarist eklenmesinin karsilastirilmali olarak degerlendirilmesi

(Andrabi ve ark., 2008’den uyarlanmistir)

Kullanilan yumurta sarist ~ C6ziim sonu motilite Anormal spermatozoa oranlari (%)
(%) Bas Orta Kuyruk
Ordek yumurta sarisi 56+3,0 0,840,2 0,440,2 7,90+1,5
Gine hindi yumurta sarisi 57+1,2 0,8+0,2 0,9+0,4 13,5+2,5
Hint yerli tavuk yumurta 54+1,9 1,3+0,4 1,0+0,2 17,5+0,7
sarist
Ticari tavuk yumurta 53+1,2 1,3+0,4 0,3+0,1 15,0+1,3

sarisi

1.8. Epididimal Manda Spermasinin Sulandirilmasi ve Dondurulmasi

Sperma sulandiricilari ejakiile sperma igin tasarlanmis oldugundan, elde edilen
epididimal spermatozoaya seminal plazma ve sulandiricinin eklenme islemi ve bu
islemin sirasinin motilite kabiliyeti lizerinde bir etkisi olabilir. Ejakiile spermanin
dondurulmasinda spermatozoa, sulandirict ile seyreltilmeden 6nce seminal plazma ile
temas etmektedir. Bu yiizden epididimisten elde edilen spermatozoanin 6nce sperma
sulandiricist ile yikanip daha sonra seminal plazma eklenmesi dogru olmayabilir. Bu
durumda sadece birka¢ damla sulandiricinin kullanildigi bir deneme Onerilebilir.
Seminal plazma ancak ondan sonra eklenmelidir ve daha sonra sadece sperma
sulandiricist ile seyreltilmelidir (Herold ve ark., 2004a).

Yapilan arastirmalarda, kullaniminda kontaminasyon riski tasiyan yumurta
sarisin1 i¢eren sulandiricilar kullanilmistir (Herold ve ark., 2004a, Herold ve ark.,
2004b, Herold ve ark., 2006, Asr ve ark., 2011). Ayrica yumurta saris1 steroid hormon
ve bu hormonlarin 6ncii maddelerini ihtiva etmektedir (Hartman ve ark., 1998). Bu

hormonlar spermatozoanin fertilitesinde azalmaya neden olabilmektedir (Miiller ve ark.,
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2001). Buna karsilik Herold ve ark. (2004b), yumurta saris1 igermeyen bir sulandirici ile
(AndroMed®, Minitiib, Germany) yumurta sarisi igeren iki sulandiriciyr (Triladyl™,
Minitiib, Almanya ve Red Ovine Freezing Buffer, IMV, Fransa) karsilastirdiklar
calismalarinda, ¢6ziim sonu progresif motilite degerleri AndroMed®, Triladyl™ ve Red
Ovine Freezing Buffer i¢in sirastyla %13£13, %18+12 ve %28+16 bulmuslardir.

Dondurma iglemi prosediirlerinin arastirildigi bir calismada ¢6ziim sonu
progresif motilite degerleri standart protokol kullanilarak dondurma islemi yapilan
spermada %25 iken, 20°C/dk. ve 30°C/dk.’da sogutma islemi uygulanarak dondurulan
spermada ise bu deger %40 olarak bulunmustur (Sukhato ve ark., 2001).

Yapilan bir calismada Tris-yumurta sarisi-gliserol sulandiricist ile sulandirilan
manda epididimal spermasinda, ortalama %72,75 motilite orani elde edilmisken, ¢6ziim
sonunda bu deger %51,58 olarak bulunmustur (Hiron ve ark., 2006). Herold ve ark.
(2006), Afrika mandasinin epididimal spermasini dondurmayr amagladiklar
calismalarinda, ticari Triladyl™ ve AndroMed® sulandiricilart ile elde ettikleri ¢ozim
sonu sperma progresif motilite degerleri %17+11 ile %14+13 arasinda degiskenlik
gostermistir. Yine Afrika mandalarinda yapilan caligmalarda epididimal spermanin,
sperm-TALP (sperm-Tyrodes’s-albumin-lactat-pyrovate) ve Triladyl™ (Minitub)
sulandiricilart ile donduruldugu calismalarda %19-58 arasinda ¢oziim sonu motilite
degerleri saptanmistir (Bartels ve ark., 1996; Lambrechts ve ark., 1999; Gerber ve ark.,
2002).

Ticari Triladyl™ ve AndroMed® sulandiricilarina ek olarak %10’luk sigir
seminal plazmasi katilarak elde edilen sulandiricilarin karsilastirilmali olarak epididimal
spermanin dondurulmasinin degerlendirildigi bir ¢alismada, Triladyl™, %10’luk sigir
seminal plazmasi eklenmis Triladyl™, AndroMed® ve %10’luk sigir seminal plazmasi
eklenmis AndroMed® sulandiricilarinin  taze sperma progresif motilite degerleri
sirastyla %21,6£12,77, %14+10,47, %32,3£19,01 ve %12,5+£9,02 olarak belirlenmistir
(Herold ve ark., 2004a).

Kumar ve ark. (2008), tarafindan dondurma sonrasi1 akrozomal biitiinliik ve 6lii
spermatozoa oranlarinin belirlendigi bir ¢aligmada ¢6ziim sonu %64,58+0,99 oraninda
akrozomal biitiinliik ve %35,83+0,41 6lii spermatozoa verileri elde edilmistir. Bagka bir
calismada ¢Oziim sonu %66,83+1,05 akrozomal biitiinlik ve %68,67+0,94 canli

spermatozoa oranilar1 tespit edilmistir (Hiron ve ark., 2006). Ticari sulandiricilar olan

19


http://www.minitube.de/DE_eng/Products-Services/Small-Ruminants/Semen-Extenders/AndroMed-R-200-ml
http://www.minitube.de/DE_eng/Products-Services/Small-Ruminants/Semen-Extenders/AndroMed-R-200-ml
http://www.minitube.de/DE_eng/Products-Services/Small-Ruminants/Semen-Extenders/AndroMed-R-200-ml
http://www.minitube.de/DE_eng/Products-Services/Small-Ruminants/Semen-Extenders/AndroMed-R-200-ml

AndroMed® ve Triladyl™ sulandiricilarmimn karsilastirildig: bir arastirmada ¢6ziim sonu
epididimal manda spermasinda sirasiyla %5446 ve 9%56+6 oraninda akrozomal

biitiinliik tespit edilmistir (Herold ve ark., 2006).

1.9. Manda Spermasinin Dondurulmasi ve ideal Protokoller

Manda spermasinin suni tohumlama igin islenme ve kullanma prosediirleri,
sigir i¢in gelistirilen tekniklerdeki yapilan bazi degisikliklere dayanmaktadir (Vale,
1997). Yapilan caligmalarda dondurma amaciyla elde edilen manda spermasinin
laboratuvara  getirildikten = sonraki  islenme  prosediirleri  asagidaki  gibi
gerceklestirilmektedir:

- Uygun sulandirici ile tekli ya da ikili adimda spermanin sulandirilmasi (son
konsantrasyon: 120-150x10° spermatozoa/ml).

- +5°C’deki spermanin 0,2-0,4°C/dk.’lik bir hizda sogutulmasi.

- Payet (0,25 ml) i¢inde paketlemesi.

- Tekli adimda yapilan sulandirmada 2 saat, ikili adimda yapilan sulandirmada

4-6 saatlik equilibrasyon.

- Varsa programli dondurucuda, yoksa payetleri s1vi azotun 4 cm {izerinde sivi
azot buharinda 10-20 dk.’da dondurma.
- Su banyosunda 37°C - 45°C’de 15-60 sn.’de ¢ozdiirme.

Zit sonucglarin da elde edildigi cesitli sulandiricilar ve g¢esitli sogutma,
dondurma ve ¢ozdiirme oranlart zaman zaman kullanilmistir. Bazi yazarlara gore,
manda spermasinin dondurulabilme kapasitesi zayiftir ve bu durum spermatozoon
membranindaki diisiik fosfolipit icerigi ve bu yapinin donma-¢oziilme sirasinda kaybi
ile iliskilidir (Sansone ve ark., 2000)

Ideal bir sulandirict: (i) pH’s1 6 ile 8 arasinda; (ii) suda maksimum, diger
coziicillerde minimum ¢oziilebilir; (iii) minimum tuz etkisine sahip; (iv) minimum
soliisyon yogunluguna sahip; (v) sicaklik etkisi en az degerde; (vi) zararsiz katyon
etkilesimine sahip; (vii) iyi bir iyonik dayaniklilikta ve (vii) kimyasal stabiliteye sahip
olmalidir (Bates, 1961; Good ve ark., 1966; Good ve Izawa 1972; Keith ve Morrison
1981). Abdel-Malak ve ark. (1993), Tris sulandiricisinin 6,5 ila 8 arasindaki pH
degerlerini denedikleri ¢alismalarinda, ¢6ziim sonu motilite i¢in 7,0 pH degerinin daha

iyi sonug verdigini ortaya koymuslardir.
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Sulandirma oran1 dondurma igleminin kritik asamalarindan biridir ve tiirden
tire, kullanilan sulandiricidan sulandirictya gore degisiklik gostermektedir. Manda
spermast i¢in 1:1’den 1:12’ye kadar uygulanan sulandirma oranlar1 basariyla
kullanilmistir (Andrabi, 2009).

Sulandiricilara katilan kriyoprotektif ajanlar dondurmanin olmazsa olmazidir
ve bu ajanlar hiicre i¢i ve hiicre dis1 olmak {izere iki gruba ayrilir. Gliserol bu ajanlarin
en bagsta geleni ve siklikla kullanimda olanidir. Gliserol genellikle ¢oklu-hidroksillenme,
su ile hidrojen bag1 olusturabilme ve hiicre zarindan niifuz yetenegine sahip olup, hiicre
tipi ve kosullarina bagli olarak yaklasik 1-5 mol/l arasindaki konsantrasyonunun
hiicrelere maruz kalmasi durumunda toksik degildir (Fuller ve Paynter, 2004).
Dondurarak saklama sirasindaki gliseroliin fizyolojik etkileri; hiicresel hacmin
korunmasi i¢in gerekli hiicre i¢i suyun yer degistirilmesi, iyonlar ve makro molekiiller
ile etkilesim, suyun donma noktasininin baskilanmas1 ve donmamis kisimdaki elektrolit
konsantrasyonlarinin azaltilmasi1 sonucunda buz formlarinin daha az olusmasi ile
saglanmaktadir (Holt, 2000a; Medeiros ve ark., 2002). Yapilan arastirmalarla gliseroliin
sulandiricilara hangi oranda (%6,5-7,0) katilmasi1 gerektigi belirlenmistir. Kumar ve ark.
(1992), manda spermasi dondurma isleminde Tris-ve siit bazli sulandiricilar i¢in en 1yi
gliserol oranmin %6, sodyum sitrat sulandiricist i¢in %9 oldugunu bulmuslardir.
Ramakrishnan ve Ariff (1994), Nastri ve ark. (1994) da %8’den %2-3’e kadar azalan
konsantrasyonlardaki gliserol oranlarin1 denemisler ve %5’in altindaki gliserol
oranlarinin ¢dziim sonu motilite oranlarin1 ve spermatozoon akrozom biitiinliiniin
korunmasii azalttigin1 tespit etmislerdir. Abbas ve Andrabi (2002), farkli gliserol
oranlarinin (%2, %3, %4, %5, %6, %7, %8, %10 ve %12) etkilerini aragtirdiklari
caligmalarinda %7°lik gliserol oranimin diger kullanilan oranlara gore ¢éziim sonu
motilite, canlilik ve plazma membran biitlinliigli iizerine daha olumlu etkisi oldugunu
bildirmiglerdir. Yapilan bir ¢alismada Nehir mandasi spermasinin dondurulmasinda
Tris-yumurta sarist sulandiricisina %8 oraninda gliserol ilavesi olumlu sonuclar
vermistir (Koonjaenak ve ark., 2007). %6,5-7,0 oraninda gliserol konsantrasyonuna
sahip olan bir Tris-yumurta sarisi-gliserol sulandiricist manda spermasi dondurulmasi
icin en etkili sulandirict gibi goriinmektedir (Mudgal, 1992).

Arastirmalar, yumurta sarisinin manda spermasit dondurulmasindaki gerekli

oraninin saptanmasi konusuna ¢ok az Onem verildigini ve genellikle sperma
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sulandiricilarina  %20’lik bir konsantrasyonda kullanildigin1 ortaya koymaktadir
(Sansone ve ark., 2000; Andrabi ve ark., 2008). Ayrica yiiksek bir konsantrasyonda
yumurta saris1 kullaniminin 6lii spermatozoa toksisitesi (amino asit oksidaz aktivitesi)
sonucu, ¢oOziim sonu azalan motilite kalitesi gibi zararli etkileri olabilmektedir
(Shannon, 1972).

Hasan ve ark. (2001), Akhter ve ark. (2008), sulandiricilara katilan nispeten
yeni bir antibiyotik kombinasyonu olan gentamisin tilosin ve linco-spectin
kombinasyonunun (GTLS) dondurulmus spermatozoanin kalitesi ve bakteriyel
kontaminasyonu iizerine etkisini aragtirmiglardir. Bu c¢alismalarda toplam aerobik
bakteri sayisi ve in vitro antibiyotik duyarliligi bakimindan yapilan degerlendirmeler
sonucunda GTLS kombinasyonunun manda spermasinda bakteri kontrolii i¢in
streptomisin ve penisilin kombinasyonundan daha etkili oldugu kanisina varilmstir.
Ayrica, GTLS kombinasyonu manda spermatozoa canliligi i¢in zararli degildir.

Spermatozoanin dondurarak saklama Oncesinde kriyoprotektanlara maruz
kalma siiresinin ¢éziim sonu degerler iizerinde etkileri oldugu yaygin olarak bilinen bir
gercektir. Equilibrasyon; spermatozoanin dondurma isleminden dnce gliserol ile temas
halinde kaldig1 toplam stiredir. Bu zaman zarfinda, gliserol dengeli bir hiicre i¢i ve
hiicre dis1 konsantrasyon olusturmak icin spermatozoonun ig¢ine niifuz eder.
Equilibrasyonun sadece gliseroliin konsantrasyon dengesi ile olmadigi, ayn1 zamanda
diger ozmotik aktif sulandirici bilesenlerini de icerdigi géz ardi edilmemelidir (Salamon
ve Maxwell, 2000). Bu nedenle equilibrasyon kullanilan sulandirict tiiriinden (tampon
ve kriyoprotektan) ve diger kriyojenik prosediirlerden kolayca etkilenebilmektedir
(Marshall, 1984). Bu baglamda, Tuli ve ark. (1981), 2, 4 ve 6 saat boyunca Tris-sitrik
asit bazli sulandirici kullanarak sulandirilmis manda spermasinin equilibrasyonunu
inceledikleri arastirmada, ¢Oziim sonu spermatozoon canliligi agisindan yapilan
degerlendirmede 4 saatlik equilibrasyon siiresinin 2 ve 6 saatlik equilibrasyon
siiresinden daha iyi sonug verdigini saptamislardir. Herold ve ark. (2004b), ise 4-9 saat
arasinda degisen siirelerde equilibrasyon denemisler ve farkliliklariin ¢oziim sonu
sperma kalitesi lizerine bir etkisi olmadigi, daha kisa siiredeki equilibrasyon siirelerinin
ise zararlt oldugu sonucuna varmislardir.

Hizli sogutma spermatozoada enerji ve motilite kaybina neden olan fruktoz

tilketimi, oksijen tiiketimi ve ATP sentezi oranlarini azaltir (Blackshaw ve Salisbury,
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1957; Wales ve White, 1959). Bhosrekar ve ark. (1994), manda spermast dondurma
yontemlerinde geleneksel (statik sivi azot buhar iizerinde 10 dakika) ve kontrollii
(programlanabilir)  sistemi  karsilastirdiklar1  ¢alismalarinda,  programlanabilir
dondurucularla +4°C ve -40°C’deki sicaklik araliginda 17,32°C/dk.’lik bir oranda
yapilan dondurma isleminin geleneksel metottan daha 1iyi sonu¢ verdigini
saptamiglardir.

Hizli ¢6zdiirme, spermatozoada herhangi bir hiicre i¢i buz varliginin yeniden
kristallesmesini onlemek icin gerekli bir islemdir (Salamon ve Maxwell, 2000). Tris
bazli sulandiricilarda dondurulan manda spermasinin ¢dzdiirme isleminde iki farkli
yontem (37°C’de 30 saniye ve 75°C’de 9 saniye) deneyen Rao ve ark. (1986), en iyi
sonucun 37°C’de 30 saniyede elde edildigini saptamislardir. Dhami ve ark. (1992),
60°C’de 15 saniye ¢ozdiirme islemi ile diger oranlara gore daha yiiksek sperma
motilitesi elde edildigini bildirmistir. Yine Dhami ve ark. (1996), 60°C’de 15 saniye
¢ozdiirme islemi ile yiiksek ¢oziim sonu spermatozoa kalitesi ve dayanikliligi elde
etmislerdir.

Canl1 hiicrelerde oksidatif strese karsi hiicre i¢i koruyucu mekanizmada 6nemli
rol oynayan bir tripeptid bulunmaktadir. Hem bircok serbest radikal ile tepkimeye
girebilen hem de toksik hidrojenperoksit ve hidroperoksitlerin indirgenmesini katalize
eden glutation peroksidaz i¢in kofaktor olarak rol oynayan bu tripeptit; Glutatyon
(GSH); oksidatif strese kars1 hiicre i¢i koruyucu mekanizmada 6nemli gorev almakta ve
canl hiicreler icinde dagilmis bir halde bulunmaktadir (Bilodeau ve ark., 2001). GSH
manda seminal plazmasinda ve spermatozoasinda bulunmaktadir (Jain ve Arora, 1988).
Boga spermasi dondurulmasinda yaygin olarak kullanilan yumurta sarisi tris gliserol
sulandiricist (YSTG) ile sulandirma islemi yapildiginda spermatozoon hiicresi
igerisindeki GSH’in disar1 sizmasi ile miktar1 azalmaktadir (Bilodeau ve ark., 2000).
Bogalarda (Bilodeau ve ark., 2000), domuzlarda (Gadea ve ark., 2004) ve insanlarda
(Molla ve ark., 2004) spermanin dondurulmasi ile spermatozoal glutatyon diizeylerinde
azalma go6zlendigi bildirilmistir. YSTG ile yapilan sulandirma islemi seminal
plazmadaki GSH igerigini azaltmakta ve bu miktar sulandiric1 tarafindan kompanse
edilememektedir. Bu azalma, hiicre zarlar1 yirtilmasi nedeniyle bir sizint1 veya oksidatif

stres ile iliskilendirilebilinir.

23



Bioxcell®  sulandiricisi, GSH seviyeleri  degerlendirildiginde  taze
spermatozoadaki degerleri dondurulmus spermatozoada da koruma yetenegine sahiptir
ve bu yeteneginin medium formiilasyonunda mevcut olan antioksidanlar ile iliskili
olmasi muhtemeldir. Fakat IMV’nin tescilli bir ticari markasi olan bu sulandirici i¢in
hi¢bir molekiiler yap1 bilgisi mevcut degildir (Stradaioli ve ark., 2007). Dondurma ve
¢Ozdiirme sulandiricilarina GSH ilavesinin, bogalarda (Bilodeau ve ark., 2001; Foote ve
ark., 2002) ve domuzlarda (Gadea ve ark., 2004; 2005) dondurulmus sperma kalitesi ve
motilitesini arttirdig1 ve oksidatif hasara (Alvarez ve Storey, 1989) kars1 spermatozoay1
korudugu gosterilmistir (Bilodeau ve ark., 2001; Foote ve ark., 2002). Bioxcell® ile
YSTG sulandiricilarina GSH ilave edilen bir ¢alismada ¢6ziim sonu motilite ve canlilik
degerlerinde Bioxcell® sulandiricisi daha iyi sonuglar verirken ayni zamanda
sulandiricilardaki ¢oziim sonu GSH degerleri 6lciildiigiinde, Bioxcell® sulandiricisinda
yaklasik 3 kat daha fazla miktarda GSH bulunmustur. Bioxcell® sulandiricisi tris-
yumurta sarist sulandiricindan daha yiliksek konsantrasyonlarda (450 pumol’e 40 pumol)
glutatyon icerdiginden, sigir spermasi dondurulmasinda, spermada glutatyon igerigini
koruma yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Stradaioli ve ark., 2007).

Sonug olarak ticari Bioxcell® sulandiricis, laboratuvar ortaminda hazirlanan
YSTG sulandiricisina gore ¢oziim sonu spermatozoa GSH seviyeleri, sperma motilitesi,
canliligt ve fonksiyonel parametreleri acisindan daha iyi sonuclar vermektedir
(Stradaioli ve ark., 2007). Rutin olarak kullanilan tris-sitrik yumurta saris1 sulandiricina
esdeger fertilite sonuclar1 elde edilebilen Bioxcell®; kimyasal yapisi, kullanima hazir
olusu ve en diisiik hijyenik risklere sahip olmasi agisindan avantajlara sahiptir. Bu ticari
olarak temin edilebilen Bioxcell® sulandiricist tris-sitrik asit-yumurta saris1 sulandiric
ile esit verimlilik o6zelliginde oldugu i¢in manda spermasinin dondurulmasi igin

kullanilabilir oldugu sonucuna varilmistir (Akhter ve ark., 2010).

1.10. DNA Hasar

DNA {izerinde ¢esitli faktorlere bagl olarak siirekli hasar olugsmaktadir. Olusan
hasar DNA onarim sistemleri tarafindan onarilmakla birlikte, hasarin ¢ok fazla oldugu
veya onarim sistemlerinin yetersiz kaldigi durumlarda DNA {izerinde olusan hasar
hiicre Oliimiine ve mutasyona neden olmaktadir (Halliwell ve Aruoma, 1991).

Organizmada DNA hasar1 ve onarimi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu denge
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nedeniyle, ¢cok diisiik diizeylerde hasar saglikli hayvanlarda dahi saptanmaktadir. Yeni
dogan sicanlarda oksidatif baz modifikasyonunun oldugu gosterilmistir (Randerath ve
ark., 1997).

Spermatozoon DNA biitiinliigii embriyo, fetiis veya normal yavru gelisimi
dahil olmak {izere dogal ya da yardimci iireme teknikleri ile elde edilecek fertilizasyon
basarist icin de onem teskil etmektedir (Lopes ve ark., 1998b). Erkek genomunda
anomaliler, fertilizasyon sonrasi olusacak basarisizlik i¢in agik bir potansiyel nedenidir
(Sakkas ve ark., 2002; Sergerie ve ark., 2005).

Kromatin yapisinin bozulmasi, DNA bazlarinin oksidasyonu, bazlarin kimyasal
olarak degismesi, DNA zincirinin kirilmasy, DNA-DNA ve DNA-protein
caprazlagsmalar1 (Kopeika ve ark., 2004) gibi bir takim yapisal bozulmalar DNA’da

ortaya ¢ikabilecek hasarlarin en 6nemlileridir.

1.11. DNA Hasarmn Sebepleri

DNA c¢esitli mutajenler tarafindan hasara ugrayabilir, bunun sonucu olarak
DNA dizisinde degigmeler olusabilir. Mutajenler arasinda baslica, alkilleyici etmenler,
yiikseltgen (oksitleyici) etmenler ve yiiksek enerjili elektomanyetik 1sinlar (X 1sinlar1 ve
mordtesi 151k gibi) yer almaktadir. DNA'da olusan hasarin tipi mutajenin tipine baghdir.
Ornegin, mor 6tesi 151k, timin dimerleri olusturarak DNA'ya hasar verirken (Douki ve
ark., 2003), serbest radikaller (SR) veya hidrojen peroksit gibi yiikseltgen etmenler, baz
degisimi (6zellikle guanozin) ve cift iplik¢ikli kirilmalar gibi ¢esitli tiirden hasar
olusturabilirler (Cadet ve ark., 1999). Oksidatif strese bagli reactive oxygen species
(ROS) iiretimi sonucu DNA’da olusan hasar birikimi Sekil 2°de verilmistir (Burcak ve
Ancidan, 2004).

OksidatifStres
(ek=ojend endojen)

ROS dretimi

.

miDNAhasan

’/f“r'ete rsiz miDNAonarimi

Hasarl DNA birikimi

Sekil 2. Oksidatif strese bagli DNA’da olusan hasar birikimi (Burcak ve Ancidan,2004’dan uyarlanmigtir)
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DNA’da kendiliginden degisimler sonucu hasar olusmaktadir. Bu hasarlar,
DNA sentezi sirasinda gozlenen bazlarin yanlis eslesmesi (Osheroff ve ark., 1999),
bazlarin kimyasal yapisinda kendiliginden meydana gelen degisimler (keto-enol
tautomerizm ve deaminasyon) (Nguyen ve ark., 1992; Ohshima ve Barthsch, 1994;
Friedberg ve ark., 1995; Esterhuizen ve ark., 2000), DNA yapisinda bulunan piirin ve
pirimidin bazlarinin termal dayanikliligina bagli olarak hidrolitik baz kayiplari
(Friedberg, 1995) seklinde siralanabilir.

Bunun yani sira fizyolojik ve patolojik durumlarda olusan SR, hiicresel
membran lipitleri, proteinler ve niikleik asitler gibi hiicresel yapilara zarar verirler.
DNA hasarlarinin bir kism1 SR tarafindan meydana getirilir. SR, abazik alanlara baz
modifikasyonlarina, tek veya cift dal kiriklarina, piirin ve pirimidin bazlarinin spesifik
modifikasyonuna, DNA yapisindaki deoksiriboz fosfat iskeletinde hasara ve DNA-
protein ¢apraz baglarinin olusumuna neden olur. Deoksiriboz iskeletinin oksidasyonu
ile baz salmimi ve DNA zincir kiriklar indiiklenirken, oksidatif baz modifikasyonlari
ise mutasyona yol acar (Nguyen ve ark., 1992; Friedberg ve ark., 1995).

DNA’da hasar olusturan cevresel etmenlere; baz ve zincir kiriklarina sebep
olan iyonize radyasyon (Ford ve Lavin, 1981; Cadet ve Berger, 1985 ; Janssen ve ark.,
1993), pirimidin dimerleri olusumu (Marmur ve Grossman, 1961) ile DNA capraz
baglar1 ve zincir kiriklarina sebep olan ultraviyole 1sinlari (Marmur ve Grossman, 1961;
Rosenstain ve Ducore, 1983), ¢cevresel mutajen ve karsinojenlerin en genis grubu olan
alkilleyici maddeler (Laval, 1990), DNA {izerinde zincir i¢i ve zincirler aras1 baglar
olusturarak replikasyon ve transkripsiyon durduran capraz baglayicilar (Friedberg,
1995) ve elektrofilik reaktanlarla metabolize edilen kimyasallar (Wells ve Winn, 1996)

ornek olarak sayilabilir.

1.12. Spermatozoon DNA Yapisi

Somatik hiicrede DNA, her doniisiinde 6 adet histonlu niikleozom igeren bobin
spiralleri (selonoit) halinde sikistirilmis olup 60000 baz ¢ifti aralifinda niikleer matrikse
yapisik vaziyette bulunur. Aktif genler niikleer matrikse meyillidir. Spermatozoada
histonlar protaminlerle yer degistirir. Spermatozoon niikleusunda protaminler DNA’ya

baglidir, onun negatif yiikiinii notralize eder ve siki halkalar seklinde kangallanir (Ward,
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1993). Memelilerde spermatozoon niikleusu Sekil 3’te goriildiigii gibi niikleer halka
denilen tek tip bir yapr igerir. Spermatozoon ¢ekirdeginin DNA’st bu halkaya
demirlenmis bir sekilde bulunur. Spermatogenezis sirasinda spermatoozoona Ozel
protaminler sayesinde DNA, niikleer histonlarin  bir araya gelmesiyle
sikilagtirilmaktadir. Bu sekilde sikilagmig DNA, protaminler iizerinde bulunan siilfidril
gruplariin oksidasyonu sonucu sekillenen disiilfid baglarinin sayesinde bir arada
tutunan kangallagmis, ortas1 delikli ¢orek benzeri olan kromatin, bir spiral sekildedir.
Bu spiraller normal somatik hiicrenin tipik bobin benzeri spiral DNA’sindan ¢ok daha
dar bir yapiya sahiptir (Calvin ve Bedford, 1971; Cabrita ve ark., 2005). Spermatozoon
DNA’s1 somatik hiicre DNA’sindan 6 kat daha yogun ve 40 kat daha az hacme sahiptir.
Bu yogun yap1 ve DNA’nin spesifik sekli DNA ve protaminler arasindaki disiilfid
baglari ile saglanmaktadir (Singh ve ark., 2003).
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Sekil 3. Somatik hiicre DNA ve spermatozoon DNA yapist (Ward, 1993 ’ten uyarlanmistir)
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1.13. Spermatozoon DNA Hasar1 ve Onemi

Spermatozoon DNA's1 fiziksel veya kimyasal denatiirasyona son derece
dayaniklidir (Manicardi ve ark.,1995). Memeli spermatozoasi ROS diye bilinen cesitli
reaktif oksijen tiirevlerini sinirli miktarda iiretir. Bu tiirevler spermatozoon gelisimi
sirasinda 6nemli fizyolojik rollere sahiptirler. Oksidatif strese bagli artan ROS tiretimi
antioksidan miidafaa sistemini tahrip ederek fertilizasyon kapasitesinde azalma ve
spermatozoon genom biitlinliiglinde hasara neden olabilir (Said ve ark., 2005). ROS’tan
baska reaktif nitrojen, klorin, bromin ve siilfiir tlirleri de DNA’da hasar yapabilirler
(Unal, 2007).

ROS’un sebep oldugu DNA hasar1 sonucu hiicrelerin apoptozisi (programli
hiicre 6limii) hizlanmaktadir. Bu durum spermatozoa sayisinin azalmasi ile fertilite
izerine olumsuz bir etki yapmaktadir (Saleh ve ark., 2002).

Insanlar (Sun ve ark., 1997) dahil, fareler (Ahmadi ve Ng, 1999), baliklar
(Kopeika ve ark., 2004) ve istiridyelerde (Gwo ve ark., 2003) spermanin dondurularak
saklanmasinin DNA hasarina, bundan dolayr da anormal embriyo gelisimine ve
infertiliteye neden oldugu belirtilmistir. Hatta DNA’s1 hasarli olan spermatozoa
embriyonik gelisimi olumsuz etkilemekle birlikte genetik hastalik riskini de
artirmaktadir (Zini ve ark., 2001). Bu durumun tersine Guerin ve Benchaib (2004),
spermatozoon DNA’smin kalitesi ile dogumdaki anomaliler arasinda herhangi bir
iliskinin olmadigini bildirmektedirler.

Oksidatif stresin, spermatozoon kromatin biitiinliiglinii etkileyebildigi, tek ve
cift iplikli DNA kiriklarina yiiksek sikliklarda neden oldugu gosterilmistir (Aitken ve
Krausz, 2001). Spermatozoanin yapay olarak tiretilen ROS’a maruz kalmasi tiim bazlari
degistirerek ve baz-free bolgeler, delesyon, DNA mutasyonu ve DNA capraz baglar
tireterek DNA hasarin1 énemli Olglide arttirmaktadir (Duru ve ark., 2000). Anormal
spermatozoon kromatin yapisinin biyolojik etkisi, spermatozoondaki DNA veya
kromatin hasarimin Olciisii ile bu hasar1 onarmak i¢in oosit kapasitesinin kombine
etkilerine baghdir (Genesca ve ark., 1992). Bu nedenle, 6rnegin; in vitro fertilizasyon
(IVF) isleminde kullanilacak olan spermatozoon &rnekleri i¢in DNA’s1 yogun hasara
ugramig spermatozoa kullanilirsa, oosit onarim kapasitesi yiiksek derecede olusabilecek
erken gebelik kaybin1 ve diisiik orandaki embriyonik gelisimi Onlemede yetersiz

kalabilir (Ahmadi ve Ng, 1999). Haaf ve Ward (1995), spermatozoon kromatin
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anomalilerinin embriyo gelisiminin erken asamalarinda paternal (babaya ait) gen
aktivitesinin baslatilmasi ve diizenlenmesini etkileyebilecegini ileri siirmiislerdir. Erkek
genomunda kusurlarin fertilizasyon sonrasi basarisizliga yol agtig1 saptanmistir (Sakkas
ve ark., 1999).

Fertilizasyon isleminde uygun silire boyunca dekondenzasyon (kromatin
yapisinin gevsemesi) kapasitesine sahip stabil DNA varligi, fertil bir spermatozoon
dikkate alindiginda Onemli kriterlerden biridir (Amann, 1989). Yapilan bazi
calismalarda in vitro fertilizasyon ile spermatozoon DNA hasar1 arasinda negatif bir
korelasyon oldugunu gosterilmistir (Sun ve ark., 1997; Lopes ve ark., 1998b).

Birgok hiicre kendi DNA’sindaki hasarlarla basa c¢ikabilecek cesitli tamir
mekanizmalaria sahiptir. Bu hasarlar tamir edilemediginde kromozom bozukluklari
goriilmektedir. Bir¢cok somatik hiicredeki bu durumun tersine spermatidler ve
spermatozoa bu kadar etkili tamir mekanizmalaria sahip degildir (Sega, 1974; Sega ve
ark., 1978).

Matsuda ve Tohari (1989), fare spermatozoasinin kimyasal ya da iyonize
radyasyona maruz kalmasi ile olusturulan DNA hasarinin, spermatozoonun ovum
sitoplazmasi i¢ine girisi ve sonraki S fazinin baslangici arasindaki donemde dollenmis
yumurta i¢inde tamir edilebildigini saptamislardir. Ayrica, asgari diizeydeki bazi
hasarlar spermatozoon yumurtaya girdikten sonra kromozom diizenlemelerinde stabil
hale gelir (Generoso ve ark., 1981; 1983).

Siki1 paketlenmemis kromatin ve hasarli DNA gibi anomalilerin kalitesiz
sperma Orneklerinde var oldugu bildirilmistir (Sailer ve ark., 1995). Son zamanlarda
yapilan caligsmalarla, infertil dondrlerden alinan motil spermatozoanin 6nemli bir
boliimiiniin par¢alanmig DNA igerdigi saptanmistir (Sun ve ark., 1997; Lopes ve ark.,
1998a). Kusurlu sperma fonksiyonunun memeli spermatozoasindaki lipid
peroksidasyonunun indiiksiyon ve yayilimi ile iliskili oldugunu goésteren biiytlik kanitlar
vardir (Alvarez ve ark., 1987). Plazma membraninda doymamis yag asitlerinin yiiksek
miktarda olmas1 ve glutatyon peroksidaz, katalaz ve siliperoksit dismutaz gibi savunma
enzimlerinin siirl bir kaynagina sahip olusu, spermatozoonu oksidanlar tarafindan
olusabilecek hasarlara kars1 hassas hale getirmektedir (Jeulin ve ark., 1989; Zini ve ark.,

1993).
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Spermatozoon DNA biitiinliigli embriyonun, fotiisiin ve yavrunun normal
gelisimi de dahil olmak iizere dogal ya da yardimci fertilizasyon tekniklerinin basarisi

icin onem arz etmektedir (Nandre, 2007).

1.14. Spermatozoon DNA Hasarini Etkileyen Faktorler
Spermatozoon DNA’sinda olusan hasarlar hayvanlardaki bireysel farkliliklara,
cevresel etmenlere, spermanin islenme siirecine, hastaliklara vs. bagli olarak

sekillenmektedir.

1.14.1. Yas

Spermatozoon DNA’sinda hasar yaslanma ile dogru orantili olarak meydana
gelmektedir. Baz1 arastiricilar fertil ve infertil erkeklerde spermatozoa motilitesi ile yas
arasinda pozitif bir iligkinin bulundugunu, yasa bagli azalan spermatozoa motilitesi ve
artan DNA hasarinin muhtemelen sperma siispansiyonu icerisindeki lokositler
tarafindan {lretilen reaktif oksijen molekiillerinden kaynaklandigini ileri siirmektedirler
(Aitken ve ark., 1998; Irvine ve ark., 2000). Singh ve ark. (2003), yas ile spermadaki
l6kosit sayis1 ve reaktif oksijen tiirleri arasinda bir iliskinin olmadigini, yasin
ilerlemesiyle spermatozoon DNA’sinda meydana gelen hasarlarin arttigini ve bu hasarli

hiicrelerin eliminasyonunun da gii¢lestigini bildirmektedirler.

1.14.2. Hormonlar

Niikleer yap1 toplulugu ile testosteron diizeyi arasindaki iliskinin mekanizmasi
anlagilmamis olmasina ragmen, diisiik testosteron diizeyinin spermatozoon kromatin
yapisinda karisiklik ile birlikte olabilecegi diistiniilmektedir. Son yillarda yapilan bazi
calismalarda elde edilen ipuglart bu bulgulart desteklemektedir. Folikiil stimiilan
hormon (FSH) reseptorii defektli farelerde, spermatozoon kromatin defekti olan uzamis
spermatozoa ve serum testosteron diizeyinde azalma saptanmistir. Yine son zamanlarda
yapilan bir calismada, testosteronun, spermatogenezis sirasinda DNA kirilmast ve
baglanmas1 yapan bir enzim olan DNA topoizomeraz II ekspresyonunun pozitif

diizenleyicisi olarak rol oynadig1 gosterilmistir (Basar, 2005).
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1.14.3. Varikosel

Varikoselin spermatozoondaki DNA hasarina nasil yol actifi heniiz tam
anlasilmamasiyla birlikte Fujisawa ve ark. (1988), varikoselli hastalarin testis
dokusunda DNA polimeraz seviyesinde dnemli bir azalma oldugunu ve bu enzimin
eksikliginin spermatogenezis iizerine olumsuz bir etki yaparak DNA hasar1 meydana
getirebilecegini ileri siirmislerdir. Varikoselli fertil veya infertil hastalarda yapilan
arastirmalar seminal oksidatif strese bagli yan {iriin diizeyinde artma ve toplam

antioksidan kapasitesinde azalmalarin meydana geldigini ortaya koymaktadir.

1.14.4. Mevsim

Mevsim  faktoriinlin ~ bataklik mandalarinda  spermatozoon iiretimini
etkilemedigi (Sukhato ve ark., 1988; Koonjaenak ve ark., 2006) fakat plazma membran
biitiinliglinii ve spermatozoon morfolojisini etkiledigi bildirilmistir (Koonjaenak ve
ark., 2007). Tayland tropik kosullar1 altinda ve mevsimsel sicaklik ve nem degisiklikleri
dikkate alindiginda, bataklik manda spermasi dondurulmasinin kromatin biitlinligi

acisindan ciddi bir hasar meydana getirmedigi gézlenmistir (Koonjaenak ve ark., 2007).

1.14.5. Genotoksik Maddeler

DNA’da mutasyona ve kotii huylu kansere yol agabilen genotoksikler hiicre
DNA’sinda hasara yol acan maddelerdir. Spermatozoa DNA’smma genotoksik
maddelerin verdigi hasarlarla ilgili pek ¢ok arastirmada bu maddelerden vanadium
(Leopardi ve ark., 2005), demir elementi (Muralidhara, 2005), kemoterapotik ajan olan
cisplatin, acrylonitrile, tamoxifen, cyclophosphamide, styrene ve acrylamide gibi pek
cok maddenin (Dearfield ve ark., 1988; Simula ve Priestly, 1992; Anderson ve ark.,
1995, Pagano ve ark., 2001; Xu ve ark., 2003) spermatozoon DNA’sinda hasara neden
oldugu ortaya konmustur.

1.14.6. Seminal Plazma

Olusan oksidatif stres {irlinlerinin yok edilmesinde veya olugsmasinin
onlenmesinde antioksidan maddeler cok gereklidir. Spermatozoon DNA’s1 seminal
plazmada antioksidan seviyesinin yiiksek olmasi ile hasara karsi korunur. Bu nedenle

antioksidanlar hem testisteki hem de fertilizasyon i¢in ovuma dogru giden
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spermatozoon DNA’smin biitlinliiglinlin saglanmasi i¢in taginma siliresince en uygun
sartlar1 saglamaya yardimci olabilir. Bunun tersine spermatozoanin antioksidanca
yetersiz olusu DNA hasar1 ve apoptoziste artmaya yol agar. Seminal plazmada
antioksidan seviyesi azaldiginda oksidatif strese bagli olarak DNA hasar1 diizeyinde

artis goriilmektedir (Potts ve ark., 2000).

1.14.7. Spermanin Sulandirilmasi

Spermatozoon DNA hasarinda spermanin sulandirilmasinin etkisi ilgili hemen
hemen hi¢ bilgi bulunmamakla birlikte Cabrita ve ark. (2005), alabalik ve ¢ipuralarda
yaptiklar1 ¢aligmada spermayr dondurmadan oOnce 1:6 ve 1:20 oraninda
sulandirdiklarinda; olusan DNA hasar1 sirasiyla %28,2 ve %41,4 olarak tespit
etmislerdir. Sonugta spermaya yliksek diizeyde sulandirici katilmasinin DNA hasarini

arttirdig1 kanisina varmisglardir.

1.14.8. Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Damizlik hayvanlardan alinan sperma uygun sulandiricilarla ve uygun
tekniklerle sulandirilarak buzdolabinda (+4°C) 3-5 giin kisa siireli olarak
saklanabilmektedir. Bu islem, kisa siire igerisinde tohumlanacak hayvanlarin varliginda
basvurulabilecek bir uygulamadir. Kisa siireli saklamanin spermatozoon DNA’sinda
hasar olusturduguna dair ¢ok fazla bilgi olmamasiyla birlikte Boe-Hansen ve ark.
(2004), domuz spermasin1 sulandirdiktan sonra 18°C de 5 giin saklamislar ve 3. giiniin
sonunda spermatozoa DNA hasar1 indeksinde 6nemli artislarin oldugunu bildirmislerdir.
Fraser ve Strzezek (2003), de domuz spermasini farkli sulandiricilar kullanarak 5°C ve
16°C’de kisa siireli olarak sakladiklarinda DNA hasarlarini sirasiyla %15,30 ve %12,45

olarak tespit etmislerdir.

1.14.9. Spermanin Uzun Siireli Saklanmasi

Spermanin uzun siireli saklanmast; kullanilan damizlik hayvanin spermasindan
daha uzun silire istifade edilmesi hatta damizlik Olse bile spermasinin
kullanilabilirliginin saglanmasi agisindan oldukca onemlidir. Geyik, aygir, domuz ve
balik gibi pek ¢ok hayvan tiirlinde ve insanlarda spermanin uzun siireli saklanmasi i¢in

yapilan islemler esnasinda spermatozoada DNA hasarimin olusup olusmadig: ile ilgili
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bir takim arastirmalar yapilmistir. Yapilan g¢alismalar spermatozoanin dondurulup
cozdiiriilmesi sirasinda DNA’sinda hasarin olustugunu ortaya koymaktadir. Spermanin
dondurularak saklanmasi islemleri sirasinda herhangi bir uygulama basamaginda uygun
olmayan bir islemin yapilmasi, bu uygulamalar esnasinda spermatozoon DNA’sinda
meydana gelebilecek muhtemel hasarin diizeyinde artisa sebep olacaktir (Tiirk ve ark.,
2006). Dondurma oncesi spermatozoon DNA hasart miktar ile ¢oziim sonu canlilik
arasinda gii¢lii bir korelasyon oldugu gozlenmistir. Bununla birlikte, farkli DNA hasar1
miktarlarina sahip spermatozoanin dondurulmasinin, DNA hasarinda 6énemli bir artisa
yol agmadig1 gozlenmigtir. DNA hasarli spermatozoanin dondurulmast DNA kalitesi

bozmaz ancak spermatozoanin canlilik orani tehlikeye girer (Kumar ve ark., 2009).

1.14.10. Kryoprotektanlar

Spermay1 dondurarak saklama esnasinda spermatozoonda olusabilecek zararl
etkiler kryoprotektan maddeler kullanilarak azaltilabilmektedir. Kryoprotektanlar
dondurma esnasinda spermatozoonun bas kismindaki intraselliiler boliime gegerek
stvinin donmasin1 ve buz kristallerinin olugsmasini segici olarak engeller. Yapilan
arastirmalar dondurma amaciyla spermaya kryoprotektanlarin  katilmasinin

spermatozoon DNA’sinda herhangi bir hasara neden olmadigini gdstermektedir

(Donnelly ve ark., 2001; Isachenko ve ark., 2004).

1.14.11. Serbest Radikallere Maruz Kalma

Reaktif oksijen molekiilleri sinirli seviyede oldugunda spermatozoanin
kapasitasyonu sirasinda fizyolojik role sahiptir. Ancak yiiksek diizeyde reaktif oksijen
molekiillerine maruz kalma spermatozoa DNA’sinda hasara ve lipit peroksidasyona
neden olmaktadir (Aitken, 1995; Potts ve ark., 2000). Baumber ve ark. (2003), aygir
spermasindaki reaktif oksijen tiirevlerinin ve spermayr dondurarak saklamanin DNA
hasar1 iizerine etkisi ile ilgili yaptiklari calismada hidrojen peroksitin bu hasarda rolii
oldugunu fakat siiperoksit dismutazin herhangi bir etkisinin olmadigin1 belirtmislerdir.
Yine bu caligmada antioksidan olarak alfa-tokoferol (0,1 mM) kullanildiginda
dondurmay1 takiben olusan DNA hasarinin azaldigini tespit etmislerdir. Bir¢ok klinik
calismada SR, spermatozoon DNA’sinda hasar olugsmasmin en Onemli faktorlerden

birisi olarak bildirmektedir. DNA yapisinin bazi koruyucu mekanizmalari olmasina
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ragmen plazma membraninda yiiksek miktarda doymus yag asitleri bulunmasi ve
sitoplazmalarinda diisiik miktarda koruyucu enzimlerin olmasi nedeniyle spermatozoa
SR’ye kars1 olduk¢a duyarhidirlar (Said ve ark., 2005). Cesitli reaktif oksijen tiirevleri
memelilerin spermatozoasinda sinirli miktarda iiretilmektedir. Spermatozoon gelisimi
sirasinda 6nemli fizyolojik rollere sahip olan bu tiirevler, oksidatif strese bagli olarak
artmast sonucu antioksidan miidafaa sistemini yikima ugratarak fertilizasyon
kapasitesinde azalma ve spermatozoon genom biitiinliiglinde bozukluklar ve hasara
neden olabilir (Said ve ark., 2005). Bu ROS tiirevlerinden baska reaktif nitrojen, klorin,
bromin ve siilfiir tiirleri de DNA’ya saldirarak hasar yapabilirler (Sawa ve ark., 2006).
Reaktif nitrojen tiirleri; 6rn: peroksinitrit ve nitrojen oksit, DNA hasar1 yapabilirler
(Brown ve Borutaite, 2001). Peroksinitritin guanin ile reaksiyonu sonucu 8-nitroguanin
olusturur. Bu olusumdan dolay1 G=C, A=T ile yer degistirebilir. DNA’da bu lezyonun
stabilitesi kisa siireli iken RNA’da bu nitrojen baglanmasi stabildir (Valko ve ark.,
2006). Reaktif klorin tiirleri klorinat sitozin ve adenin olusturabilirler. Reaktif tiirler lipit
ve proteinleri etkileyerek DNA hasarin1 daha da koétiiye gotiirebilirler. Yapilan bir
calisma kriyoprezervasyonun manda spermatozoasinda DNA hasarinin derecesini
etkilemedigi iddia etmektedir. Bu ¢alismada ROS iiretiminden kaynaklanan hasarin
sadece sperma motilitesi ve foksiyonlar {izerinde 6nemi olup ve sadece minor derecede
etkisi oldugu aktarilmaktadir. Bir dizi ¢alisma +4°C’de (Vishwanath ve Shannon, 2000)
veya dondurarak saklama (Chatterjee ve Gagnon, 2001) islemleri sonucu olusan
spermatozoadaki kusurlu fonksiyonlarin nedenlerinden biri olarak membran lipid
peroksidasyonunu gdostermistir. Bircok biyokimyasal veya mekanik faktoriin
spermatozoa tarafindan ROS iiretimini tesvik ettigi saptanmistir (Aitken ve Clarkson,

1988).

1.15. Spermatozoon DNA Hasarinin Embriyo Uzerine Etkisi

Embriyonik gelisimin 6nemli bir sart1 fertilizasyon sonrasi (Spano ve ark.,
2000), normal embriyonik gelisim i¢in bir on kosul olan saglam niikleer DNA’da
kromatinlerin dekondenzasyon yetenegidir (Aravindan ve ark., 1997; Anzar ve ark.,
2002). ROS tarafindan olusan spermatozoon DNA hasarinin, fertilizasyon sonrasi
gelisim lizerinde ciddi sonuglarinin var oldugu bildirilmistir (Aitken ve ark., 1998).

Yapilan bir ¢aligmada DNA’s1 hasarli sperma ile saglam DNA’l1 spermanin ayn1 oranda
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oosit dolleyebildigi saptanmistir. Fakat embriyonik gelisim DNA hasar1 derecesinin
artmasina bagl olarak 6nemli 6l¢iide azalmistir. Ayrica oosit belli bir seviyeye kadar
spermatozoon DNA hasarini tamir etme kapasitesine sahiptir. Bu diizeyin 6tesindeki
hasarlar embriyonun pargalanmasina ve diisiilk embriyonik gelisim oranina neden olur
(Ahmadi ve Ng, 1999). Yapilan in vitro ¢aligmalarda DNA biitiinliigii zayif olan
spermatozoonun fertilizasyon kapasitesinin etkilendigine (Lopes ve ark., 1998b) ve

etkilenmedigine (Twigg ve ark., 1998) dair sonug¢lar mevcuttur.

1.16. DNA Tamir Mekanizmalar:

Transkripsiyon, replikasyon gibi temel biyolojik olaylarin DNA tamiri ile siki
bir iligki icerisinde oldugu ortaya konulmustur. DNA tamir yollarindaki hasarlar, DNA
hasarina neden olan ajanlara kars1 duyarlilik gdsteren genetik hastaliklarin molekiiler
temelinin anlagilmasini saglamaktadir (Kilig, 2004).

Gen terapisinde genleri hiicrelere tasima amaciyla kullanilan ve genetik olarak
zararsiz hale getirilmis virlislere vektor denmektedir. Gilinlimiizde yapilan
aragtirmalarda, viriislerin hastalia yol acan gen pargalarinin yerine, hastalar iyilestirme
amaciyla rekombinant genler yerlestirilmektedir. Bu sekilde degistirilmis viriisler
hiicreye girmek i¢in kendi yontemlerini kullanirlar ve genomlarimin ekspresyonu
sonucu, genin kodladig1 protein iiretilmeye baslanir. Ote yandan viriisiin kendisini
cogaltmak i¢in ihtiya¢ duydugu genler, tedavi edici genlerle degistirilmis oldugundan,
viriis ¢ogalip hiicreyi patlatamaz (Eming ve ark., 1997). In vitro calismalarla
rekombinant retrovirus aracilifiyla defektif DNA onariminin diizeldigi gosterilmistir
(Kilig, 2004).

Canli organizmalar, genetik materyalin biitiinliigiinii korumak i¢in niikleotid
kesip ¢ikarma onarimi olarak bilinen niikleotid eksizyon tamiri (NER) ve baz kesip
cikarma onarimi olarak bilinen baz eksizyon tamiri (BER) gibi ¢esitli DNA tamir
mekanizmalarma sahiptirler. Ultraviyole 1sinlarin neden oldugu siklobiitan pirimidin
dimerleri gibi cesitli DNA hasarlar1 NER mekanizmasi ile, oksidatif hasarlar ise BER
mekanizmasi ile tamir edilmektedir. Transkripsiyonel olarak aktif genlerin tamirinden
sorumlu transkripsiyona kenetlenmis tamir mekanizmasi, NER mekanizmasinin bir alt

yoludur (Meltem, 2003).
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DNA’da yanlis eslesmis, okside olmus, deamine olmus ve karsinojenler ile
katilma iiriinii olusturmus bazlarin onariminda baslica 4 mekanizma vardir (Meltem,
2003). Bunlar; baz cikararak onarim, niikleotid ¢ikararak onarim, yanlis eslesme onarimi
ve dogrudan onarim olarak siralanabilir (Shigenaga ve ark.,1989; Fraga ve ark., 1990;

Shigenaga ve Ames, 1991).

1.17. Spermatozoon DNA Hasar1 Tespit Metotlar

Gilinlimiizde yaygin olarak DNA parcalanmasinin degerlendirilmesinde single
cell gel electrophoresis (Comet), flow cytometric terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated fluorescein dUTP nick-end labeling (Tunel), sperm chromatin structure assay
(SCSA) analizleri kullanilmaktadir (Sharma ve ark., 2004). Bunun yaninda in situ
translasyon analizi, akridin oranj (metakromik boya) boyama, spermatozoon kromatin
dispersiyon testi, elektron mikroskop, enzyme linked immuno-sorbent assay (ELISA),
fluorescein in situ hybridization (FISH) ve likit kromatografi kullanilmaktadir (Floyd ve
ark., 1986; Agarwal ve Said, 2003; Fernandez ve ark., 2003). Ayrica DNA yapisini
belirlemede kullanilabilecek anilin mavi ve metil yesil, giemsa CMA3 gibi boya
yontemleri de bulunmaktadir (Esterhuizen ve ark., 2000). Bu boliimde yukaridaki

metotlardan en ¢ok kullanilanlar agiklanmistir.

1.17.1. Tek Hiicre Jel Elektroforezi (Comet) Testi

Comet testi somatik hiicrelerde genotoksik hasar1 ve dzellikle tek ve ¢ift zincir
kirilmalarimi 6lgmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilir (Singh ve ark., 1989). Hiicrelerin
DNA hasarmi tespit etmede basit, hizli, ucuz, esnek ve en 6nemlisi de duyarl bir
yontem olan (Collins, 2008; McKenna ve ark., 2008; Tice ve ark., 2008) Comet testi,
mikroskop kullanilarak hiicrelerdeki DNA zincir kirilmasini gorsellestirmek ve dlgmek
i¢in kullanilan bir jel elektroforez yontemidir (Olive, 2002).

Hiicresel lizis ile DNA tespit kavramina ilk defa 1970'lerde baslanmustir.
Comet testi giiniimiizde DNA hasarin1 tespit etmek i¢in biyoloji bilimlerinin farkli
alanlarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Collins, 2008).

Son yirmi yilda, DNA hasarin1 degerlendirebilmek icin yeni yontemler
gelistirilmistir. Rydberg ve Johanson (1978), slaytlar iizerinde agar icine gomiiliip lize

edilen hiicrelerin hafif alkali kosullar altinda DNA’sinin kismi gevsemesine izin veren
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bir metot ile DNA hasarin1 dogrudan Olgen ilk arastiricilardir. Notralizasyon sonrasi
DNA hasarinin derecesi hiicrelerin akridin turuncu boyast ile boyanarak tespit
edilmistir. Izole hiicrelerde DNA hasar1 tespiti icin duyarliligi artirmak amaciyla,
Ostling ve Johanson (1984), Comet testi olarak bilinen bir mikrojel elektroforez teknigi
gelistirdi. Bu teknikte agaroz jel igerisine gomiilii hiicreler bir lam iizerine yerlestirilip,
deterjan ve yiiksek miktarda tuzla muamele edilerek lize edildikten sonra serbest kalan
DNA nétr kosullar (pH: 9,5) altinda elektroforez islemine tabi tutulmustur. Daha sonra
bir floresan boya (etidyum bromiir) ile boyanan DNA, bas ve kuyruk ile bir kuyruklu
yildiza benzetilmistir. Ancak bu teknik sadece ¢ift zincirli DNA kiriklarinin tespitine
izin vermis ve radyasyon ve radyomimetik kimyasallar iceren g¢alismalara bir sinir
olusturabilmesi nedeniyle RNA varlig1 potansiyel artefaktlara yol agmistir (Tice ve ark.,
1991; Tice ve Strauss, 1995; Klaude ve ark., 1996). Comet testinin iki farkli versiyonu
giiniimiizde kullanimdadir. Comet yonteminin bugiinkii mevcut ve en sik kullanilan hali
Singh ve ark. tarafindan 1998 yilinda gelistirilmistir (Tice ve ark., 1991). Singh ve ark.
(1988), hiicrelerdeki tek zincir kiriklarini ve alkali labil bolgeleri saptama kapasitesine
sahip, X-1sinlar1 ya da hidrojen peroksit (H,O,) uygulamasindan sonra DNA hasarini
analiz etmek icin alkali elektroforez (pH: 13) kullanmislardir. Bunu takiben, alkali
ortamdaki lizis sonrasi ndétral (Olive ve ark., 1990a) ya da hafif alkali (pH 12.3)
kosullarda (Olive ve ark., 1990b) elektroforez ile tek zincir kirilmalarini tespit etmek
icin Olive ve ark. (1990), Ostling ve Johanson’un (1984) ndtral tekniginin bir farkli
versiyonunu gelistirmistir (Rojas ve ark., 1999). 1998 yilindan beri, testin duyarliligini
arttirmak i¢in bir¢ok modifikasyonlar ortaya konmustur (Tice ve ark., 1991; Tice ve
Strauss, 1995). Bircok aragtirmaci “Comet testi” olarak bu yontemi tercih etmesine
ragmen bu versiyon “tek hiicre jel elektroforezi (SCGE) teknigi” olarak bilinmektedir.

DNA’da olusan hasarlarin Comet testi ile tespiti Sekil 4’te gdsterilmistir.
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Sekil 4. DNA’da olusan hasarlarin Comet testi ile tespiti (Olive, 2002’den uyarlanmistir)

Comet pahali olmamasinin yaninda, hassas ve DNA hasar1 belirlenmesinde
giivenilirligi olan bir yontemdir (Morris ve ark., 2002). Bazi calismalara gore
spermatozoon DNA kiriklariin incelenmesinde SCSA ve TUNEL’e gore daha duyarli
bir analiz yontemidir. Ayrica Comet, Cin hamster yumurta hiicrelerinde
apoptozisin erken  donemindeki DNA  parcalanmasinin  belirlenmesinde flow
sitometriden daha duyarlidir (Donnelly ve ark., 2000). Morris ve ark. (2002), 60 infertil
cift lizerinde yapmis oldugu bir ¢aligmada Comet testi ile DNA hasar1 tespit edilen
spermalarin fertilizasyon ve gebelik oranlar1 incelenmis ve bu grupta alti gebelik
yakalanmasina karsin canli dogum ger¢eklesmemistir. Bu durum testin gilivenilir
olusunu ispatlar yondedir. Ayn1 ¢alismada toplamda ise, altmis c¢iftin 15’inde gebelik
ve 12 canli dogum olmustur. Donnelly ve ark. (2000), yapmis oldugu ¢alismada, donma
oncesi ve sonrasi fertil ve infertil erkeklerin ejakiilat spermasinin DNA hasarinin
Comet ve  TUNEL sonuglar1 arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiistiir.
Aravindan ve ark. (1997), 23 infertil erkegin semeninde TUNEL, SCSA ve Comet ile
spermatozoon DNA’s1 degerlendirmis ve bu iic yontem sonuglar1 arasinda korelasyon

oldugunu saptamislardir.
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Lizis ve elektroforezisin pH kosullarina bagli olarak bu teknigin hassasiyeti
degisebilmektedir. Her iki degisken i¢in ndtral kosullarin kullanilmasi, DNA ¢ift zincir
kirilmalarinin tespitine olanak tanir. pH: 12,3 oldugunda tek zincir kirilmalari ve DNA
onarim bdlgelerindeki gecikmeler tespit edilirken, pH: 13’te bunlara ek olarak alkali
labil bolgelerde degerlendirilebilmektedir (Rojas ve ark., 1999). Comet testinde elde

edilen kuyruklu yildiz1 goriintiisii Sekil 5’te verilmistir.

Comet Basi > Comet Kuyrugu

Hasarsiz Hasarhh DNA
DNA

Sekil 5. Sematize Comet kuyruklu yildiz1 gériintiisii (Steele ve ark., 1999°dan uyarlanmistir)

DNA hasarin1 saptamadaki yiiksek sensitivitesi, c¢ok cesitli Okaryotik
hiicrelerde calisilabilir olmasi, az hiicre sayisinda da calisilabilmesi Comet yonteminin
avantajlarindandir. DNA hasarina yol agan ajanlarin erken biyolojik etkilerini
belirlemede yararlidir. Comet yonteminde; zaman, sicaklik, 1s1k gibi faktorler DNA’da
hasara neden olabileceginden hiicreler en kisa slirede sogukta ve isiktan korunarak
calisilmalidir (Abdulkerim ve ark., 2005). Yontemin popiilaritesi biiyiik dlgtide, tekil
dagilimli hiicrelerin her popiilasyonunda DNA hasarini 0Ol¢ebilme kabiliyetinden
kaynaklanmaktadir. Bir damla kan, bir erken embriyo (Takahashi ve ark., 1999) ya da
bir tlimoriin ince bir enkjektor ile aspirasyon biyopsisi (Olive ve ark., 1996) analiz i¢in
yeterli hiicre saglamaktadir. Hiicrelerin tek tek tepkisini tanimlar olmast bu yontemin
benzersiz bir 6zelligidir. Boylece bilgi, bir hiicre popiilasyonu i¢indeki DNA hasari
veya tamirinde farkli bicimlerde elde edilebilir. DNA hasarin1 degerlendirmede ytiksek
sensitivitesi, az sayida hiicrelerle de calisilabilmesi, farkli ve c¢ok c¢esitli Okaryotik
hiicrelerde caligilabilir olmast Comet yOnteminin avantajlarindandir (Bedir ve ark.,

2004).
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1.17.2. Tunel Testi

Bu testin hasarli spermatozoada apoptozisin gdstergesi oldugu bilinmektedir.
TUNEL teknigi apoptotik olduguna inanilan semendeki spermatozoon popiilasyonunun
tanimlanmasi i¢in ilk defa Gorczya ve arkadaslar tarafindan uygulanmistir (Gorczyca
ve ark., 1993). Bu yontemde, DNA kiriklarmin 3’-OH ucu reaksiyonunu katalizleyen
eksojen terminal deoksinukleotidiltransferaz (TdT) enzimi baglanarak isaretlenir ve bu
kisma (tek ve ¢ift DNA zincir kiriklar1) uridintrifosfat (dUTP) baglanarak biotinlenir.
Biotinlenmis DNA streptavidin ile birleserek suda ¢oziinmeyen renkli bir iiriin ortaya

cikarir (Agarwal ve Said, 2003).

1.17.3. Spermatozoon Kromatin Yapisi Testi (SCSA)

Bu yontem ile dakikada binlerce spermatozoonun degerlendirmesine imkan
veren bir cihaz olan flow sitometri sayesinde in vitro (Maxwell ve ark., 1998) ve in vivo
(Ericsson ve ark., 1993; Januskauskas ve ark., 2001, 2003; Anzar ve ark., 2002; Gillan
ve ark., 2005) fertilitedeki korelasyonun belirlenmesi ve sperma degerlendirmedeki
nesnelligin arttirilmasi (Graham, 2001) miimkiindiir.

Evenson ve ark. (1980), tarafindan gelistirilmis olan bu yontemde,
spermatozoon niikleer kromatini igerisinde devamliligini siirdiiren normal DNA yapisini
(cift-sarmalli DNA) ve in situ asit denatiirasyonuna spermatozoon DNA’siin
duyarliligini 6lgmek icin flow sitometri kullanilir. SCSA, flowsitometrik bir yontemdir
(Agarwal ve Said, 2003). Bu yontemle denatiire olan DNA 1s1 veya asit ile muamele
edildikten sonra metakromik bir boya olan akridin oranj ile cift zincirli DNA kelat
olusturmasi ile (Evenson ve ark., 2002) tek sarmalli DNA’larin (tek sarmallt DNA’lar >
630 nm’de kirmiz1 floresan renk verir) cift sarmalli (¢ift sarmalli DNA’lar 515-530
nm’de yesil floresan renk verir) olanlara orani 6l¢iiliir. Tek sarmalli DNA/¢ift sarmalli
DNA oraninda artis daha fazla denatiirasyon ve kromatin yapisinda daha fazla

kirilganlik oldugunu gosterir (Sailer ve ark., 1995).

1.17.4. In Situ Translasyon Olciimii
DNA polimeraz I enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonda dUTP tek DNA
zinciri ile birlesir (Manicardi ve ark., 1995). Klinik olarak kullanimi1 kisithdir ve in vitro

fertilizasyon sonuglar1 ile in situ translasyon sonuclar1 arasinda korelasyon
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bulunmamaktadir. In situ translasyon yontemi ile yapilan niikleer biitiinlik
degerlendirmesindeki sonuglar ile spermatozoa konsantrasyonu, motilitesi ve

morfolojisi arasinda net bir iliski oldugu goriilmiistiir (Irvine ve ark., 2000).

1.17.5. Akridin Oranj Boyama

SCSA’nin basitlestirilmis seklidir. Pahali olmayan ve iyi yetismis bir
teknisyene gereksinim duyulmayan bir yontemdir. Acridine orange (AQO) testinde,
spermatozoanin yorumlanmasi ve mikroskopik incelenmesi sirasinda renklerin ¢abuk
solmasi, heterojen boyanmanin goriintiiyii kotiilestirmesi giicliik yaratmaktadir. Bazi
laboratuvarlar AO testini erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde kullanmaktaysa da,
alinan neticeler tartigmalidir. Buna ragmen bu yontemin klinik énemi AO test ile
TUNEL sonuglari arasinda pozitif bir korelasyon olmasindan kaynaklanmaktadir.
Ayrica spermatozoa motilitesi ve AO testi arasinda negatif bir korelasyon da vardir

(Sakkas ve ark., 2002).

1.17.6. Spermatozoa Kromatin Dispersiyon Testi

Son zamanlarda tanimlanan bu yontem, DNA fragmantasyonu i¢in basit ve
pahali olmayan bir tekniktir. Testin temeli, kirik zincirli DNA’ya sahip spermatozoanin
asit denatiirasyonu sonrast ve niikleer proteinlerin aciga c¢ikmasini takiben aquase
agarozda karakteristik bir halo vermesidir. Olusan bu halonun kii¢iikliigli veya yoklugu

yogun DNA fragmantasyonunu gosterir (Sakkas ve ark., 2002).

Yapilan bu c¢alismanin amaci, mezbahanelerden kesim sonrasi alinan manda
testislerinden elde edilen epididimal spermalarda dondurmanin spermatozoon DNA
hasar1 ve baz1 spermatolojik parametreler iizerine etkisinin dondurma dncesi ve sonrasi

karsilastirilmali olarak incelenmesidir.
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2. MATERYAL ve METOT
Cesitli mezbahanelerden kesim sonrasi alinan 50 adet Anadolu mandasi (3 yas

ve iizeri) (Sekil 6) testisleri calismanin materyal boliimiinii olusturdu.

Sekil 6. Anadolu mandasi

2.1. Testislerin Alinmasi
Mezbahada kesilen mandalarin testisleri Lambrechts ve ark. (1999)’nin

bildirdigi gibi kesimin hemen sonrasinda scrotumunun bir bigak yardimiyla kesilip
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acilmast ile disart ¢ikarildiktan sonra spermatik kord’dan kesilerek epididimislerle

birlikte alind1 (Sekil 7).

Sekil 7. Testislerin alinmasi

2.2, Testislerin Laboratuara Getirilmesi
Alman testisler, icerisinde +4 C’yi saglayacak buz kaliplari bulunan kapali bir

kaba konularak kesimden sonraki 30 dakika icinde laboratuara ulastirildi (Sekil 8) ve
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bunu takiben en gec 4 saat i¢inde spermanin elde edilmesi ve islenmesi tamamlandi

(Lambrechts ve ark., 1999).

Sekil 8. Testislerin laboratuara ulastirllmasi. A-B: Sicakligi muhafaza eden kap. C-D: Testislerin kap

igerisine buz konularak getirilmesi

2.3. Testis ve Epididimisin Morfometrik Olciilerinin Almmasi

Spermanin elde edilmesi islemi Oncesinde testislerin boy, en ve c¢evre
uzunluklart kumpas ve meziir yardimryla, testis-epididimisin toplam hacmi igerisine su
konulmus hacim dlgmeye yarayan beher yardimiyla, testis, caput epididimis, corpus
epididimis ve cauda epididimisin agirliklar1 hassas terazi yardimiyla olgiildi (Sekil 9,

10) (Tekin, 1994).
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Sekil 10. Testis ve epididimisin morfometrik dlgiilerinin alinmasi. A: Testisin boy uzunlugunun kumpas
yardimiyla Olgiilmesi, B: Testisin en uzunlugunun kumpas yardimiyla oOlgiilmesi, C: Testisin ¢evre
uzunlugunun mezur yardimiyla 6lgiilmesi , D: Testis-epididimis toplam hacminin igerisine su konulmus
hacim Olgmeye yarayan beher yardimiyla oOlgiilmesi, E: Testis (toplam) agirliginin hassas terazi
yardimiyla Olgiilmesi, F: Testis agirhigimin hassas terazi yardimiyla 6lgiilmesi, G: Cauda epididimis
agirliginin hassas terazi yardimiyla 6lgiilmesi, H: Corpus epididimis agirliginin hassas terazi yardimiyla

6lciilmesi, I: Caput epididimis agirliginin hassas terazi yardimiyla 6l¢iilmesi
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2.4. Spermanin Elde Edilmesi

Laboratuara getirilen testislerden epididimisler ayrildi, steril bir bistiiri
yardimiyla cauda epididimis iizerine kesit atilarak, ductus epididimiste bulunan
spermanin disar1 ¢ikmasi saglandi. Daha sonra disar1 sizan sperma siteril bir enjektor
yardimiyla cekilerek elde edildi (Sekil 11) (Patrizio ve ark., 1988). Elde edilen sperma
ikiye ayrilip bir boliimii ¢alismanin kontrol grubunu (taze sperma), diger boliimii
deneme grubunu (dondurulmus sperma) olusturdu ve her iki grup Ornekleri
spermatolojik muayeneler ve spermatozoon DNA hasar1 yoniinden incelendi. Kontrol
grubu spermalari ticari Bioxcell® (IMV Technologies, L’Aigle, France) sulandiricisi ile
sulandirildiktan sonra spermatolojik muayeneleri yapildi ve ardindan DNA hasari
yoniinden incelendi. Deneme grubu spermalari da yine Bioxcell® sulandiricist ile
sulandirildiktan sonra donduruldu. Daha sonra dondurulan spermalar en az 24 saat sivi
azotta (-196 C) saklandiktan sonra 37 C’deki su banyosunda 25-30 saniye bekletilerek
¢Ozdiiriildi ve ardindan spermatolojik parametreler ve spermatozon DNA hasari

yoniinden tekrar incelendi.
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Sekil 11. Spermanin elde edilmesi. A, B, C, D ve E: Cauda epididisin testisten ayrilmasi, F, G ve H:
Cauda epididimisten siteril bistiiri ve enkektor yardimiyla spermanin elde edilmesi, I: Elde edilen

spermanin sulandirilmasi

2.5. Kontrol Grubu (Taze Sperma) Muayeneleri

2.5.1. Taze Spermada Spermatolojik Muayeneler

Spermatolojik muayenelerden spermatozoa progresif motilitesi (%) Sharma ve
ark. (2012)’na gore, spermatozoa yogunlugu (xlO6 sp/ml), 6lii/canli spermatozoa orani

(%), anormal spermatozoa orani (%) Tekin (1994)’in yontemlerine gore saptandi.
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Progresif Motilite Muayenesi

Muayene 1sitma tablali, faz-kontrast mikroskop kullanilarak yapildi ve yiizde
olarak belirlendi. Spermadan kiiclik bir damla alinarak 1sitma tablali ve 1s1s1 37°C’ye
ayarlanmis mikroskoba konulan lam {izerine konuldu, lamel ile kapatilip 40X
biiyiitmede spermatozoonlarin hareketlerinin incelenmesi yapildi. Boylece bir yonde
giiclii hareket eden spermatozoonlarin hareketsiz veya diger hareket bigimi gosterenlere
orani en az birbirinden farkli ii¢ mikroskop alaninda 6l¢iilmesi ile ortalamasi alinarak

yiizde olarak saptandi.

Spermatozoa Yogunlugu

Elde edilen epididimal spermadaki birim hacim spermada bulunan spermatozoa
sayist hemositometrik yontem ile saptandi. Sperma, 1/500 oraninda Hayem
sollisyonuyla sulandirildi ve 6zel (Thoma) lamlarda sayilarak, 6zel formiiliinde bulunan

rakamlar yerine konularak spermatozoa yogunlugu belirlendi.

Hayem soliisyonu hazirlanist:
Na,SO4: 5 g
NaCl: 1¢
HgCl,: 0,5 g
Bidistile su: 200 ml

Sayilan hiicre sayis1

Yogunluk (mm”’) =
Sayilan biiyiikk X Biiylik kare X Sulandirma

kare sayi1s1 hacmi orani

Olii/Canh Spermatozoa Oram (%)

Boyama yontemiyle (%2’lik Eosin) Olii/canli spermatozoa oranlar1 yiizde
olarak belirlendi. Bu islem viicut 1sisina ayarlanmis lam, lamel ve %2’lik Eosin boya ile
yapildi. Bir damla sperma, iki damla Eosin ile karistirilip bir lam iizerine froti ¢ekildi.

15 saniye boyunca kurumaya birakilan slaytlar mikroskopta 40X biiyiitme ile 400
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spermatozoon sayilarak, boya alan (0lii hiicrelerin) spermatozoonlarin sayisi yiizde

olarak belirlendi.

Anormal Spermatozoa Orani (%)

Anormal spermatozoa oraninin belirlenmesinde sivi fikzasyon ydntemi
kullanildi. Bas-akrozom, orta kisim, kuyruk anomalileri ve toplam spermatozoa
anomalileri oranmi yiizde olarak belirlendi. Sperma, Hancock soliisyonu igerisinde fikse
edildi ve hazirlanan bu soliisyondan bir damla lam {izerine konulup lamel kapatildi ve
kapatilan lamel {izerine bir damla immersiyon yagi damlatilarak 100X biiyiitmede 400

spermatozoon sayilarak morfolojileri yiizde tespit edildi.

Hancock soliisyonu hazirlanisi

L. Soliisyon: NaCl 1,13 ¢g
Bidistile ad. 62,50 ml

II. Soliisyon: 25 ml (a) + 10 ml (b) karistirilir.
a) Na,PO4 * 2H,0 2,71 g

Bidistile ad. 62,50 ml
b) KH2PO4 2,78 g
Bidistile ad. 62,50 ml

Hancock soliisyonu:

I. Soliisyon 18,75 ml
IL. Soliisyon 12,50 ml
Formalin 7,81 ml

Bidistile ad. 62,50 ml

2.5.2. Taze Spermada Spermatozoon DNA Hasar Tespiti

Spermatozoon DNA hasar1, mikroskop kullanilarak hiicrelerdeki DNA zincir
kirilmasin gorsellestirmek ve 6lgmek icin kullanilan bir jel elektroforez yontemi olan
Comet (Tek Hiicreli Jel Elektroforezi) yontemi kullanilarak saptandi (Olive, 2002).

Sperma yikama: Sperma Mg™ ve Ca® iyonlari icermeyen fosfat buffer

soliisyonu (PBS) ile +4 ‘C’de iki kez santrifiij edilerek (800xg’de 10 dk.) yikandi ve
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yikama isleminin sonunda PBS ile 20x10° sp/ml olacak sekilde tekrar sulandirildi
(Fraser ve Strzezek, 2004; Nandre, 2007.)

Slayt hazirlama ve jel yerlestirme: Hazirlanan agarlari tutmasi igin 06zel
hazirlanmis tamamina kumlama islemi yapilmis lamlar kullanildi (Sekil 12). Lamlar
tizerine iki katman halinde agarlar yayildi. Alt katman i¢in %0,75’lik normal erime
noktasindaki agar (normal melting agarose, NMA) PBS ile hazirland1 ve bu agarozdan
100 pl dondurulmus slaytin iizerine froti ¢ekilerek birakildi, sonra jel oda 1sisinda en az
5 dakika bekletilerek kurutuldu. Ust katman igin 80 pl %0,75’lik diisiik erime noktasina
(low melting agarose, LMA) sahip agar ile yikandiktan sonra PBS ile diliie edilen
spermadan alinan 8 pl sperma siispansiyonu karistirildi, alt katmanin istiine karigim
ilave edildi ve 24 x 60 mm lamel ile kapatilarak +4'C’de katilasmas: i¢in bekletildi.
Katilasma tam saglandiktan sonra lameller dikkatlice iist katman {izerinden c¢ekilerek

slaytlar hazirlandi (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003).

Sekil 12. Slayt hazirlama ve jel yerlestirme. A: Ozel tamami kumlanmus slayt, B: Slayt iizerine konulan
agar jelin lamel kapatilarak yayilmasi, C: Agarin katilastirilmasi, D: Lamelin {izerinden cekilerek

katilasan agarin son hali

Hiicre lizisi: +4 C’deki soguk lizis soliisyonu (2,5 M NaCl, 100 mM Na,
EDTA, 10 mM Tris, %1 Triton X-100, pH: 10) hazirland1 ve slaytlar i¢ine daldirilirak
+4'C’de bir saat bekletildi. Sonra +4 C’deki DTT (Dithiothreitol) sollisyonundan
(40mM) eklendi ve yine +4°C’de 1 saat bekletildi. En son olarak lizis soliisyonuna

proteinase K (100 pg/ml) ilave edildi ve i¢inde slaytlar bulunan lizis soliisyonu 37 C’de
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yaklagik 15 saat siireyle inkiibasyona birakildi (Sekil 13) (Hughes ve ark., 1997; Singh
ve ark., 2003).

Sekil 13. Coplin jar igerisinde slaytlarin lizisi

Slaytlarin elektroforez islemi: Lizis isleminin ardindan slaytlar DNA
zincirlerinin ayrilmasi igin taze olarak hazirlanmis ve sogutulmus -elektroforez
tamponunda (300 mM NaOH ve 1 mM EDTA, pH 12,5) 20 dk. inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan slaytlar bu tampon ¢ozelti igerisinde 300 mA ve 20 volt’luk
elektriksel alanda 20 dk. yiiriitildii (Sekil 14) (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark.,
2003).

Sekil 14. Slaytlarin elektroforezde yiiriitiilme islemi
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Slaytlarin nétralizasyon islemi: Elektroforez islemi sonrasi elektroforez
cozeltisindeki alkalilik durumunu ve deterjanlarin uzaklastirilmasi i¢in slaytlarin taze
hazirlanmis Tris tamponuyla (40 mM Tris HCI, pH 7.4) 3 kez yikanarak nétralizasyon
islemi sagland1 (Hughes ve ark., 1997; Singh ve ark., 2003).

Slaytlarin boyanmasi islemi: Notralizasyon islemini takiben slaytlar floresan
bir boya olan ethidium bromide (5 pug/ml) kullanilarak boyandi ve DNA’lar 4 saat
icerisinde degerlendirildi (Hu ve ark., 2008).

Comet sekil analizi: Kamera atagmanli floresan mikroskop (Olympus BX-51)
ile bilgisayar sistemine sahip goriintii analiz sistemi (TriTek Cometscore™ version 1.5
software) kullanilarak hasarli hiicrelerin Comet parametreleri her sperma icin 100 adet

DNA goriintiisii degerlendirilerek belirlendi (Sekil 15) (Xu ve ark., 2013).

Sekil 15. Goriintii analiz sistemi ile Comet parametrelerinin degerlendirilmesi

2.6. Deneme Grubu (Dondurulmus Sperma) Muayeneleri

2.6.1. Spermanmin Sulandirilip Dondurulmasi

Ticari bir sulandirici olan Bioxcell® sulandiricist ile icinde 120-150x10° sp/ml
yogunlugunda olacak sekilde (Sansone ve ark., 2000) sulandirilan epididimal sperma,
manuel olarak 0,25 ml’lik payetlere ¢ekildikten sonra onerilen prosediire uygun olarak
+5'C’de 4 saat equilibrasyona tabi tutuldu. Equilibrasyon sonrasi payetler sivi azot
buharinda ortalama —80°C ila —120'C’de yaklasik 20 dakika boyunca tutularak
donduruldu ve son olarak da -196 C’deki siv1 azota daldirilip ¢6zdiirme islemine kadar

saklandi.
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2.6.2. Dondurulmus Spermanin Cozdiiriilmesi
En az 24 saat boyunca -196'C’deki siv1 azotta sakli tutulan payetler 37 C’deki

su banyosunda 25-30 saniye bekletilerek ¢ozdiiriildii (Arriola ve Foote, 1987).

2.6.3. Dondurulmus Spermada Spermatolojik Muayeneler

(Cozdiiriilme isleminin hemen sonrasinda vakit kaybetmeden spermatolojik
muayenelerden spermatozoa progresif motilitesi (%), olii/canli spermatozoa orant (%),
anormal spermatozoa orant (%) saptanmasi islemleri yukarida bahsedildigi gibi

tekrarlandi.

2.6.4. Dondurulmus Spermada DNA Hasar Tespiti
Spermatolojik muayenelerin ardindan iglemleri ¢ozdiiriilen spermalarda DNA

hasari i¢in Comet testi yukarida bahsedildigi bigi tekrarland.

2.7. Istatistiksel Analiz

Ortalama, standart sapma (SD) ve ortalamalarin standart hatasi (SEM) SPSS
istatistik paket programi (Versiyon 21, IBM Corp., USA) kullanilarak hesaplandi.
Veriler ortalama+SEM olarak verildi. Testis ve epididimisin morfometrik 0l¢iim
bulgulart ANOVA ile karsilastirild1 ve fark saptananlarin belirlenmesinde Tukey’s testi
kullanildi. Taze ve dondurulmus spermadaki spermatolojik muayene bulgularinin
istatistik analizi Paired t-testi kullanilarak yapildi. Taze ve dondurulmus spermadaki
Comet DNA analizi bulgularinin karsilastirilmasinda ise t testi kullanildi. Kendi
iclerinde, testislerin morfometrik ol¢iileri arasindaki, taze ve dondurulmus spermanin
spermatolojik verileri arasindaki ve yine testislerin morfometrik dlgiileri ile taze
spermanin spermatolojik verileri arasindaki iligkiler Pearson korelasyon analizi

kullanilarak belirlendi.
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3. BULGULAR

50 adet erkek Anadolu mandasiin kesim sonrasi elde edilen materyalleri
testisin boy, en ve ¢evre uzunluklari; testis-epididimisin toplam hacmi; testis, cauda
epididimis, corpus epididimis ve caput epididimisin agirliklari; spermatolojik
muayenelerden spermatozoa progresif motilitesi (%), spermatozoa yogunlugu (x10°
sp/ml), Olii/canli spermatozoa orant (%), anormal spermatozoa orani (%) ve

spermatozoon DNA hasar1 (%) yoniinden degerlendirildi.

3.1. Testis ve Epididimisin Morfometrik Ol¢iim Bulgular

Arastirmada kullanilan mandalarin morfometrik testis Slglimlerinden testisin
boy, en ve cevre uzunluklari, testis-epididimisin toplam hacmi ve testis, caput
epididimis, corpus epididimis ve cauda epididimisin agirliklarina ait ortalama degerler

ve bu degerlere iliskin istatistiksel analizler Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Testis ve epididimisin morfometrik Ol¢iileri

Olciimler —
¢ Organlar X £S5 Min. Maks.
n=50
Hacim (ml) Testis - Epididymis 128,60 +£4,56 90,00 230,00
Testis 115,52 +4,46 64,70 213,30
Caput Epididymis 7,58 +0,26 4,33 14,40
Agirlik (g)
Corpus Epididymis 3,20+ 0,10 1,58 4,90
Cauda Epididymis 4,60 £ 0,22 1,94 9,83
Boy uzunlugu (cm) Testis 9,13+0,16 6,90 12,80
En uzunlugu (cm) Testis 5,09 £ 0,06 4,30 6,40
Cevre uzunlugu (cm) Testis 2241 +0,32 18,05 29,04
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3.2. Spermatolojik Muayene Bulgulari

Arastima siiresince mandalardan elde edilen taze spermadaki spermatozoa
yogunlugu (x10° sp/ml), spermatozoa progresif motilitesi (%), 6lii spermatozoa orani
(%), anormal spermatozoa oranlart olan bas-akrozom anomalisi (%), orta kisim
anomalisi (%), kuyruk anomalisi (%) ve toplam anomaliye (%) ait ortalama degerler ve
bu degerlere iliskin istatistiksel analizler Tablo 9’da verilmistir.

Dondurulan spermalarda ¢ézdiriilme isleminden sonra spermatozoa yogunlugu
(x10° sp/ml) hari¢, spermatolojik muayenelerden spermatozoa progresif motilitesi (%),
6li spermatozoa orani (%), anormal spermatozoa oranlari olan bag-akrozom anomalisi,
orta kistm anomalisi, kuyruk anomalisi ve toplam anomali (%) muayenelerinin
tekrarlanmasi sonucu elde edilen ortalama degerler ve bu degerlere iliskin istatistiksel
analizler Tablo 9°da verilmistir.

Spermatolojik muayeneler sonucu yapilan istatistiki degerlendirmede taze
sperma ile ¢oziim sonu sperma progresif motilitesi, 0lii spermatozoa orani, orta kisim
anomalisi, kuyruk anomalisi ve toplam anomalisi degerleri arasindaki farklarin
(p<0,001) ©Onemli oldugu gozlenmistir. Sadece bas-akrozom anomalisi degerleri

arasindaki farkin 6nemsiz oldugu gozlenmistir.

Tablo 9. Taze ve dondurulmus spermadaki spermatolojik muayene bulgulari

Taze sperma Dondurulmus sperma
Spermatolojik parametreler X+ Sg X+ Sg P

Progresif motilite (%) 50,10 £ 1,78 27.50 + 1,41 0,000

Olix spermatozoa (%) 16,58 + 0,48 36,76 + 0,95 0,000

s Bas-akrozom 3.38+0,26 3,50+0,23 0,607

Té’ g Orta kistm 15,00 + 0,84 22,10+ 1,11 0,000
g 3 Kuyruk 13,68+ 1,10 17,30 + 1,07 0,000
g Toplam 32,06 1,62 42,90 + 1,64 0,000

3.3. Spermatozoon DNA Hasar1 Bulgular:
Spermatozoon DNA hasar1 6l¢iimiinde jel elektroforez yontemi olan Comet
(Tek Hiicreli Jel Elektroforezi) yontemi kullanilarak elde edilen taze spermadaki

spermatozoon DNA hasar1 Comet parametrelerinden, Comet basindaki DNA yiizdesi
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(%) ve Comet kuyrugundaki DNA yiizdesine (%) ait ortalama degerler ve bu degerlere
ait istatistiksel veriler Tablo 10 ve Sekil 16°da verilmistir.

Elde edilen spermalarin DNA hasar1 muayenesi sonucu yapilan istatistiki
degerlendirmede taze sperma ile ¢0ziim sonu spermadaki Comet basindaki DNA
yiizdesi ve Comet kuyrugundaki DNA ylizdesine ait degerleri arasindaki farklarin
(p<0,0001) 6nemli oldugu gozlenmistir. Muayeneler sonucunda goriintiileme sistemi ile

elde edilen Comet sekilleri Sekil 17°de verilmistir.

Tablo 10: Taze ve dondurulmus spermadaki Comet DNA analizi bulgulari

Taze sperma Donmus sperma
Comet Parametreleri = = P
Comet Basindaki
89,44+ 1,0 3247+1,3 0.0000
DNA yiizdesi (%) ’
Comet Kuyrugundaki
10,58 +£1,0 67,29 +1,3 0.0000
DNA yiizdesi (%) ’
Spermatozoon DNA Hasan Sonuclan
100
90 -
80 A
70 =
60 B Comet Bagmdaki DNA
. ylizdesi (%)
s 30 O Comet Kuyrugundaki DNA
40 yiizdesi (%)
. ]
20
10 =
0
Taze sperma Donmus sperma

Sekil 16. Taze ve dondurulmus spermada karsilastirilmali olarak DNA hasart muayene sonuglari
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Sekil 17. Elde edilen Comet sekilleri. A, B, C: Lize edilmemis spermatozoonlar. D, E, F: Kontrol grubu

spermaotozoanin Comet goriintiileri. G, H , I: Az hasarli DNA’ya sahip spermatozoonlar. J, K, L: Hasarli

DNA’ya sahip spermatozoonlar

Arastirma boyunca elde edilen testislerin morfometrik Sl¢limleri arasindaki
korelasyon bulgularindan testis hacmi ve caput epididimis agirlig1 arasindaki (p<0,001),
testis boy uzunlugu ile cauda epididimis agirligi arasindaki (p<0,01), testis en uzunlugu
ile cauda epididimis agirlig1 arasindaki (p<0,001) ve testis ¢evre uzunlugu ile cauda

epididimis agirlig1 arasindaki (p<0,001) degerler 6nemli bulunmustur.
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Taze spermanin spermatolojik 6zellikleri arasindaki korelasyon bulgularinda
orta kisim anomalisi ile bas akrozom anomalisine ait deger (p<0,05) Onemli
bulunmustur.

Testislerin morfometrik ol¢iimleri ile taze spermanin spermatolojik 6zellikleri
arasindaki korelasyon bulgularindan progresif motilite ile cauda epididimis agirlig1
arasindaki deger (p<0,05) 6nemli bulunmustur.

Arastirma boyunca elde edilen testislerin morfometrik Olgiimleri arasindaki
korelasyon bulgular1 Tablo 11°de, taze spermanin spermatolojik 6zellikleri arasindaki
korelasyon bulgular1 Tablo 12’de, dondurulmus spermanin spermatolojik 6zellikleri
arasindaki korelasyon bulgular1 Tablo 13’te ve testislerin morfometrik dl¢iimleri ile taze
spermanin spermatolojik oOzellikleri arasindaki korelasyon bulgular1 Tablo 14°te
verilmistir.

Morfometrik ol¢iimlerden testis ¢evre uzunlugu ile testis boy uzunlugu, testis
en uzunlugu ve testis agirhigi bulgulart arasindaki korelasyonlar olduk¢a onemli
bulunmustur.

Taze spermanin spermatolojik 6zelliklerinden toplam spermatozoa anomalisi ile
orta kisim anomalisi ve kuyruk anomalisi bulgular1 arasindaki, Comet kuyrugundaki
DNA yiizdesi ile Comet basindaki DNA yiizdesi bulgular1 arasindaki korelasyonlar

oldukca 6nemli bulunmustur.
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Tablo 11. Arastirma boyunca elde edilen testislerin morfometrik dl¢timleri arasindaki korelasyon bulgulari

Testis Caput Corpus Cauda Testis Testis Boy Testis En ~ Testis Cevre
Agirligi Epididimis  Epididimis  Epididimis Hacmi Uzunlugu Uzunlugu Uzunlugu
Agirlig Agirlig Agirligi
Testis Agirligi —
Caput
Epididimis 0,512
Agirligy
Corpus
Epididimis -0,001 0,166
Agirligy
Cauda
Epididimis 0,569 0,239 -0,079
Agirhig
Testis Hacmi 0,649 0,421+ -0,055 0,476+
Testis Boy 0,679 0,241 -0,182 0,392+ 0,488+
Uzunlugu
Testis En 0,661 0,499 0,121 0,438+ 0,594 0,534
Uzunlugu
Testis Cevre 0,756%* 0,365+ -0,134 0,446+ 0,573 0,947+ 0,724 —

Uzunlugu

*p < 0,01, #* p < 0,001, ** p < 0,0001
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Tablo 12. Taze spermanin spermatolojik dzellikleri arasindaki korelasyon bulgulari

Comet Comet
Bas Orta Kuyruk Toplam Progresif Olii Bagindaki Kuyrugundaki
Akrozom Kisim Anomalisi Anomali Motilite Spermatozo DNA DNA Yiizdesi
Anomalisi ~ Anomalisi a Yiizdesi
Bas Akrozom —
Anomalisi
Orta Kisim 0,313
Anomalisi
Kuyruk 0,261 0,208
Anomalisi
Toplam
Anomali 0,497 0,706 0,824
Progresif
Motilite -0,267 -0,042 0,074 -0,015
Olii
Spermatozoa 0,199 0,144 0,183 0,229 -0,192
Comet
Basindaki DNA 0,098 0,175 0,070 0,153 0,065 0,014
Yiizdesi
Comet
Kuyrugundaki -0,097 -0,174 -0,070 -0,153 -0,068 -0,014 -1,000%* —
DNA Yiizdesi

*p < 0,05, ** p <0,0001
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Tablo 13. Dondurulmus spermanin spermatolojik 6zellikleri arasindaki korelasyon bulgulari

Comet Comet
Bas Orta kisim Kuyruk Toplam  Progresif Olii Bagindaki ~ Kuyrugundaki
Akrozom  Anomalisi Anomalisi ~ Anomali motilite  spermatozoa DNA DNA vyiizdesi
Anomalisi yiizdesi
Bas Akrozom —
Anomalisi
Orta kisim 0,114
Anomalisi
Kuyruk -0,078 0,098
Anomalisi
Toplam 0,170 0,759+ 0,707+
Anomali
Progresif -0,126 0,094 -0,051 0,013
motilite
Olii 0,108 -0,012 -0,125 -0,074 -0,005
spermatozoa
Comet
Bagindaki DNA -0,078 0,038 0,040 0,040 -0,040 -0,123
yiizdesi
Comet
Kuyrugundaki 0,097 -0,035 -0,037 -0,034 0,019 0,123 -0,990+ _
DNA yiizdesi
*p < 0,0001
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Tablo 14. Testislerin morfometrik dl¢timleri ile taze spermanin spermatolojik 6zellikleri arasindaki korelasyon bulgulari

Testis Caput Corpus Cauda Testis Testis Boy Testis En Testis Cevre
Agirlign Epididimis  Epididimis Epididimis Hacmi Uzunlugu Uzunlugu Uzunlugu
Agirlig Agirligi Agirligi

Bas-Akrozom -0,095 0,060 0,029 -0,044 0,081 0,070 0,037 0,047
Anomalisi
Orta kisim 0,056 0,212 -0,029 -0,019 0,206 0,226 0,088 0,222
Anomalisi
Kuyruk -0,169 -0,034 -0,013 0,069 0,013 -0,143 -0,094 -0,139
Anomalisi
Toplam -0,100 0,096 -0,019 0,030 0,128 0,031 -0,012 0,028
Anomali
Progresif 0,208 -0,018 -0,047 0,280+ 0,211 0,023 0,049 0,031
motilite
Olii -0,022 -0,008 -0,011 -0,271 -0,036 -0,116 -0,099 -0,110
spermatozoa
Comet
Basindaki -0,115 -0,041 -0,036 0,094 0,039 -0,164 -0,147 -0,135
DNA vyiizdesi
Comet
Kuyrugundaki 0,116 0,043 0,036 -0,095 -0,039 0,165 0,149 0,136
DNA yiizdesi
*p < 0,05
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4. TARTISMA

Anadolu mandasi; Tiirkiye’de var olan ve uzun yillardir basta siit olmak tizere
et, deri ve isgiicinden yararlanmak amaciyla yetistirilmesi yapilan ve nehir
mandasindan koken alan bir tiirdiir (Nanda ve Nakao, 2003).

Mandalar sigirlara gére pubertaya daha ge¢ ulagmalarina ragmen, daha uzun
bir reprodiiktif yasama sahiptirler (Perera, 2011). Erkek mandalarda testislerdeki
spermatojenik hiicre boliinmeleri yaklasik 12 aylikken baslar ve aktif spermatogenezis
15 aylikken gorilebilir. Bununla birlikte, ejakiilat 24-30. ayliktan sonra canli
spermatozoon icermektedir. Aktif spermatogenezis ve ejakiilattaki yasayabilir
spermatozoon igeriginin yaslara gore degerlendirilmesinin yapildigi arastirmalar erkek
mandalarda pubertaya ulagsma i¢in uygun donemin 12-30 aylik dénem oldugunu
gostermistir (Perera, 1999). Bu baglamda arastirmamizda materyalimiz, 3 yas ve lizeri
hayvanlar olarak istenilen ve tercih edilen kesim yasi sinirlar1 igerisindeki yas
grubundan tercih edilmistir.

Mandalarda epididimal sperma ile 1ilgili yapilan c¢alismalarda doku
dejenerasyonun =zararlt etkileri nedeniyle testislerin kesim sonrasi laboratuvara
ulastirilma konusu biiylik 6nem tagimakta ve spermatozoanin post-mortem elde edilmesi
isleminin ivedilikle yapilmasi Onerilmektedir (Hopkins ve ark., 1988). Yapilan bir
arastirmada kesim sonrasi vakit kaybetmeden karkastan alinan testisler buz dolu bir
kaba konularak laboratuvara getirilmistir. Bu calismada testisler alindiktan sonra
minimum 40 dk., maksimum 4 saat igerisinde isleme alinmistir (Lambrechts ve ark.,
1999). Bagka bir calismada ise kesim sonrasi 30 dk. icerisinde skrotal insizyon ile
testisler alinmistir. Sonrasinda vas deferens, cauda epididimis ve corpus epididimis
boliimleri testisten ayrilarak 15-18°C sicaklikta laboratuvara getirilmis ve sperma, 23-25
gauge’luk enjektor ile vas deferense sulandirict verilerek yapilan yikama islemi ile elde
edilmistir. Bu calismada materyalin islenme siiresi 2-5 saat olarak kaydedilmistir
(Herold ve ark., 2004a). Yine baska bir ¢alismada 23-25 gauge’luk enjektor ile vas
deferense sulandiric1 verilerek yapilan yikama ile sperma elde edilmistir. Kesimden
sonraki 30 dk. icerisinde bu yikama islemi bitirilmistir (Herold ve ark., 2004b). Hiron
ve ark. (2006), kesim sonrasi alinan testislerin laboratuvara getirilmesi isleminde
herhangi bir sicaklik islemi uygulanmayan %0,89’luk NaCl soliisyonunu tercih

etmislerdir. Arastirmamizda kesim sonrasi vakit kaybetmeden karkastan alinan testisler
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buz dolu kapali bir kaba konularak laboratuvara getirilmis ve testisler alindiktan sonra
minimum 40 dk., maksimum 4 saat igerisinde isleme alinmistir.

Ureme organlardaki degisim ve farkliliklarin, {ireme sistemi ve spermatoza
iiretimi lizerine etkisini inceleyen bircok arastirma yapilmistir. Bu calismalarda
spermatoza iiretimi ve reprodiiktif yapinin tiim bilesenlerinin, morfolojik parametreler
ile etkilesimde oldugu gozlenmistir (Hahn ve ark., 1969; Sharma ve Gupta, 1979; Neely
ve ark., 1982; Aksu ve Tekin, 1994; Pant ve ark. 2003). Bogalarda, kiigiik testis
boyutlar1 siklikla testikiiler dejenerasyon veya hipoplazi sonucu infertilite ile
iligkilendirilmistir (Mcentee, 1970). Murrah irk1 mandalarda skrotal ¢evre uzunlugu ile
sperma miktar1 ve yogunlugu arasinda dnemli derecede pozitif bir iligki oldugu tespit
edilmistir (Arrighi ve ark., 2010).

Testislerin boy, en ve ¢evre uzunluklarinin incelendigi arastirmalarda gesitli
degerler tespit edilmistir. Aksu ve Tekin (1994), bogalarda testikiiler gelismeyi
inceledikleri arastirmalarinda 30 aylik ve iizeri canli hayvanlarda skrotal cevre
uzunlugunu 38,6-41,1 cm olarak tespit etmislerdir. Bogalarin incelendigi diger bir
aragtirmada testis boy, en ve ¢evre uzunluklar sirasiyla ortalama 10,1 cm, 5,6 cm ve
28,1 cm olarak bulunmustur (Neely ve ark., 1982). Murrah irki mandalarda skrotal
cevre uzunlugunun degerlendirildigi bir arastirmada 3 yas ve iizeri canli hayvanlarda
skrotal ¢evre uzunlugu 24,5 + 2,8 ile 32,1 £ 1,5 arasinda kaydedilmistir (Pant ve ark.,
2003). Ibrahim ve ark. (2013), 3-6 yas arast mandalarda kesim sonrasi
degerlendirdikleri testis boy uzunluklarimi 8,70 cm ile 9,69 cm arasinda, en
uzunluklarin1 4,17 cm ile 4,62 cm arasinda bulmuslardir. Testislerin boy, en ve cevre
uzunluklarina ait aragtirmamizda elde edilen degerlerden boy ve en uzunluklar: Ibrahim
ve ark. (2013) ve Neely ve ark. (1982)’nin elde ettigi degerler ile uyumlu degerler
gostermistir. Cevre uzunluklart Pant ve ark. (2003)’nin yaptiklari aragtirmanin sonug
degerleri ile uyumluluk gosterirken, Aksu ve Tekin (1994) ve Neely ve ark. (1982)’nin
yaptiklar1 aragtirmanin sonug degerlerine gore diisiik degerler géstermistir.

Lokal anestezi altina testisleri kastrasyon ile alinan mandalarda yapilan bir
calismada testis hacmi 44,52 1t ile 64,07 It arasinda bulunmustur (Sharma ve Gupta,
1979). Pant ve ark. (2003), canli Murrah 1irk1 mandalarda yaptiklar1 arastirmalarinda 3
yas ve lizeri mandalarda testis hacmini 175,9 It ile 604,8 It olarak tespit etmislerdir.

Bogalarda yapilan bir arastirmada testis agirligi ortalama 192,3 g olarak bulunmustur
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(Neely ve ark., 1982). Mandalarda yapilan arastirmalarda Sharma ve Gupta (1979),
testis agirliklarmi 111 g ile 191 g arasinda tespit ederken (Sharma ve Gupta, 1979),
Ibrahim ve ark. (2013), 95,20 g ile 106,48 g arasinda, Arrighi ve ark. (2010), 165,99 ¢
ve 168,99 g olarak tespit etmislerdir. Amann ve Almquist (1962), yaptiklar
calismalarinda caput epididimis, corpus epididimis ve cauda epididimisin agirliklarina
ait sirasiyla ortalama 7,4 g, 1,7 g ve 11,1 g bulgular elde etmislerdir. Arastirmamizda
elde edilen testis-epididimisin toplam hacim bulgulari, Sharma ve Gupta (1979)’nin
elde ettigi degerlerinden biiyiik bulunurken, Pant ve ark. (2003)’nin tespit ettigi alt
degeri ile uyumlu st degerinden ise kiigiik bulunmustur. Testis agirligi bulgulari
Ibrahim ve ark. (2013) ’nin buldugu degerler ile uyumluluk gosterirken, Sharma ve
Gupta (1979) ile Arrighi ve ark. (2010)’nin buldugu degerlerden diisiik gozlenmistir.
Amann ve Almquist (1962)’in verilerine gore caput epididimis, corpus epididimis ve
cauda epididimisin agirliklarina ait bulgulardan caput epididimis agirligt uyumluluk
gosterirken, corpus epididimis agirhigr diisiik, cauda epididimis agirhigi ise yiiksek
gozlenmistir.

Arastirma boyunca elde edilen testislerin morfometrik Sl¢limleri arasindaki
korelasyon bulgularindan testis hacmi ve caput epididimis agirlig1 arasindaki (p<<0,001),
testis boy uzunlugu ile cauda epididimis agirlig1 arasindaki (p<0,01), testis en uzunlugu
ile cauda epididimis agirlig1 arasindaki (p<0,001) ve testis ¢evre uzunlugu ile cauda
epididimis agirhigr arasindaki (p<0,001) degerler 6nemli bulunmustur. Testislerin
morfometrik Olglimleri ile taze spermanin spermatolojik Ozellikleri arasindaki
korelasyon bulgularindan progresif motilite ile cauda epididimis agirhig1 arasindaki
deger (p<0,05) 6nemli bulunmustur.

Sunulan arastirmada elde edilen morfometrik testis Ol¢limleri ile ilgili
bulgularin literatiir bilgileriyle paralellik arz etmesi bu ¢aligmanin benzer ¢aligmalarla
uyum icerisinde oldugunun gostergesidir. Bunun yaninda elde edilen bulgularin
bazilarinin literatiir bulgularindan farklilik arz etmesi ise kullanilan hayvan tiirii ve
manda 1rklarinda viicut kondisyonlar1 basta olmak iizere genetik yapi, yas, bakim ve
beslenme, cografi konum ve iklim 6zellikleri gibi faktorlerin etkisine bagl olabilir.

Manda spermasinin, Bos taurus spermasindan fiziksel ve biyokimyasal

Ozellikler acisindan kayda deger farkliliklar1 oldugu bildirilmistir. Beslenme, barinma,
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mevsim ve yas manda bogalarindaki bireysel sperma kalitesi lizerinde giiclii bir etkiye
sahip olabilmektedir (Chinnaiya ve Ganguli, 1990).

Mandalarda spermanin suni vajen ile elde edildigi ¢alismalarda; Waheed ve
ark. (2012), taze spermanin sulandirilma islemi sonrasi elde edilen ortalama motilitesini
%69,3+0,43 olarak bulmustur. Plazma membran biitlinliigiiniin ortalama %84,82+0,25
olarak gozlendigi bu ¢aligmada, ortalama bas anomalileri oran1 %8,28+0,19, ortalama
orta kisim anomalileri orant %1,65+0,05 ve ortalama kuyruk anomalileri orani
%11,73+£0,23 olarak bulunmustur. Ayn1 ¢alismada spermalarin dondurulmasi sonucu
elde edilen ortalama ¢6ziim sonu motilitesi %48,834+0,45 olarak bulunmustur. Yine
laboratuvar ortaminda hazirlanan  Tris-yumurta sarisi-sitrat  sulandiricist  ile
sulandirildig1 bir baska calismada ¢6ziim sonu %28 progresif motilite oran1 gdzlenmistir
(Kadirvel ve ark., 2009).

Karsilastirilmali olarak ticari bir sulandirici olan Bioxcell® ile laboratuvar
ortaminda hazirlanan Tris-sitrat-yumurta sarist sulandiricilarinin degerlendirildigi bir
calismada ¢6ziim sonu motilite degerleri sirasiyla %47,20 ve %39,16 olarak
saptanmistir. Ayni caligmada degerlendirilen diger parametreler olan akrozomal
biitiinliik orani, HOST orani ve canli spermatozoa orani ¢dziim sonu degerleri Bioxcell®
sulandiricist igin sirastyla %21,96, %45,96 ve %61,88 olarak bulunurken, Tris-sitrat-
yumurta sarist sulandiricist igin sirasiyla %19,28, 9%42,92 ve 9%55,08 olarak
bulunmustur (Asr ve ark., 2011).

Chinnaiya ve Ganguli (1980), ¢alismalarinda, sitrathi veya sitrik asit bazl
sulandiricilara gore Tris-bazli sulandiricilarla daha iyi ¢6ziim sonu motilite elde edildigi
sonucuna varmiglardir. Tris-sitrik asit-fruktoz-yumurta sarisi, yumurta sarisi-sitrat,
yumurta sarisi-glukoz-bikarbonat, yumurta sarisi-yagsiz siit ve ticari bir sulandirici olan
Laiciphos-271 sulandiricilarinin karsilastirildigi bir ¢alismada, bu sulandiricilar arasinda
yumurta sarisi-yagsiz siit ve Laiciphos sulandiricilar ile diger sulandiricilardan daha
yiiksek ¢6ziim sonu motilite degerleri saptanmistir (Nour, 1980). Abdel-Rahman ve ark.
(1988), sperma sulandirma iglemi i¢in Tris-tabanl ticari bir sulandirict olan Triladyl’in,
yagsiz slitlii sulandiricilardan daha olumlu sonuglara sahip oldugunu saptamislardir.

Mevsim, hayvanin yasi, beslenme durumu gibi bir¢ok cevresel ve fizyolojik
faktorler disinda mandalarda epididimal sperma Ozellikleri {lizerine epididimislerin

laboratuvara getirilmesi, kullanilan sulandiricinin 6zellikleri ve tercih edilen dondurma
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protokolleri etkili olabilmektedir. Elde edilen epididimal manda spermasinin yapilan
calismalarda genellikle dondurulmasi amaglanmistir. Bu ¢alismalarda dondurulmadan
onceki spermatolojik parametre degerleri de kaydedilmistir. Daha diisiik fertilizasyon
sonuglart nedeniyle manda spermasinin sigir spermasina goére dondurma ve ¢dzme
sirasinda olusabilecek hasarlara karsi daha hassas oldugu bildirilmektedir (Raizada ve
ark., 1990; Andrabi ve ark., 2008). Spermatozoon diisiik sicakliklara dayanma
konusunda ¢ok hassastir, bundan dolayr bu hiicrelerin dondurulmasi hiicrenin
canliliginda ve normal fonksiyonlarinda kayba neden olmaktadir. Siddeti farkli
derecelerdeki hiicresel hasar, dondurmanin her asamasindaki farkli mekanizmalar ile
meydana gelebilmektedir (Medeiros ve ark., 2002). Memeli spermasi viicut
sicakligindan suyun donma noktasina yakin bir sicakliga yapilan sogutulmaya kars1 ¢ok
hassastir. Soguk soku olarak bilinen spermatozoon hasarinda ¢dzdiirme sonrasi geri
doniisiimsiiz bir motilite kayb1 olarak gézlenmektedir (Parks, 1997).

Manda spermasinda kabul edilebilir fertilizasyon oranlari, 30x10° - 120 x10°
sp/ml arasinda degisen dondurulmus sperma ornekleri ile elde edilmistir (Tahir ve ark.,
1981; Andrabi ve ark., 2006). Mandalarda <20, 20-30, 30-40, 40-50, 50-60 ve >60
milyon/doz oranlar1 arasindaki suni tohumlama dozlarinda benzer fertilizasyon oranlari
saptanmistir (Tahir ve ark., 1981). 30x10° sp/0,5ml’den 15x10° sp/0,5ml’lik dozlara
inilen bir calismada, saha sartlarinda gebelik orami arastirilmis ve dondurulmus
spermadaki bu dozlarin fertilizasyon oranini etkilemedigi bildirilmistir (Andrabi ve ark.,
2006). Bu verilere paralel olarak arastirmamizda dondurulan sperma payetleri (0,25 ml)
icerisinde 30-120x10° sp/ml yogunlugunda olacak sekilde hazirlanmustir.

Mandalarda spermanin epididimal elde edildigi calismalarda; Herold ve ark.
(2006), Afrika mandalarinda ticari sulandiricilar olan AndroMed® ve Triladyl™
sulandiricilarini karsilagtirdiklar: aragtirmalarinda taze epididimal spermada sirasiyla
%35+21 ve %2149 oraninda progresif motilite sonuclar elde etmislerdir. Hiron ve ark.
(2006), tris-yumurta sarisi-gliserol sulandiricisi ile sulandirdiklar1 manda epididimal
spermasinda %72,75+0,91 oraninda progresif motilite sonuglar1 saptamislardir. Yine
Herold ve ark. (2004b), tarafindan yapilan ve ticari sulandiricilar olan AndroMed®,
Triladyl™ ve Red Ovine Freezing Buffer sulandiricilarinin  karsilastirildigi  bir
calismada epididimal manda spermasinda sirastyla %31+21, %19+11 ve %24+15

oraninda progresif motilite sonuglar1 elde etmiglerdir. Arastirmamiz siiresince
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mandalardan elde edilen taze spermadaki spermatozoa progresif motilitesi orani, Herold
ve ark. (2006) ve Herold ve ark. (2004b)’nin buldugu degerlerden yiiksek iken, Hiron
ve ark. (2006)’nin buldugu degerlerden diisiik gozlenmistir.

Mandalarda taze epididimal spermada 6lii spermatozoa oraninin ve anormal
spermatozoa parametrelerinin degerlendirildigi ¢aligmalarda g¢esitli veriler elde
edilmistir. Lambrechts ve ark. (1999), akrozom biitiinliigiinii ve 6lii spermatozoa oranini
arastirdiklar1 calismalarinda, 1995 ve 1996 yillarinda yaptiklar1 degerlendirmelerde bu
yillar i¢in sirastyla %89,3£2.3 ve %93,5+£2,2 oranlarinda akrozomal biitiinliik tespit
ederken, Olii spermatozoa orani igin sirastyla %9,6+2 ve %15,6+1,1 verilerini elde
etmislerdir. Kumar ve ark. (2008), %80,33+0,33 oraninda akrozomal biitiinlik tespit
ederken, elde ettikleri Olii spermatozoa orant %17,67+0,33 olarak bulunmustur. Bir
baska calismada elde edilen akrozomal biitiinliik ve canli spermatozoa oranlari sirasiyla
%80,2+1,08 ve %83,6+0,95 olarak tespit edilmistir (Singh ve ark., 2007). Arastirmamiz
stiresince mandalardan elde edilen taze spermadaki Glii spermatozoa orani ile anormal
spermatozoa oranlar1 olan bas-akrozom anomalisi, orta kistm anomalisi, kuyruk
anomalisi ve toplam anomali ait ortalama degerlerden 6lii spermatozoa oran1 Kumar ve
ark. (2008) ve Singh ve ark. (2007)’nin buldugu degerler ile uyumluluk gosterirken,
Lambrechts ve ark. (1999)’nin buldugu degerden diisilk bulunmustur. Anormal
spermatozoa oranlari ise literatiir verilerindeki degerlerden diisiik bulunmustur.

Coziim sonu progresif motilite degerlerinin karsilagtirildigi calismada, yumurta
sarist icermeyen bir sulandirici ile (AndroMed®, Minitiib, Germany) yumurta sarisi
iceren iki sulandiricidan (Triladyl™, Minitiib, Almanya ve Red Ovine Freezing Buffer,
IMV, Fransa) elde edilen motilite degerleri sirasiyla %13+13, %18£12 ve %28+16
bulunmustur (Herold ve ark., 2004b). Hiron ve ark. (2006), tris-yumurta sarisi-gliserol
sulandiricist ile manda spermasinda ¢oziim sonu %51,58 motilite oran1 saptamislardir.
Afrika mandasinin epididimal spermasini dondurmada, ticari Triladyl™ ve AndroMed®
sulandiricilarinin karsilastirilmali olarak degerlendirildigi bir calismada ¢6ziim sonu
sperma progresif motilite degerleri %17+11 ile %14+13 arasinda degiskenlik
gostermistir (Herold ve ark., 2006). Arastirmamiz siiresince donmus spermadaki
spermatozoa motilitesi oran1 Herold ve ark. (2004b) nin buldugu degerlerden yiiksek ve
kismen uyumlu iken, Herold ve ark. (2006)’nin buldugu degerlerden yiiksek, Hiron ve
ark. (2006)’nin buldugu degerlerden diisiik gézlenmistir.
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Dondurma sonras1 akrozomal biitiinlik ve Oli spermatozoa oranlarinin
belirlendigi bir ¢calismada Kumar ve ark. (2008), tarafindan ¢6ziim sonu %64,58+0,99
oraninda akrozomal biitlinliik ve %35,83+0,41 6lii spermatozoa verileri elde edilmistir.
Hiron ve ark. (2006), ¢o6ziim sonu %66,83+1,05 akrozomal biitiinliikk ve %68,67+094
canli spermatozoa oranilar tespit etmislerdir. Herold ve ark. (2006), ticari sulandiricilar
olan AndroMed® ve Triladyl™ sulandiricilarint  karsilagtirdiklar: aragtirmalarinda
coziim sonu epididimal manda spermasinda sirasiyla %54+6 ve %56+6 oraninda
akrozomal biitlinliik tespit etmislerdir. Arastirmamiz siiresince donmus spermadaki 6lii
spermatozoa orani ile anormal spermatozoa oranlart olan bas-akrozom anomalisi, orta
kisim anomalisi, kuyruk anomalisi ve toplam anomaliye ait ortalama degerlerden o6l
spermatozoa orant Kumar ve ark. (2008) ve Hiron ve ark. (2006)’nin buldugu degerler
ile uyumluluk gosterirken, Herold ve ark. (2006)’nin buldugu degerden diisiik
bulunmustur. Anormal spermatozoa oranlari ise literatiir verilerindeki degerlerden
diisiik bulunmustur.

Taze spermanin spermatolojik ozellikleri arasindaki korelasyon bulgularinda
orta kisim anomalisi ile bas akrozom anomalisine ait deger (p<0,05) Onemli
bulunmustur.

Sunulan arastirmada elde edilen spermatolojik degerler ile ilgili bulgularin
literatlir bulgularindan farklilik arz etmesinin sebepleri arasinda 1irk, yas, bakim
yontemi, beslenme kosullari, arastirmanin yapildigir bolgenin cografi konumu, iklim
kosullar1 sayilabilir.

Arastirmamizda taze ve donmus spermadaki progresif motilite, Olii
spermatozoa orani, orta kisim anomalisi, kuyruk anomalisi ve toplam anomali
arasindaki farklarin 6nemli (p<0,001) oldugu gozlendi. Sadece bas-akrozom anomalisi
orani arasinda fark 6nemsiz bulundu.

Erkek genomundaki anomaliler, fertilizasyon sonrasi olusacak basarisizlik i¢in
acik bir potansiyel nedenidir (Sakkas ve ark., 2002; Sergerie ve ark., 2005). Saleh ve
ark. (2002)’nin yaptiklari ¢alisma sonucu spermatozoon DNA’sinda meydana gelen
hasarn fertilite tizerine olumsuz etkisi oldugu sonucuna varmiglardir.

Bircok somatik hiicre kendi DNA’sindaki hasarlarla basa ¢ikabilecek cesitli
tamir mekanizmalarina sahipken bu durumun tersine spermatidler ve spermatozoa bu

kadar etkili tamir mekanizmalarina sahip degildir (Sega, 1974; Sega ve ark., 1978).
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Yapilan calismalar sonucu, spermatozoon DNA’sindaki oksidatif hasarin
kalitsal mutasyon ve kromozom anomalilerini artirarak, genetik materyal aktariminda
hatalara, kisirlik, dogum defektleri, genetik hastaliklar ve dogan yavrularda kanser
vakalarina neden olabilecegi diisiiniilmektedir (Ames ve ark., 1994; Cummins ve ark.,
1994).

Dondurma ve ¢ozdiirme islemleri, stabil olmayan DNA artislar1 da dahil olmak
lizere spermatozoon kromatininde énemli degisiklikler meydana getirebilir (Royere ve
ark., 1988; Hamamah ve ark., 1990; Evenson ve ark., 1994; Peris ve ark., 2004).
Spermatozoanin yiiksek diizeyde reaktif oksijen molekiillerine maruz kalmasi sonucu
DNA’sinda hasar ve lipit peroksidasyon olusmaktadir (Atiken, 1995; Potts ve ark.,
2000). Sitoplazmada azalan antioksidan iiretimi spermatozoayi serbest radikallerce
olusturulacak hasara karst hassas hale getirmektedir (Said ve ark., 2005). Plazma
membranindaki ¢oklu doymamis yag asitleri igeriginin yiiksek olusu ve spermatozoon
sitoplazmasinda antioksidan miktarinin diisiik diizeyde olusu, bu yapilar1 dondurma
islemi sirasinda oksidatif stres ve peroksidatif saldirtya karst duyarli hale getirir (Aitken
ve ark., 1998; Chatterjee ve Gagnon, 2001).

Giliniimlizde yaygin olarak DNA parcalanmasimin degerlendirilmesinde
kullanilan Comet testinde lizis ve elektroforezisin pH kosullarina bagli olarak bu
teknigin hassasiyeti degisebilmektedir. Her iki degisken i¢in notral kosullarin
kullanilmasi, DNA c¢ift zincir kirilmalarinin tespitine olanak tanir. pH: 12,3 oldugunda
tek zincir kirilmalar1 ve DNA onarim bolgelerindeki gecikmeler tespit edilirken, pH:
13°te bunlara ek olarak alkali labil bolgelerde degerlendirilebilmektedir (Rojas ve ark.
1999).

Aragtirmamizda spematozoada DNA hasarini belirlemek i¢in alkali Comet testi
kullanilmistir. Comet testi ile spermatozoon DNA hasar1 diizeyi saptanmistir. Yapilan
arastirmalarda Comet testinden ayr1 olarak, Tunel, SCSA ve akridin oranj analizleri de
kullanilmistir (Henkel ve ark., 2004; Koonjaenak ve ark., 2007; Kadirvel ve ark., 2009;
El-kon ve Darwish, 2011). Yapilan bir¢cok arastirmada mandalarda spermanin
dondurulmasi isleminin DNA hasarini 6nemli dlgiide arttirdig1 belirlenmistir (Fraser ve
Strzezek, 2005; El-kon ve Darwish, 2011). Bunun aksine bazi arastirmalarda da
dondurma isleminin spermatozoon DNA hasar1 iizerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 da

savunulmaktadir (Koonjaenak ve ark., 2007; Kadirvel ve ark., 2009). Mandalarda
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yapilan bir ¢calismada, taze spermadaki DNA hasar1 donmus spermadaki DNA hasarina
gore %1,50+0,40°dan  %6,80+0,56’ya yiikselmistir. Yine mandalarda yapilan bir
calismada Kumar ve ark. (2011), taze spermadaki DNA hasarin1 %10 ile 12 arasinda
bulmusken, bu deger donmus spermada ortalama %37,25’e yiikselmistir.
Arastirmamizda taze ve donmus spermadaki DNA hasar1 bulgular1 arasindaki farklarin
onemli (p<0,0001) oldugu gozlendi. Ayrica taze spermadaki DNA hasar1 bulgularimiz
Kumar ve ark. (2011)’nin buldugu degerler ile uyumluluk gdosterirken, donmus
spermadaki DNA hasar1 bulgularimiz El-kon ve Darwish (2011) ve Kumar ve ark.
(2011)‘nin  buldugu degerlere gore yiliksek bulunmustur. Testislerin morfometrik
Olctimleri ile taze spermadaki Comet parametreleri arasinda onemli bir korelasyon
bulgusuna rastlanmamistir. Bunun yani sira taze spermanin spermatolojik 6zellikleri ile
Comet parametreleri arasinda da 6nemli bir korelasyon bulgusuna rastlanmamugtir.

Sunulan arastirmada diger arastirmalara gore daha yiiksek oranda DNA
hasarmin saptanmasinin nedeni, metot olarak alkali Comet testinin tercih edilmesinden
kaynakli olabileceginden, bunun da bu metodun baz hasarlari, tek zincir kiriklar1 ve
capraz baglarimi tespit ederek daha fazla oranda hasarin tespit edilmesine olanak
tanimasina bagli oldugu diisliniilmektedir. Ayrica diger arastirmalara gore
arastirmamizda dondurulmus spermadaki DNA hasar1 miktarinin fazla olmasinin
nedenlerinden biri de, aragtirmamizda epididimal spermanin kullanilmasi olabilir. Bu da
kullanilan sulandiricilarin epididimal sperma i¢in tasarlanmamis olmasi ve epididimal
spermanin seminal plazmadaki antioksidanlardan yoksun olmasindan kaynaklanabilir.

Sogutma-dondurma-¢ozdiirme islemleri, spermatozoon membrani iizerinde
fertilizasyon yeteneginin azalmasina sebep olan fiziksel ve kimyasal stres meydana
getirmesinin yan1 sira (Gadea ve ark., 2003), spermatozoon canlilig1 iizerinde de
%50'den fazla oranda azalmaya neden olabildigi kabul edilmektedir (Watson, 1979).
Soguk soku, sogutma oraninin kontrol edilmesiyle ve sperma sulandiricilarina koruyucu
bilesiklerin eklenmesi ile onlenebilir (Foote, 1984; Parks, 1997). Deneysel olarak sigir
spermasinda viicut sicakligindan +5°C’ye, <10°C/saat oraninda bir sogutma
uygulanarak ve yumurta saris1 veya siit gibi koruyucu maddelerin kullanimi ile soguk
soku siddetinin azaltildig1 tespit edilmistir (Parks, 1997).

Yapilan bir c¢alismada ¢o6ziim sonu progresif motilite degerleri standart

protokol kullanilarak dondurma iglemi yapilan spermada %25 iken, 20°C/dk. ve

72



30°C/dk.’da sogutma islemi uygulanarak dondurulan spermada ise bu deger %40 olarak
bulunmustur (Sukhato ve ark., 2001). Céziim sonu motilite i¢in sulandiricilarda 7,0 pH
degerinin daha iyi sonu¢ verdigini ortaya koymuslardir (Abdel-Malak ve ark., 1993).
Manda spermasinin dondurulmasi i¢in kriyoprotektif ajan olarak kullanilan gliseroliin
nihai konsantrasyonu %6,5-7,0’dir (Kumaresan ve ark., 2005; Shukla ve Misra, 2007).
Manda spermasinda bakteri kontrolii icin GTLS kombinasyonunun, streptomisin ve
penisilin kombinasyonundan daha etkili oldugu kanisina varilmistir. Ustelik, GTLS
kombinasyonu manda spermatozoa canlilig1 i¢in zararli degildir (Hasan ve ark., 2001;
Akhter ve ark., 2008). Manda spermasinin 4 saatlik equilibrasyon siiresinin 2 ve 6
saatlik equilibrasyon siiresinden daha iyi sonu¢ verdigini saptamislardir (Salamon ve
Maxwell, 2000). Baska bir caligmada ise 4-9 saat arasinda degisen siirelerde denenen
equilibrasyon siiresinin ¢dziim sonu sperma kalitesi lizerine bir etkisi olmadigi, daha
kisa siiredeki equilibrasyon siirelerinin ise zararlt oldugu sonucuna varilmistir (Herold
ve ark., 2004b). Manda spermasi igin kriyojenik prosediirler; 0,2-0,4°C/dk.’lik bir
oranda 37°C ya da 39°C’den +4°C’ye sogutma, en az 2 saat siirede equilibrasyon ve sivi
azotun yaklasik 4 cm iizerinde s1vi azot buharinda 10-20 dk. siirede dondurma islemleri
olarak siralanabilir (Medranol ve ark., 2002).Yapilan bircok suni tohumlama
organizasyonlar1 sonucunda sigir boga spermasit ic¢in pratikte ¢ozdiirme isleminde
37°C’de en az 30 saniye bekletme tavsiye edilmektedir (Marshall, 1984).

Son yillarda genis degisken bilesimi ve mikrobiyal kontaminasyonlardan
dolay1 egzotik hastaliklar riski nedeniyle seminal sulandiric1 gibi hayvansal kaynakli
bilesiklerin (6rn: yumurta sarist ve siit) kullanimi sik sik tartismalara neden olmustur
(Bousseau ve ark., 1998; Thibier ve Guerin, 2000). Bu nedenle, yumurta saris1 yerine
hayvansal kokenli olmayan, iyi tanimlanmis ve patojen icermeyen sulandiricilar tercih
edilmektedir. Ticari bir sulandirici olan Bioxcell® (IMV Technologies, L’ Aigle, France)
bu kosullar1 karsilamaktadir (Gil ve ark., 2003). Tris-sitrik asit-yumurta sarisi
sulandiricisi ile Bioxcell® sulandiricisinin karsilagtirildigi bir ¢alismada elde edilen
gebelik oranlart sirasiyla %44 ve %47 olarak saptanmistir (Akhter ve ark., 2010).
Dondurma protokollerinin incelendigi bir calismada da yapilan tohumlamalarda,
standart protokol ve 20°C/dk. ve 30°C/dk.’da sogutma islemi uygulanarak dondurulan
spermalarin gebelik oranlar1 sirasiyla %28, %43 ve %40 olarak saptanmistir (Sukhato

ve ark., 2001).
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Spermatozoon DNA biitiinliigli embriyonun, fétiisiin ve yavrunun normal
gelisimi de dahil olmak iizere dogal ya da yardimci fertilizasyon tekniklerinin basarisi
icin 6nem arz etmektedir (Nandre, 2007). Manda spermasi boga spermasina gore, coklu
doymamis yag asitleri agisindan zengin oldugu (Nair ve ark., 2006), donma ve ¢oziinme
hasarinin nispeten daha fazla olustugu, ¢6ziim sonu diisiik motilite ve gebelik oranlarina
sahip oldugu i¢in oksidatif hasara daha egilimli goriinmektedir (Dhami ve Kodagali,
1990). Bu tehlikeler sogutma ve dondurma oranlarinin optimizasyonu ve dondurulan
spermatozoa i¢in uygun sulandirict kullanilmas: ile en aza indirilebilir (Kumar ve ark.,
1992). Hiicrenin genetik materyalinde hasara sebep olan bir¢cok faktér bulunmaktadir.
Bu hasarlarin onarilmasi i¢in gerekli mekanizma heniiz tam olarak bilinmemekle
birlikte spermatozoon DNA’sindaki hasarin, fertilizasyondan sonra oosit i¢inde tamir
mekanizmas1 tarafindan diizeltildigi bazi arastiricilar tarafindan iddia edilmektedir
(Kopeika ve ark., 2003; Pina ve ark., 2005). Spermatozoon genomunda hasara yol
acabilen etkenlerin bir kismi yapilan calismalarda belirtilmektedir. Yardimcr tireme
tekniklerinin islem siirecinde yapilan hatalarin en az seviyelere indirilmesi ve yeni
stratejilerin belirlenmesi yaninda, in vivo ve in vitro tedbirlerin alinmasi ile
spermatozoon DNA’sinda olugsabilecek muhtemel hasarlarin en az seviyede stabil hale
getirilmesi saglanabilir (Tiirk ve ark., 2006).

Mandalarda verimliligi arttirmak amaciyla bir¢cok biyoteknolojik yOntem
kullanilmaktadir. Bu yontemlerden biri olan suni tohumlama uygulamasinda kullanilan
dondurulmus sperma kalitesi, gebelik oranim etkileyen en 6nemli faktorlerden biridir
(Saacke, 1984). Ciftlik hayvanlarimin iireme potansiyelini artirmak ic¢in bir dizi
biyoteknolojik yontem gelistirilmistir. Bunlardan bazilari; suni tohumlama, c¢oklu
ovulasyon ve embriyo transferi, niikleer transfer veya embriyo klonlama, cinsiyet tayini,
gamet ve embriyo dondurulmasi, oosit toplama (OPU), in vitro oosit maturasyonu
(IVM) ve in vitro fertilizasyon (IVF) seklinde siralanabilir (Brackett ve ark., 1981;
Pederson ve ark., 1991; Wilmut ve ark., 1992; Robinson ve McEvoy, 1993).

Spermanin dondurulmasi, dondurulan spermanin uzun zaman periyodunda
saklanabilir olusu ve wuzak hayvan popiilasyonlar1 arasindaki genetik materyal
degisimini kolaylastirmak icin diinya ¢apinda ulastirilabilir bir halde olusu agisindan
ciftlik hayvanlarinin ve tehlike altindaki tiirlerin korunmasi i¢in suni tohumlamada

Oonemli bir rol oynamaktadir (Vishwanath, 2003). Bazi tiirlerde, taze sperma ile elde
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edilen fertilite oranlar1 dondurulmus spermada yeteri kadar yiiksek dozda motil
spermatozoon kullanilmasi ile de elde edilebilir (Holth, 2000b). Mandalarda suni
tohumlama, Gstrus tespiti ve bu islem i¢in uygun zamani bulma gii¢liigiindeki zorluklar

nedeniyle diinya ¢apinda kullanimi1 sinirlt kalmistir (Baruselli ve ark., 2007).
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5.SONUC VE ONERILER
Bu arastirmada spermanin dondurma-¢ozdiirme isleminin diger hayvan
irklarinda oldugu gibi epididimal manda spermasinda da onemli 6lgiide kayiplara yol
actig1 sonucuna varilmistir. Elde edilen epididimal spermalarda taze ve ¢Oziim sonrasi
progresif motilite oranlar1 yapilan ¢aligmalarla uyumlu bulunmus ve post-mortem elde
edilen epididimal manda spermasinin biyoteknolojik yontemlerde kullanilabilecegi
diistiniilmektedir. Bununla beraber, damizlik degeri yiiksek erkek mandanin herhangi
bir nedenle 6liimii durumunda epididimal sperma elde edilerek genetik materyal olarak
yardimci iireme tekniklerinde kullanilabilir. Bu calismanin mandalarda ddlverimini
olumsuz etkileyecek spermatozoon DNA hasarinin diizeyi belirlenerek iilkemizde
manda poplilasyonunun iyilestirilmesine iliskin yapilacak arastirmalara katki
saglayacag1 diisiiniilmektedir. Artan spermatozoon DNA hasarindan dol veriminin ne
derece etkilendiginin belirlenmesi ve iireme 6zellikleri tizerine olumsuz etkisi olan ve
genetik hastalik riski olusturan spermatozoon DNA’sindaki hasarin belirlenerek bunun
risklerinin ortadan kaldirilmasi i¢in daha kapsamli arastirmalar yapilmasmin yararh
olacag diisiiniilmektedir.
Sonug olarak bu arastirmanin, bu konuda yapilacak c¢alismalara 151k tutarak
mevcut metotlarin iyilestirilmesi ile Anadolu mandasinin verimliliginin arttiritlmasina

olanak saglayacagi diisiiniilmektedir.
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