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ABSTRACT

In the field of reproductive biotechnology, many methods have been developed for long-term storage of semen
obtained from animals. When these methods are compared with each other, advantages and disadvantages
emerge. There are still deficiencies in cryobiology, and for this reason, trials have been carried out on current
methods of freezing semen. Large volumes of semen (2-10 ml) can be stored at once thanks to directional
freezing. In the encapsulation method, there is a gel-like structure surrounding the cells. The storage method
called lyophilization is a drying process and organisms, cells, tissues and even all biological products can find a
place in this group. Recommended sperm storage methods have been developed for species-specific or
endangered organisms. The disadvantage of all storage methods is that they need some form of liquid nitrogen.
The common denominator of all the studies carried out is to aim for long-term storage of the motile male germ
cell, which can somehow preserve its viability. In addition, there is no discovery that genetic material will not be
damaged, including in current methods.
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Ureme biyoteknolojisi alaninda hayvanlardan elde edilen spermayi uzun siireli saklamak igin pek cok yéntem
gelistirilmistir. Bu yontemler birbirleri arasinda kiyaslandiginda avantajlari ve dezavantajlari ortaya ¢ikmaktadir.
Kriyobiyolojik agidan hala eksikliklerin oldugu, bunun igin spermanin dondurulmasinda giincel metotlar Gizerinde
denemeler gergeklestirilmistir. Hacimsel olarak fazla miktarda sperma (2-10 ml) tek seferde yonli dondurma
sayesinde saklanabilmektedir. Enkapstilasyon yonteminde hicrelerin etrafini saran jel benzeri bir yapi s6z
konusudur. Liyofilizasyon olarak adlandirilan saklama yontemi ise bir kurutma islemidir ve organizmalar,
hiicreler, dokular hatta buttn biyolojik Griinler bur grupta kendine yer bulabilmektedir. Tire 6zgii ya da nesli
tikenmekte olan canlilar icin tavsiye edilen sperma saklama yontemleri gelistirilmistir. Butiin saklama
yontemlerinin dezavantaji ise sivi azota bir sekilde ihtiya¢c duymalaridir. Yapilan bittin calismalarin ortak paydasi,
bir sekilde canliligini koruyabilecek motil erkek esey hiicresinin uzun sireli olarak saklanmasini amaglamaktir.
Guncel yontemlerde dahil olmak tizere genetik materyalin zarar gérmeyecegi bir kesif s6z konusu degildir.
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Giris

Gunumuzde bilimin kesfetme arzusu, siirekli gelisen
teknoloji ile birlikte daha elverisli ve kaliteli olani
istemesine yol ag¢maktadir. Bunun i¢in hala farkh
yontemleri ve metotlari  kullanarak arayislarini
surdirmektedir.

Pek ¢ok alanda bilimsel ¢alisma imkanina sahip olan
bilim adamlari  kesfettigi  buluglari  insanoglunun
kullanimina sunmustur. Bu kesiflerin bazilari da canlihigin
ve yasam siresinin nasil uzatilabilecegi ile ilgili olmustur.
Bu cahsmalarin bir kismi degisik tipteki hicrelerin,
dokularin, organlarin dondurulup bir sire bekletildikten
sonra ¢ozdirllip hiicrelerdeki fiziksel ve kimyasal
farkliliklari inceleyen ve yillarca saklama Uzerine
calismalara konu olan “kriyobiyoloji” bilimini esas
almaktadir.

Ureme biyoteknolojisi alaninda calisarak elde
ettigimiz, genetik Gstlinligl olan spermatozoon, oosit ve
embriyo gibi materyalleri dondurup yilzyillar sonrasinda
bile kullanmayi amaglamaktayiz.

Suni  tohumlama ¢alismalarinin etkili olabilmesi
spermanin  muhafaza edilebilir ve istenilen vyere
gotiirtlebilir olmasina baglidir. Bu da spermanin ozellikle
uzun siireli muhafazasi ile saglanabilir. Hala bazi tlrlerde
spermanin dondurulmasi konusunda basarili sonuglar
alinamadigi icin konu giincelligini korumakta ve yeni
¢alismalar vyapilmaya devam edilmektedir. Yapilan
¢alismalar ve ortaya c¢ikan sonuglar ele alinmis olup,
spermanin dondurularak saklanmasinda hangi yéntemin
ya da yontemlerin daha basarili oldugu incelenmistir.

Evcil Hayvanlardan Sperma Alinmasi

Evcil bir erkek damizlik hayvandan, cesitli biyoteknolijk
calismalarda kullanilmasi igin, belirli yontemler isiginda
kaliteli ve maksimum sayida spermatozoon igeren ejekilat
olarak tabir edilen sperma alinmaktadir. Suni vajen ve
elektroejekiilator (EE) bu yéntemler arasinda en sik olarak
tercih edilenleridir. Suni vajen yéntemi; basit, hizli ve iyi
kalitede sperma elde etme acisindan daha ¢ok tercih
edilmektedir. Fakat bazi tirlerde sperma alinirken
hayvanin asim sezonuyla sinirli olmasi kalmasi veya suni
vajene alisik olmasi gerekmektedir. Bu sartlar yerine
getirilemeyen tiirlerde EE yontemi kullanmak zaruri hale
gelmektedir. Ancak bu yontemin hayvani rahatsiz edici
olmasi ve daha fazla is guciline ihtiyagc duyulmasi gibi
dezavantajlar bulunmaktadir (Evans ve Maxwell, 1987;
Yurdaydin, 1994; Cupps, 1991).

Sperma alma merkezlerinde boga, aygir ve
domuzlardaki cinsel uyarimi saglamak igin genellikle suni
vajen gorevi goren bir fantom kullanilmaktadir. Erkek
damizliktan sperma almak ve alinan spermanin
degerlendirilmesinin  yapilabilmesi icin ejekilasyona
yardimci olacak disi bir hayvan ya da maket bir ekipman
kullanilmaktadir. Boga ve aygirlarda uygun bir sekilde
hazirlanmis suni vajen kullanilarak ejakilasyon refleksi
saglanabilmesine( Love, 1992; Mathevon ve ark., 1998)
karsin, domuzlarda ve kdpeklerde ejekiilasyon genellikle
elle masaj yontemi kullanarak uyarimda
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bulunabilmektedir. Ozellikle erkek képekler s6z konusu
oldugunda sperma alma islemi ideal bir ortam ve
sicakhkta, disi kopegin kokusunu almasi saglandiginda
mumkiin olabilmektedir (Colenbrander ve ark,. 1993;
Kutzler, 2005). Ozel durumlarda elektro ejakiilasyon
uygulamasi diger tirlerin aksine, gevis getiren
hayvanlarda (sigir, koyun, kegi) anestezi gerekmeksizin
oldukga iyi sonuglar verebilmektedir.(Gunn, 1934; Hill ve
ark,. 1956; Palmer ve ark,. 2005)

Eskiden kullanilan bazi sperma alma yontemleri artik
tercih  edilmemektedir. Kisaca bu  yontemlerin
isimlerinden bahsedecek olursak eger; (ileri ve ark,. 2000)

e Ampullalarin masaji ile spermanin alinmasi

. Tabii asimdan sonra spermanin vajinadan
alinmasi

e  Vajinaya slnger veya prezervatif yerlestirilerek
spermanin alinmasi

. Penise prezervatif gecirilerek spermanin alinmasi

. Sirurjukal yontemle spermanin alinmasi

Spermanin Muayenesi ve Degerlendirilmesi

Spermanin muayenesi ve degerlendirilmesi pratikte
kolay uygulanabilir olmasi agisindan 6nem arz etmektedir.
Yapilan bu spermatolojik testler birbirini izleyen siiregleri
dogrudan etkilemektedir. Spermanin fertilite oranlar
hakkinda, erkek damizlik segiminde ve suni tohumlama
uygulamalarini garanti kapsamina almaktadir (Demirci,
2002).

Spermanin  muayenesi
fiziko-kimyasal, biyolojik ve
siniflandirilabilir (S6nmez, 2012).

Spermanin mikrobiyolojik muayeneleri; in vivo ya da in
vitro olarak bulasabilecek mikroorganizmalarin timinu
kapsayacak sekilde muayene ile etken tespiti
yapilmaktadir (S6nmez, 2012).

Spermatolojik nomenklator; spermatoloijk
muayenelerde uluslararasi alanda standart terimlerin
kullanilmasi taniyr kolaylastirir ve fayda saglamaktadir
(Coyan ve ark., 2002).

makroskobik, mikroskobik,
mikrobiyolojik  olarak

Hayvanlardan Alinan Spermanin islenmesi ve
Sulandirilmasi

Spermanin erkek hayvanlardan alindigi andan
baslayip, 6strusta bulunan disi hayvanin genital kanalina
birakilmasina kadar gecgen siire ve bu zaman icerisinde
yapilan islemler suni tohumlama uygulamalarinin
basarisini oldukca etkilemektedir (Coyan, 2005).

Spermanin 5°C'de saklanmasinda ya da
dondurulmasinda ¢esitli sulandiricilar kullanilmaktadir.
Sperma sulandiricilarinin kullanilmasinin baglica amaglari;
spermanin hacmini artirarak, suni tohumlama isleminde
kullanilmak (izere spermayi esit sayida spermatozoon
bulunduracak yeterli spermatozoona indirgemek ve bu
sayede daha fazla suni tohumlama yapilmasina imkan
saglamaktir. Spermatozoonlarin canliigini daha uzun sire
devam ettirebilmesi adina besin maddeleri icermelidir.
Spermaya eklenen sulandiricilar, ortam isisi disirilirken
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spermatozoonlarin  soguk sokundan etkilenmemesini
saglayabilmelidir. Mikrobiyal kontaminasyonlari 6nlemeli
ve kontrol altinda tutmaldir. Spermatozoonlar tarafindan
Uretilen metabolizma artiklarini etkisizlestirmek ve pH
degisimlerine karsl tamponlama 6zelligine sahip olmalidir
(Sonmez, 2012).

Sulandiricilara katilan baslica maddeler:

Kimyasal (Tampon/Buffer) Soliisyonlar

Sperma sulandiricilari arasinda esas ana gorevi
Ustlenmekte olan kimyasal sollsyonlar, igeriginde
bulundurdugu maddeler ve tamponlama 6&zellikleri
sayesinde olduk¢a 6nem arz etmektedirler (S6nmez,
2012).

Fosfat buffer soliisyonu; 1939 vyilinda kesfedilen,
spermatozoonlar icin tamponlama o6zelligi olan, ilk sperma
sulandirma sollisyonudur. Diger solisyonlar kadar
glvenilir olmasina ragmen yumurta sarisi ile
karistirildiginda seffaf olmayan bir ¢ozeltiye donlstigi ve
spermatozoonlarin mikroskopta net gorinim
vermemesine neden olmaktadir (S6nmez, 2012).

Sodyum sitrat  buffer soliiyonu; 1941 yilinda
kesfedilmistir.  Sulandiricinin  hazirlanmasi  sirasinda
yumurta ile bu sollisyon karistirildiginda
spermatozoonlarin yeteri kadar goriilmesine olanak
saglayan saydamlik vermektedir (S6nmez, 2012).

Tris buffer soliisyonu; spermatozoonun igerisine
yerlesebilmesi ve pH degisimlerine kargi hiicreler arasi
tamponlama 0zelliginin olmasi nedeniyle spermanin
saklanmasinda ¢cok 6nemli bir yere sahiptir. Tris’in sperma
sulandiricilarinda, farkli oranlarda molariteleri ve pH
dereceleri denenmesinin ardindan 10-50 mM arasinda
degisen yogunluklarda kullanilmasi spermatozoonun
fertilitesi olumsuz etkilemedigi anlasiimistir. Birgok
hayvan tiridnin (ruminant, kedi, képek ve domuz gibi)
sperma sulandiriimasinda Tris (hidrosimetilen)
aminomethane tampon sollsyonu olarak basarili bir
sekilde kullaniimaktadir (S6nmez, 2012; Kogyigit ve Uslu,
2016).

Kryoprotektan maddeler

Dondurma ve ¢Ozdirmeye bagli yasanan ani isi
degisimlerine karsi spermatozoonlari soguk soku hasarina,
intraseltler kristal olusumuna, ¢6zdirme esnasinda
dekristalizasyona ve gelisen membransel destabilizasyona
koruma amaciyla spermaya sulandiricilarana ayrica bazi
kimyasal maddeler de ilave edilmektedir. Bu maddeler
“kriyoprotektif maddeler” olarak nitelendirilmektedir
(Bucak ve Tekin, 2007).

Kryoprotektanlar donma  noktasini  dislrerek,
numunelerde sivi kismin miktarini artirarak tuz ve
solUtlerin oranini azaltarak ve spermada hem hiicre iginde
hem de hiicre disinda buz olusumunu baskilayarak etki
etmektedir (Royere ve ark., 1996). Biyolojik yapilarda
membran fosfolipidlerinin arasindaki hidrojen baglarina
su molekilleri icerdikleri oksijen atomu vasitasiyla
baglanirken, gliserol gibi kryoprotektan maddeler suyun
yerini alir (Crowe ve Crowe, 1984).

internal ve eksternal kryoprotektanlar olmak tizere iki
sinifa ayrilmaktadirlar. Bu maddeler arasinda hiicre igine

girerek etki gosteren en oOnemli madde Gliserol’dir.
Dondurma islemleri sirasinda gerceklesen en énemli olay
hiicrenin kristallesmesidir. Buna bagh olarak pH’da
degisikler ve hiicre membraninda yirtilmalar meydana
gelebilmektedir. Yaygin olarak sperma sulandiricilarinin
icerisine %3 ila %10 arasinda degisen oranlarda ilave
edilmektedir (Bucak ve Tekin, 2007).

Bir tuz olan Dimetilsiilfoktsit (DMSO) soguk sokuna
karsi spermanin korunmasi amaciyla sulandiricilara
katilan, 6nemli tamponlama kabiliyetine sahiptir. internal
kryoprotektan gorevi goren DMSO membran biitinlGgina
koruma agisindan c¢ok fayda saglamaktadir. Gliserol ve
DMSO disinda ethilen glikol ve propilen glikol'da
kryoprotektif madde olarak sperma sulandiricilarinin
icerisine belirli miktarlarda katilabilmektedir (Bucak ve
Tekin, 2007; Algay ve ark., 2015).

Bunlar disinda hicre igerisine giremeyen, eksternal
kryoprotektan olarak adlandirilan ve spermatozoon igin
enerji ihtiva edecek sukroz, trehaloz, raffinoz ve laktoz gibi
bazi sekerlerin de sperma sulandiricilarina katilabilecegi
bildirilmektedir.

Gliserol yerine kullanilan kryoprotektif o6zellikteki
maddelerin hicbiri gliserol kadar faydali sonuglar
vermemistir (Ucan, 2014).

Sekerler: Sperma sulandiricilarina katilan sekerlerin
spermatozoonlar igin temelde iki amaci vardir. Bunlardan
ilki enerji kaynag olarak kullaniimasidir. ikincisi ise
ekstraselliiler sivida bulunmasi nedeniyle osmotik basing
ve spermatozoonun membran bitinligliiniin korunmasi
acisindan ¢ok fayda saglamaktadir. Spermatozoonun
baslica enerji kaynagi frikktozdur. Ayrica glikoz ve mannoz
ilave edildiginde de spermatozoonlar bu sekerleri
metobolize edebilmektedirler. Bunlar disinda var olan
sekerler enerji kaynagi olarak kullanilmamaktadir.

Yumurta sarisi: Spermanin saklanmasinda gorev alan
yumurta sarisi, sperma isisinin - 35°C’'den  5°C'ye
disirilmesinde olusacak soguk sokuna karsi bariyer gorevi
saglarken, hiicre ici enzimlerin ise hiicre disina ¢ikmasini yol
acar. Yumurta sarisinin iceriginde yer alan lecithin, B-
lipovitellin gibi fosfolipid ve lipoproteinleri bulundurmasi
soguga karsi koruyucu etkisini ortaya ¢ikarmaktadir.
Yumurta sarisinda bulunan yiksek antioksidan igerik,
spermatozoonlardaki lipit peroksidasyon oranini belirli
olculerde azalttigi bilinmektedir ve bunu sadece dondurma
islemi sirasinda degil her zaman yapmaktadir.

Kegiler icin yumurta sarisi 6zel bir durum ihtiva
etmektedir. Yumurta sarisinin igeriginde bulunan lecithin
seminal plazmada bulunan koagulant enzimi (EYCE,
trigilesrol fosfolipaz A) ile reaksiyona girmesi sonucu
ortaya cikan vyag asitleri ve lysolecithin maddesi
spermatozoonlar uzerinde toksit etki olusturmaktadir
(Sonmez, 2012)

Sit: inek siitiinden elde edilen sulandirici ilk olarak
1950 yilinda bilimsel ¢alismada kullanilmistir. Taze sit, 92-
95°C'de 10 dakika kadar isitilmasi gerekmektedir. UHT
sistemiyle Uretilen sitlerde bu islemin uygulanmasina
gerek yoktur. Siit iceresinde yer alan ve spermatozoonlara
zarar veren lactenin isimli madde isil islem sonucu inaktif
hale gelmektedir (Ucan 2014).
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Antimikrobiyal maddeler

Hayvanlardan elde edilmis spermada bulunan
mikroorganizma sayisi degiskenlik gosterebilmektedir. Bu
sayl, ejekillat alinmadan 6nce yapilan g¢evre temizligi ve
prepisyum temizligi azaltilabilmektedir. Ayrica sperma
alinirken ve islenirken kullanilan tiim malzemelerin steril
olmasi bu durumu oldukga hassas bir hale getirmektedir.

Bu mikroorganizmalar genellikle apatojen olmasina
karsin enerji kaynagini c¢cok fazla tiketmesi, hatta
spermatozoonlar ile yarisa girmesine neden olmaktadir.

Bu tir etkilerin 6nlemesi ve veneral hastaliklarin
micadelesi icin sperma sulandiricilarini katilan antibiyotik
maddeler fertilitenin artirnlmasi agisindan ¢ok 6nemli
oldugu bilinmektedir (Ozkoca, 1984). Sperma (zerinde
denenen c¢ogu antibiyotik madde spermatozoonlar
Gzerinde toksik etki gosterirken bazilari da mikrobiyal
bulagsmayi engellemede yetersiz kalmaktadir. 1940’lardan
bu yana penisilin ve streptomisin spermadaki patojen ve

apatojen  bakterileri  kontrol etmek igin  hala
kullanilmaktadir.  Bunun  disinda  degisik tlrlerde
gentamisin, tylosin, linkomisin, spektinomisin  gibi
antibiyotiklerde denenmis ve basaril sonuglar elde
edilmistir.

Evcil  Hayvanlardan Alinan Spermanin
Saklanmasi

Sperma dondurulmasi lizerine yapilan ilk ¢alismalar
Spallanzani (1776) tarafindan kurbaga, aygir ve insan
ejekllatl ile denenmistir. Bu ¢alismalarda dondurma
islemleri kar iginde yapilmigtir. Ejekilatin isisi diistikee
spermatozoonlari  hareketsizlestirip  inaktif  hale
getirmistir, ayrica tekrar ejekiilat 1sisi artirilmaya
baslandik¢a spermatozoonlarin eski hallerine dondigi
anlasilmistir. (Maxwell ve Salamon, 1993).

Spermanin saklanmasinda baz alinan nokta,
spermatozoonun  fertil  omdirini  uzatmak igin
metabolizmasini  yavaglatmak ve hareket ederek

harcayacagi enerjiyi azaltmaktir. (Wetzels ve ark,. 1996).
Yapilan g¢alismalardan elde edilen verilere gére spermayi
iki sekilde saklayabilmek mumkindiir. Bunlardan
birincisi spermanin sicakhigini distrerek sivi formda kisa
sureli saklamak, ikincisi ise 0°C'den daha disuk
sicakliklarda dondurarak uzun sireli saklamaktir (Ak,
2000).

Sulandirma islemi

Spermanin dondurularak yani uzun sireli olarak
saklama islemi birbirini takip eden cesitli asamalardan
gecerek yapilmaktadir.

On sulandirma

Taze spermanin sulandirma orani hesaplanarak
istenen hacimde hazirlanmis ve gerekli antibiyotikler ilave
edilmis sulandirici su banyosunda dereceleri esitlenerek
(35°C) kademeli bir sekilde sperma ile birlestiriimektedir
(S6nmez, 2012).

Sogutma islemi

On sulandiriimasi yapilmis 2-3 saat icerisinde kademeli
olarak 35°C'den 5°C’ye kadar sogultulmaktadir. Eger
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sulandiriimasi yapilmamis taze spermalar (izerinde boyle
bir sogutma denenirse ¢ogu olusan soguk soku nedeniyle
olecektir. Sulandiricilarin igerisinde bulunan lecithin ve
lipoproteinler sogutma esnasinda hiicre membranin
permiabilitesindeki degisikleri 6nlemektedir (S6nmez,
2012).

Sogutma hizi

iki asamali bir sekilde yapiimaktadir. ilk asama daha
hizli bir sekilde 2 dakikada 1°C olacak sekilde 20°C’ye kadar
disurulerek gerceklestiriimektedir. Sogutma sirasindaki
kritik sicaklik derecelerinden birisi 20°Cile 5°C arasi oldugu
bilinmektedir. Bu dereceler arasi ani sicaklik degisimleri
akromozal bozukluklara ve motilite kaybina neden
olmaktadir. Bunun igin sogutma isleminin ikinci agamasi
mimkiin oldugunca yavas bir sekilde yani 6-8 dakikada
1°C olmasi tavsiye edilmektedir (S6nmez, 2012).

Gliserilizasyon

On sulandinlmasi yapilmis taze spermaya gliserol
katilmasi islemine gliserilizasyon adi verilmektedir.
Dondurma ve ¢ozdiirme esnasinda hiicrenin hem icinde
hem de disinda olusan kristaller hiicrenin membransel
yapisina zarar vermektedir. On sulandirma islemi yapilmis
spermaya katilan gliserol hiicre icinde bulunan su ile yer
degistirerek donma derecesini diisirmekte ve daha az buz
kristalini olusmasini  saglamaktadir. Gliserol oranin
sulandiricidaki  maddelerinin  oranina goére degisiklik
gostermektedir. Gliserol ilavesi 5°C'ye dusurilmis oOn
sulandiriimasi yapilmis taze spermaya kademeli olarak
aktarilmaktadir (S6nmez, 2012).

Equilibrasyon

Her hangi iki sey arasinda denge kurma, adaptasyon
saglama anlamina gelmektedir. On sulandirmasi ve
sogutma islemi yapilmis 5°C‘deki spermaya gliserol ilave
edildikten sonra madde alisverisi ve ortam dengesi
saglanmasi beklenmektedir. Bu silire¢ tamamlandiktan
sonra dondurma islemine baslanmaktadir (Sonmez,
2012).

Spermanin Dondurulmasi (Kriyobiyoloji)

Uremenin ilerlemesiyle birlikte yiiksek verimli genlerin
hizla ¢ogalmasi, bugtinlerde birinci sinif popilasyonlarin
olusmasina yol agmaktadir. Bu ilerlemenin esas nedeni
suni  tohumlama uygulamasinin  yayginlasmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu hedeflere suni tohumlama
sayesinde ulasilmis olsa da, spermanin uzun sreli
saklanmasi ve neredeyse sayisiz kez kullanilmasina olanak
saglanmasi bunun temel nedenidir. (Pesch ve Hoffmann,
2007)

Spermanin fertilite yetenegini yitirmeden uzun siire
saklanabilmesi ancak dondurulmasi ile  mumkin
olabilmektedir. Spermatozoonlarin hem dondurma hem
de c¢ozdirme esnasinda iIsi degisimine maruz kalmasi
fertilite yetenegini olumsuz etkilemektedir (Schroeder ve
ark., 1990). Spermatozoonlar en ¢ok -15°C ile -60°C
arasinda zarar gormektedir.

Hicre saklanmasinda -80°C’nin Ustlindeki sicakliklarda
tam anlamiyla donmamis farkl iyon yogunluklarina sahip
solitlerin bulunmasindan dolayi, hiicresel faaliyetlerine
devam ederek, zamana bagli olarak fonksiyonel bozulma
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yasanmaktadir. Bulundugu ortam 1sisi, hiicre tipi ve
dondurma medyumuna bagl olarak saatte bir ya da yilda
bir hiicre olimleri gorilebilmektedir.

Teorik olarak bir hiicre igin biyolojik zamanin durmasi -
196°C'de saglanabilmektedir. Tahmini olarak 4000 yil
saklanabilmektedir (Mazur, 1984).

Kuru Buz Uzerinde Spermanin Dondurulmasi
(Pellet Yontemi)

Bltin islemlerden gegirilmis dondurulmaya hazir
5°C'deki sperma, biiyik bir disk seklindeki -79°C’de olan kuru
buz (kat1 CO2) kalibi Gzerinde 6zel matkapla agilan yuvarlak
oyuklara bir enjektor yardimiyla doldurulmaktadir. Bu islem
yapildiktan ¢ok kisa bir slre sonra -79°C donmasi
saglanmaktadir. Kuru buz Gzerindeki gukurcuklarda donan
tablet seklindeki spermalara pellet adi verilmektedir. Elde
edilen bu pellet seklindeki yapilar toplanarak 6zel tasima
kaplarn icerisinde -196°C'deki sivi azot tankina
yerlestiriimektedir. Hazirlanan bu pelletlerde bulunan motil
spermatozoon sayisi normalin 10 misli olacak sekilde
hazirlanmaktadir. Kullanilan hacim genellikle 0,1 ml
olmaktadir. Tohumlamada kullanilmadan ©6nce uygun
dozlarin elde edilebilecegi sperma sulandiricilarina pelletler
eklenerek eritilip, tohumlamada kullaniimaya hazir hale
getirilmektedir (Visser, 1974).

Bu yontemin iki biayilk dezavantaji vardir. Birincisi
bireysel olarak teshis etmede giigliik yasanmasi, ikincisi ise
kontaminasyona maruz kalmada riskler tagsimasidir. Ayrica
pelletleri tutmak igin kullanilan pensler, farkli bogalardan
alinan spermatozoonlar ile birbirine karismasina da yol
acabilmektedir (Salamon ve Maxwell, 2000).

Etil Alkol ve Kuru Buz Yardimiyla Spermanin
Dondurulmasi (Ampul Yéntemi)

Dondurulmaya hazir sperma, 1 ml hacmindeki plastik
veya cam ampullere doldurulduktan sonra telden
yapiimis o6zel sepetler icerinde etil alkol banyosuna
birakilir. Etil alkol igerisine kuru buz atilarak 5°C’ye
dismesi saglanmaktadir. Dondurma islemi ise iki
asamada gerceklestiriimektedir. ilk olarak 5°C’den -
20°C’'ye dakika 1-2°C duslrilmektedir. Bu islem etil alkol
banyosu icerisinde yer alan pervaneler sayesinde hizli ve
esit sicaklikta olacak sekilde yapilmaktadir. ikinci asama
ise -20°C’den -79°C’'ye miumkiin olan en hizh sekilde
yeterli miktarda kuru buz atilarak yapilmaktadir
(Blackshaw, 1955). ilk asamada ortam isisi kademeli ve

yavas  bir sekilde duslrilmezse ampullerdeki
spermatozoonlar soguk sokundan zarar gorerek
etkilenebilir hatta batln spermatozoonlar

olebilmektedir. Ampul iceresinde dondurulan spermalar
-79°C’de kullanilacagi zamana kadar saklanabilmektedir.

Bu yontemde eksilen kuru buzun ikmali sik sik
yaptimahdir. -79°C’de uzun siire saklanmasi zor olacagi
icin spermanin bulundugu ampullerin sivi azot tankinda
tutulmasi daha uygun olacaktir. Bazi c¢alismalar
karsilastirildiginda  elde  edilen  verilere  gore
dondurulmus ampullerle yapilan tohumlamalarda, ilk 1-
2 ayda vyapilan tohumlama ile 6. ayda yapilan
tohumlama arasinda %13’lik bir verim kaybi oldugu
anlasiimaktadir.

Swvi Azot Buharinda Spermanin Dondurulmasi
(Payet Yoéntemi)

GUnumuzde kullanilan en yaygin ve en pratik dondurma

yontemidir. Teknige gbre uygun bir sekilde hazirlanmis,
dondurulma islemine gegcilecek sperma, 0,25 ml veya 0,5 ml
hacimli plastik payetler icerisine gekildikten sonra acik kalan
ucu isi ve basincin etkisi ile ezilerek kapatilir. Spermaile dolu
payetler aliminyum veya gelikten bir raf lizerine tek sira
halinde taraklara yerlestiriimektedir. Raflar agzi genis sivi
azot tankinda bulunan azot seviyesinin 5,5-6 cm (zerinde
bulunan 06zel i1zgaralar Uzerine dizilerek -110°C ile -120°C
arasindaki sivi azot buharinda 7 dakika boyunca
dondurulmaya birakilir. Daha sonra burada gobletlere
yerlestirilir ve -196°C’deki sivi azot icerisinde depolanir
(Sekil 1).
Tavsiye edilen diger bir yontem ise, sivi azot buharinda
dondurulmasi iki asamada gerceklesmektedir. ilk olarak sivi
azot seviyesinden 16 cm yukarda 2 dakika bekletilir, daha
sonra 4 cm kalacak sekilde yaklasik 3 dakika tutulmaktadir.
Daha sonra diger yontemde de oldugu gibi gobletlere
yerlestirilir ve -196°C’deki sivi azot igerisinde depolanir
(Demirci, 2002).

Sekil 1. Sivi azot seviyesinin 5 cm yukarisinda
taraklara dizilmis payetlerin 7 dakika slirede
dondurulmasi ve sivi azot igine atilmasi islemi
Figure 1. The process of freezing the straws lined up
on combs 5 cm above the liquid nitrogen level in 7
minutes and throwing them into liquid nitrogen.

Y6nlii Dondurma Yéntemi (Directional Freezing)

Yonli dondurma teknigi, spermatozoonlara herhangi
bir mekanik hasar vermeden ¢ok fazla miktardaki spermayi
bir cihazla dondurabilen bir yontemdir. Gliniimiizde yaygin
olarak kullanilmakta olan sperma dondurma islemi, hacim
olarak 5 ml veya daha kiigik hacimli numuneler igin

uygundur. Bunun nedeni, bilylik hacimli dondurma
islemlerinde numunenin dis kisimlarinin diger kisimlardan
daha hizh  sogumasi veya Isinmasl gerceginden
kaynaklanmaktadir.  Yonli  dondurma, basit bir

termodinamik prensibe dayanmaktadir (Rubinsky ve lkeda,
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1985). Buz kristalleri, Multi Thermal Gradient cihazi
araciligiyla sperma hareketinin hizini hassas bir sekilde
dizenleyerek  kontrol  etmektedir  (Arav, 1999).
Spermatozoon igerisindeki suyun hiicre disina yayilmasina
izin vererek hiicre i¢i buz olusumunu engellemektedir. Ayni
zamanda ekstra hiicresel buz olusumunu azaltarak
hiicredeki mekanik hasari en aza indirmektedir. Ek olarak,
daha hizli dondurma isleminin gerceklemesi sayesinde
ozmotik stresin azalmasi saglanmaktadir. Bu teknikte diisiik
gliserol yogunluguna ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sayede,
spermatozoonlar  kriyoprotektanlarin  toksisitesinden
korunabilmektedir (Arav ve Saragusty, 2016) (Sekil 2).

Yonli dondurma yonteminde 2 ml'den 10 ml'ye kadar
degistirilebilen tupler kullanilabilmektedir. Bu tiplerdeki
spermalar dogrusal bir diizlem Uzerinde belirli bir hizda
hareket ettirilerek 5°C'den -50°C'ye disirilmektedir. Daha
sonra bu tupler sivi azot tankinda saklanabilmektedir (Sekil 3).

Sekil 2. Yonli dondurmanin isleyisi G:Egim V:Hiz
(Gacitua ve Arav, 2005)
Figure 2. Mechanism of directional freezing G:
Gradient V: Velocity

Sekil 3. Sperma miktari (Kalkan ve Ugar, 2022)
Figure 3. Semen volume

Enkapstilasyon Yéntemi

Son 30 yilda, suni tohumlamadan sonra spermatozoon
kaybini en aza indirmek icin farkh tirlere kapsilleme
teknolojisi lzerine c¢alisiimaktadir. Mikrokapsilleme,
molekiillerin ¢ift yonli difizyonuna izin veren polimerik
yari gegirgen bir zarda hiicreleri, dokulari ve maddeleri
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sarma islemi olarak sdylenebilmektedir. Spermatozoon
kapsilleme igin bir dizi farkli polimer mevcuttur.
Polimerler, hiicrelerin etrafini sarar ve yumusak, jel
benzeri bir yapi olusturur. Polimer olan aljinatlar bir
polisakkaritdir ve esas olarak kahverengi alglerin
ekstraktindan elde edilmektedir. Kapsilin membran
kismi besin, oksijen vb. iceri girmesine, metabolitlerin ise
disari akisina izin vermektedir. Ayrica kapsuliin disinda
bulunan  immiino-komplement  molekilleri  bloke
etmektedir (Perteghella ve ark., 2015). (Sekil 4,5).
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""*%“ memiorani
ik
o -
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Sekil 4. Kapsiil olusum mekanizmasi (Fausitini ve
ark., 2015)
Figure 4. Capsule formation mechanism

Besin maddesi

immunokomplemnet
molekillier

Sekil 5. Kapsiil membranin islevi
Figure 5. Function of the capsule membrane

Enkapsiilasyon makinasinin temeldeki amaci yuvarlak
sekilli damlaciklar olusturarak bunlari beherin iginde
toplamaktadir. Spermatozoon ve aljinat karisimi ¢ozelti,
sulu cekirdek sivisi anlamina gelmektedir.

Bu damlaciklari olusturmak igin 3 farkh ydéntem
kullanilmaktadir. ilk olarak basit damlama yéntemi,
enjektér pompasi yardimi ile sulu cekirdek sivisina
yuvarlak sekil aldirmaktadir. Olusan bu yuvarlak sekilli



Narlicay and Ataman / Turkish Veterinary Journal, 3(2): 41-50, 2021

damlaciklar kalsiyum kloriir ve baryum klorirlt (BaCL2
veya CaCl2) ¢Ozeltinin icinde birakildiginda
spermatozoonlarin bulundugu damlacik etrafinda hemen
yumusak, purlizsiiz ve pargalanabilir bir polimer duvari
olusturmaktadir. Bu polimer duvar, kalsiyum ve baryum
icerdigi iyonlar ile polimer etkilesime girerek olusmaktadir
(Gadella ve Luna, 2014). (Sekil 6).

Enjektdr
Tpompa

Spermatozoonlan
ve aljinatlan igeren ~agffem Domlacik

sulandirici

Katilagtirma ve Toplama
banyosu

Sekil 6. Basit damlama yontemi
Figure 6. Simple drip method

ikinci ydntem ise elektrostatik ektriizyondur ve
damlaciklar elektrotlardan arasindan gegerken yuvarlak
sekle birlinmektedir. Behere damlaciklar distigiinde,
polimerik duvarli spermatozoon manyetik karistirici
yardimiyla daha iyi olustugu gorulmektedir. (Sekil 7)

Ugilincli yéntem, koaksiyel hava akimidir. Koaksiyel
hava akimi sisteminde sag ve sol taraftan gelen hava akimi
sayesinde damlaciklar yuvarlak sekli almaktadir. (Sekil 8)
Kapsillerden spermatozoonun kademeli olarak sizmasi,
fertilite bolgesine dogru duzenli bir akig saglamaktadir.
Ozellikle, yaban domuzu spermatozoonlari baryum aljinat
membraninda tasitilarak, polispermi riskini azaltmak ve in
vivo fertilizasyon verimini optimize etmek icin uygun bir
yontem oldugu kanitlamistir (Okere ve Nelson, 2002).

Enkaps=siallator

Elekirotlar arasamndan
gegen damlacklar
yuwvarlak selklini alw.

Sekil 7. Elektrostatik ekstriizyon yontemi
Figure 7. Electrostatic extrusion method
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Sekil 8. Koaksiyel hava akimli yontem
Figure 8. Coaxial airflow method

Liyofilizasyon Yoéntemi (Dondurarak Kurutma
Yéntemi)

Evcil hayvanlarin, nesli tiikenme tehlikesi altindaki
hayvanlarin ve vahsi hayvanlarin spermatozoonu ile
biyolojik Grtinlerin korunmasini saglamakta kullanilan
tekniktir. Uygulama alani olarak ¢ok genis bir yelpazeyi
barindirmaktadir. Bunlara 6rnek verilecek olursa akla
gelebilecek tim mikroorganizmalar, bazi besinler,
biyolojik Girtinler (spermatozoon, eritrosit, plazma, serum,
asl gibi) ve organ naklinde kullaniimak izere bazi dokularin
tasinmasi ve saklanmasi icin kullanilabilmektedir (Bastan
ve Akcgay, 2019).

Hicrelerin igerisinde barindirdigl su hiicrenin yaklasik
%70-90'in1  olusturmaktadir. Su hcreler igin yeri
geldiginde biyokimyasal ve metabolik aktivitelerini
devamini saglayan bir ¢ozuicli oldugu gibi, yeri geldiginde
ise hlicrelerin bozulmasinda ve otolizinde gorev alan bir
molekuldar. (Billy ve Potts, 2001; Gil ve ark,. 2014).

Spermatozoonun liyofilizasyonu ya da kurutarak
dondurma islemi asamalardan olusmaktadir.
Liyofilizasyon icin taze, dondurulmus ya da epididimal
sperma kullanilabilmektedir. Spermatozoonun
liyofilizasyona hazirlanmasi icin bazi islemlerden gegmesi
gerekmektedir.  Liyofilizasyona  baslamadan  &6nce
spermatozoonu bulundugu ortamdaki seminal plazma
veya sperma sulandiricilarindan ayristirilmasi
gerekmektedir. Bu seperasyon islemini swim up ya da
percoll gradient yontemi ile yapilabilmektedir. Kog
spermasi icin bunu yapmak onerilmemektedir. Clnki

spermatozoonlar ayristirma islemleri sirasinda dis
etkenlere karsi asiri hassas oldugu bilinmektedir.
Koglardan alinan spermada liyofilizasyon islemi

ayristiriilmadan yapiimaktadir.

Liyofilizasyon isleminde kullanilmak Uzere sperma
sulandiricisi olarak, fétal sigir serumu (FBS), monosakkarit
veya disakkarit sekerler, sodyum pirivat, L-glutamin,
EDTA (etilen diamin tetra asestat), aminoasitler ve
antibiyotik iceren cgesitli tampon, besin ve koruyucu
maddeleri iceriginde bulunduran ticari veya hazirlanmig
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sulandiricilar kullanilabilmektedir. Bununla ilgili yapilan
bazi liyofilize spermatozoon c¢alismalarinda basaril
sonuglar elde edildigi goérilmektedir (Gil ve ark,. 2014).
Sulandirilan spermalar 30 dakika boyunca oda sicakliginda
ekilibrasyona birakilmaktadir. Bu islem sonucunda
istenilen mililitrede istenilen spermatozoon yogunluguna
gore cam veya plastik kriyojenik tuplere aktarilmaktadir.
Bu tupler iceresindeki sulandirilmis spermalar, sivi azot
icerisine daldirilarak sivi azot buharinda -140°C de 5 dakika
veya -196°C de 20-30 saniye hizli bir sekilde dondurma
islemi yapilmaktadir (Sen, 2013; Shahba ve ark., 2016). Bu
dondurma yonteminde dondurma isleminin  hizl
yapilmasina bagh olarak hicreler arasi buz kristallerinin
hacminin bliylk olmasi daha basarili liyofilizasyon
isleminin gerceklesmesini saglamak amaciyla
yapilmaktadir (Nireesha ve ark., 2013; Bastan ve Akgay,
2019).

Spermatozoonun liyofilizasyon islemi, dondurma, esas

kurutma ve son kurutma olarak 3 asamada
gercgeklestirilmektedir.
Spermatozoonun dondurma islemi liyofilizasyon

cihazinda yapilabildigi gibi sivi azot icerisinde veya sivi
azotun buharinda da yapilabilmektedir (Ergtin, 2015).

-30°C ile -80°C arasinda Onceden sogutulmus
liyofilizasyon cihazi igerisine, dondurulma islemi
tamamlanmis spermalari vyerlestirilerek esas kurutma
asamasina gecilmektedir. Bu siirecte kademeli olarak
sicakligr 37°C’ye getirirken, basinci 0,03 mbar seviyesine
¢ekerek dondurulmus spermadaki suyun yaklasik %90’ini
siiblimasyon etkisiyle uzaklastirilmaktadir. Bu
uzaklastirilan su, serbest halde bulunan suyun tamamini
ve bagll suyun bir kismini icermektedir. Geriye kalan
yapisal biutlnlGgu saglayan su ise daha diistik atmosferik
basing ile yliksek sicaklhk uygulanarak uzaklastirilmaktadir
(Sherman 1954; Gil ve ark,. 2014). (Sekil 9).

Sekil 9. Liyofilize spermatozoon (Choi ve ark., 2011)
Figure 9. Lyophilized spermatozoa

Liyofilize spermatozoonlar, nemli ortamlardan uzak,
vakumlu tlpler icerisinde 1siktan korunarak muhafaza
edilmelidir. Sivi azottan bagimsiz bir sekilde farkh
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sicakhklarda (+25°C, +4°C, -20°C, -80°C) saklama imkani
saglayan bu yontem, islah ve genetik calismalarda birgok
arastirmaci tarafindan kullanilmasi  6ngoérilmektedir
(Kaneko, 2016).

Sonug

Islah  ve genetik ¢alisma ig¢in  dondurulmus
materyallerin sivi azot igerisinde saklanmasi glnumiz
sartlarinda zorunludur. Ancak sivi azotun ortam isisina
bagh bir sekilde buharlasarak azalmasi, sirekli sivi azot
takviyesi yapilmasini gerektirmektedir. Ayrica zamaninda
yapilamayan sivi azot takviyesi, mevcut genetik materyalin
geri donuslimsiiz olarak kullanilamaz hale gelmesine yol
acabilmektedir. Gunimuzde kullanilan ydntemler baz
alindiginda hemen hemen hepsinin  dondurulma
asamasinda ya da sonrasinda sivi  azota ihtiyag
duyulmaktadir. Yapilan ¢alismalar i1siginda ayni zamanda
gorialmustar ki giincel yontemler de dahil hala genetik
materyalin hasar gérmeden saklanmasi igin %100 bir
prosedir gelistirilememistir. Bu ¢alisma konunun énemini
bir kez daha vurgulamak amaciyla hazirlanmistir.
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