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Donmus Spermanin Saklanmasi ve Eritilmesi
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Ozet: Giiniimiizde genetik kaynaklarin saklanarak gelecek yillara aktarilmasi énemli bir konudur. Hayvancilik,
biyoteknoloji, tlirlerin soyunun korunmasi ve klinik uygulamalar1 gibi genis bir kullanima sahip spermanin donduru-
larak saklanmasi siit sigirciligi alaninda biiyiik bir potansiyele sahiptir. Donmus spermanin uygun kosullarda sak-
lanmasi ve eritilmesi {izerine sun’i tohumlama alaninda ¢alisanlar tarafindan ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.

Bu derlemede donmus spermanin saha kosullarinda saklanmasi ve eritilmesi sirasinda fertiliteyi diisiirebilecek hatali
uygulamalarin 6niine gegmek i¢in dikkat edilmesi gereken kritik noktalara deginilmistir.

Anahtar Kelimeler: Sperma, saklama, eritme sekli.

Storing and Thawing of Frozen Semen

Summary: Preserving genetic resources for next millenium is of greet importance, whereas the major contribution
of conserving sperms has the potential in many applications such as agriculture, biotechnology, species conservation
and clinical medicine. The artificial insemination industry has been carried out many studies on proper handling and
thawing procedures for frozen semen.

The ultimate objective of this review has been to provide accurate recommendations for semen handling under field

conditions so that fertility is not limited due to semen handling errors.

Key Words: Semen, handling, thawing procedure.
Giris

Hizla artan diinya niifusu, bilim adamlarini
yasam i¢in gerekli kaynaklardan daha verimli
yararlanma olanaklarini arastirmaya yoneltmistir.
Hayvancilik sektoriinde vazgecilmez dneme sahip
olan reprodiiksiyon biyoteknolojisi; sun’i tohum-
lama, in-vitro fertilizasyon, gen transferi ve
klonlama gibi birtakim yenilikleri kapsamaktadir.
Bu teknikler arasinda en etkin ve yaygin olani,
degerli erkek gamet hiicrelerinin dondurulmasi ve
disi hayvanlarin sun’i yolla tohumlanmasi esasina
dayanan sun’i tohumlama biyoteknolojisidir.
Glinlimiizde sigircilik alaninda sun’i tohumlama
yontemiyle elde edilen yiiksek fertilite oranlar

dogal agim ile karsilastirilabilecek diizeye ulagmis
ve dondurulmus boga spermasi uzun yillardir siit
sigirciligl endiistrisinde ticari amagla kullanim
alan1 bulmustur. Bu teknik sayesinde mevcut
hayvan populasyonunda kisa siirede istenen yon-
de genetik ilerleme saglanabilmekte, yetistirici
erkek damuzlik besleme kiilfetinden kurtulmakta,
degerli bir damizlik bireyden genis dlciide yarar-
lanilabilmekte, veneral yolla bulasan hastaliklarin
Oniine gecilebilmekte ve mevcut siiriide bir 6r-
neklilik saglanabilmektedir®®. Sun’i tohumlama
endiistrisi alanindaki gelismeler hizla ilerlemis ve
giiniimiizde uygulamalar biitiin diinyaya yayil-
mistir. Bu reprodiiksiyon biyoteknolojisi yilda or-
talama 100 milyon disi sigira uygulanmaktadir™.

Aras. Gor. Dr., Dolerme ve Sun’i Tohumlama A.B.D., Bursa, TURKIYE.
Prof. Dr., Délerme ve Sun’i Tohumlama A.B.D., istanbul, TURKIYE.
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Gliseroliin kriyoprotektif etkisinin kesfe-
dilmesiyle spermanin dondurulmasi alaninda
onemli gelismeler kaydedilmis ve 1950’11 yillarin
basinda sinirli olan sun’i tohumlama uygulamala-
11 yayginlasmistir. Bu biyoteknolojinin &zellikle
1958 yilindan sonra gelisimi hayvancilik endiist-
risi ve Ozellikle sigir yetistiriciligi {izerinde biiyiik
bir etki olusturmustur™"' 163034,

Giiniimiizde gamet hiicrelerinin saklanma-
sinda, 5°C’de sivi saklama ve dondurma olmak
{izere baslica iki yontem kullanilmaktadir®®, Her
iki yontemde de spermanin yasamsal fonksiyonla-
rim1 saklama 1sis1, sogutma hizi, sulandiricinin
kimyasal bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektif
maddeler belirler'>®!>!327283335 © q1y1 saklama
yontemi, spermayi sulandirdiktan sonra 5°C gibi
diisiik 1silarda saklama esasina dayanan bir metot-
tur. Bu yontem ile sperma yasamsal aktivitesini
ancak 2-3 giin koruyabilmektedir'®*’. Dondurma
yontemi ise spermanin daha diigiik 1silarda sak-
lanmasi temeline dayanir. Hiicreyi soguk sokunun
etkilerinden koruyan kriyoprotektif maddelerle
sulandirilan sperma, ampul (etil alkol banyosun-
da), pellet (-79°C kuru buzda) veya payet (-110°C
sivi azot buharinda) yontemiyle dondurularak -
196°C’ta saklanir’”. Uygun saklama kosullarinda

spermanin potansiyel fertilitesi yillarca korunabi-
lir'>?.

Sun’i tohumlama organizasyonu spermanin
almmasindan dondurulmasina, depolanmasindan
tohumlama islemlerine kadar bir dizi hassas uy-
gulamalari gerektirir'’. Sahada tohumlama yapan
veteriner hekimler ve teknisyenler bazi kurallari
g6z ard1 edebilmekte ve zamanla kendilerine gore
pratik ama hatali aligkanliklar edinebilmektedir-
ler. Ozellikle konteynerdeki azot seviyesi ve
konteynerden payetlerin alimi sirasinda uyulmasi
gereken kurallarin disina ¢ikilmasina bagli olarak
spermatozoonlar olumsuz yonde etkilenmekte-
dir®. Bir ¢ok arastirict sun’i tohumlama uygula-
malar1 sirasinda hatali uygulamalara bagli olarak
degisik cevre faktdrii ve manipiilasynlarmn etkile-
rini incelemislerdir”'**'22,

Konteyner Kullanimi

Donmus sperma kullaniminda ortaya ¢ikan
fertilite sorunlarmin ¢ogu sun’i tohumlamay1
yapan uygulayicinin saklama ve uygulama kosul-
larindaki teknik hatalarindan kaynaklanmakta-

dir*®. Bu konuda degisik arastirmalar yapilmis-
tr 142

Seri iiretime uygunlugu, saklama kolayligi,
yiiksek gebelik oranlar1 gibi birgok avantaja sahip
olmasindan dolay1 payet metodu ile dondurma
teknigi tiim diinyada yaygin olarak kullanilmak-
tadir'?. Payet metoduna gére dondurulan sper-
ma donma asamasindan eritme veya sun’i tohum-
lama zamanina kadar ¢ok sayida farkli uygula-
maya bagli olarak degisik asamalarda 1s1 yiiksel-
mesine maruz kalir'”'®'****  Buna bagli olarak
payetlerin ig 181s1;

- payetlerin saha konteynerine aktarilmasi,

- payetler alinirken kanisterin kaldirildig: yiiksek-
lik,

- payet almirken gegen siire,

- konteyner i¢indeki azot miktar1 ve

- bu uygulamalar sirasinda gegen siire ve tekrar-
lama sayisina bagli olarak degisim gosterebi-
lir".

Konteyner kullanimi esnasinda konteyner-
deki nitrojen hareket ederek konteynerin boyun
kisminda catlamalara yol agabileceginden dolay1
konteynerin egilmesi ve sallanmasindan kaginil-
madir. Ayrica konteynere azot ikmali yapilirken
konteynerde bulunan payetlerin isinmasina yol
acabilecek yiiksek miktarda 1sinmis azot buhari-
nin kap iginde birikmesine izin verilmemelidir.
Konteyner kullanilmadigi anlarda azot kaybim ve
cevreden koken alan mikroorganizmalarin bulag-
masini engellemek i¢in konteynerin agzi siirekli
kapali tutulmalidir. S1v1 azot ¢ok sayida mikroor-
ganizmay1  igerebileceginden  rutin  olarak
konteyner temizligi yapilmalidir. Konteynerdeki
azot miktar siirekli olarak kontrol edilmeli, azot
miktarinda diisiis olmasi halinde tamamlanmali-
dir. Eger konteynerde bir hata s6z konusu ise
sperma derhal bagka bir konteynere aktariimali-
dir. Konteynerin i¢ 1s1s1 —120°C’1n iistiine ¢ikma-
dig1 miiddetge spermanin fertilitesi etkilenmez.
Eger bu durumdan siliphe ediliyorsa gerekli
spermatolojik incelemeler yapilmalidir. Bir tek-
nisyen payeti alirken daha sonra kullanilacak
payetlerin tekrarli 1sinmalarina izin vermemelidir.
Eger sperma bagska konteynere transfer edilecekse
tek bir payetin tasinmasi daha biiyiik bir risk tasir.
Icinde payet bulunan goblette azot olmamas: ha-
linde kanisterin 1 dakikalik kaldirilmasi spermada
zararh etkilerin olugmasina neden olur. Sperma-
nin gobletten alinmasi sirasinda pens kullanilma-
I1, kanister 30 saniyeden fazla yukarida tutulma-
mali ve payet 10 sn i¢cinde alinmalidir. Donmus
sperma saha konteynerinde depo konteynerine
gore daha ¢ok zararli etkiye maruz kalir. Bu ne-



denle saha konteynerinde ¢ok fazla sayida payet
bulundurulmamalidir. Bazi durumlarda sun’i
tohumlama yapan teknisyenler payetleri eritme
kabina veya depo konteynerinden saha kontey-
nerine aktarirken aktarma iglemini elleri ile yap-
maktadirlar. Bu tiir uygulamalar saha kontey-
nerindeki azot seviyesini diiglirebilmekte ve buna
bagli olarak spermada hasarlar olusabilmekte-
dir"’.

Payetler hacimlerine gore fazla yiizey ala-
nina sahip olmalarindan dolay1 1s1 degisimlerine
¢ok  duyarhdi"™'”.  Yapilan arastirmalarda
-196°C’ta saklanan spermanin herhangi bir ne-
denden -100°C’a 1sinmasinin spermatozoonlar-
daki buz kristallerinin yapisinin etkilendigi, ve 1s1
tekrar -196°C’a indirildiginde kristallesme olay1-
nin tekrar sekillendigi (mikrotorik rekristali-
zasyon) hatta bu termodinamik olaylarin
-130°C’de bile olusabilecegi bildirilmistir'*"**.

Konteyner icinde saklanan payetlerin 1s1
farkliliklarma maruz kalmast  spermatozoon
motilitesini ve saglam akrozom oranini azaltmak-
tadir'®**. Konteynerdeki azot seviyesine, kaniste-
rin kaldirildig: yiikseklige ve bu yiikseklikte kal-
dig1 siireye bagli olarak degisen dlgiilerde 1s1 fark-
liliklar1 olusmakta ve kanisterde bulunan sperma-
nin potansiyel fertilitesi azalmaktadir'®****,

Senger’®, -196°C’ta sakladigi 0.25ml’lik
payetleri ¢evre 1sisina (20+6°C) maruz birakmus,
payetin i¢ 1sisinin 30. saniyede —45°C’a, 60. sani-
yede ise —15°C’a kadar yiikseldigini saptamistir.
Arastirmaci, 1 dakika ¢evre 1sisina maruz birakil-
diktan sonra 37°C 1sidaki su banyosunda eritilen
payetlerde motilitenin kontrol grubuna gore
%25°ten %5’e distliglinii saptamigtir. Arastirma-
c1, konteyner sivi azot ile tam dolu iken payetlerin
konteynerin agiz hizasinda 1 dakika bekletilmesi
durumunda 1smin sadece 15°C yiikseldigini, dii-
siikk azot igeren konteynerde (14 c¢cm) ayni uygu-
lama sonucunda 1smin 72°C yiikseldigini bildir-
mis, diisiik azot igeren konteynerde yapilan kal-
dirma indirme uygulamalarmin 1sinin olumsuz
etkilerini artirdigini, konteynerin agiz hizasina
kadar getirilip bu yiikseklikte 1 dk tutulan bir
payetin s1vi azot igine tekrar daldirilmasi ile 1sinin
tekrar -196°C’a ulagmasi i¢in belli bir siire gerek-
tirdigini  agiklamistir. Arastirmaci, sivi  azot
konteyneri icinde depolanan, 6 ay boyunca kal-
dirma indirme manipiilasyonuna maruz birakilan
payetlerde spermatozoon motilitesi ve akrozom
biitiinligiiniin olumsuz etkilendigini, ayrica iist
iiste 2 goblet alan kanisterlerde iist goblette sak-
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lanan spermada altta bulunana gore daha fazla
akrozomal bozukluk goriildiigiinii bildirmistir.

fleri ve Ak'®, payetlerin konteynerden ali-
nirken kanisterlere yapilan manipiilasyonlari ve
bu manipulasyonlarin sikliginin spermatolojik
ozelliklerinin korunmasinda onemli oldugunu,
eritme sonrasinda spermanin maruz kalabilecegi
1s1 degisikliklerinin spermatozoon motilitesine ve
ozellikle akrozom basta olmak iizere sperma mor-
folojisine zarar verebilecegini bildirmislerdir. Bu
riskler goz 6niinde bulundurularak ileri ve ark',
konteynere yapilacak manipiilasyonlarda; payet-
lerin donma kazanindan veya depo konteynerin-
den saha konteynerine aktarilirken gobletlerin
i¢inin s1v1 azot ile dolu olmasini, aktarma islemi-
nin ¢ok kisa siirede gerceklestirilmesini, payet
alinirken  kanisterin ~ kaldirildigr  yiiksekligin
konteyner agz1 icinde olmasii, payetin
kanisterden miimkiin olan en kisa siirede alinma-
sin1, gerektigi durumlarda kanister tekrar sivi azot
icine daldirildiktan sonra payetin alinmasini,
konteynerdeki sivi azot miktarinin konteyner
hacminin 2/3’den az olmamasini ve azot seviye-
sinin haftada iki kez kontrol edilmesini énermis-
lerdir. Horward ve Pace'’, payet alinirken
kanisterin fazla kaldirilmamasini, 10 saniye igeri-
sinde kanisterden payetinin alinmasini, azot mik-
tarmin siirekli kontrol edilmesini ve payet i¢inde-
ki spermanin -120°C’den daha fazla 1sindigindan
stiphe edildiginde spermatolojik ozelliklerin tek-
rar incelenmesi gerektigini bildirmislerdir. Yapi-
lan bir ¢alismada diisiik azot seviyede azot igeren
konteynerlerde saklanan, iginde payet bulunan
kanisterin konteyner agzindan fazlaca disariya
¢ikartilmast ve bu yiikseklikte 20 saniye gibi u-
zunca siire tutulmasinin, spermay1 eritme sonrasi
soguk soklarina kars1 daha duyarh hale getirdigi
saptanrmstlrzz.

Konteynerde bulunan azot seviyesi, payet
alimirken kanisterin kaldinldig: yiikseklik ve pa-
yet alinirken gegen siirenin etkilerini arastiran
Uzey ve ark.””, kanisterin kullanilmasina baglh
olarak olusan 1s1 farkliliklariin spermatozoon
motilitesine zarar verdigini, bu zararin kanisterin
kaldirildigr yiikseklik ve gegen siireye gore de-
gismedigini saptamigslardir.

Donmus Spermanin Eritilmesi

Spermanin  fizikokimyasal yapisi hem
donma hem de eritme islemleri sirasinda sekille-
nen buz kristalleri nedeniyle zarar goriir™~".
Spermatozoonlarin yagama yetenekleri ve morfo-
lojik biitiinliiklerinin korunmasinda eritme isle-
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minin ayr bir yeri ve énemi vardir’'®*’. Bu ne-
denle dondurulmus spermanin en ideal eritme

teknigi konusunda c¢ok sayida ¢alisma yapilmig-
tlr4,6,7,9,14,20,21,25,27,37

fleri ve Ak'®, 25, 15, 5 ve 0°C gibi diisiik
1silarda eritme tekniklerine gore viicut 1sisindaki
su banyosunda payetlerin eritilmesiyle en iyi so-
nu¢ elde edildigini bildirmislerdir. Correa ve
ark.”, fizyolojik 1sida (37°C’de) eritmenin
motilitenin devamliligt i¢in zorunlu oldugunu
bildirmislerdir. Blackshaw’, spermay1 = sitrat,
sitrat+%12.5 yumurta sarisi, sitrat+lipoprotein
iceren sulandiricilarla sulandirdiktan sonra ampul
yontemi ile dondurdugu sigir ve kog¢ spermasini
5°C ve 40°C’ta eritmis ve 40°C’ta eritmenin daha
iyi sonug verdigini bildirmistir.

Payetlerde dondurulan spermanin, payetle-
rin hacim/yiizey alam1 oranmin oldukca yiiksek
olmas1 nedeniyle 1s1 degisikligine kars1 oldukca
duyarli oldugunu bildiren Senger®, su banyosu
is1sinin- yiikseltilmesiyle eritme hizinin arttigin
ve dolayisiyla canli hiicre sayisinin olumlu yonde
etkilendigini saptamis, saha kosullarinda sperma-
nin 35°C’ta eritilmesi gerektigini, yiiksek 1silarda
eritme tekniginin canlilik oranini artirsa da siire-
nin agilmasi halinde 6liimlere yol agtigindan riskli
oldugunu agiklamaistir.

Eritme sonrasi olusan soguk soklarinin
morfolojik bozukluklar1 artirdigt ve motiliteyi
olumsuz yonde etkiledigi bildirilmistir'***.Giiney
ve leri"*, dondurulmus boga spermasmni 37°C/30
sn, 20°C/45 sn, 15°C/60 sn ve 5°C/90 sn’de erite-
rek sirasiyla ortalama motiliteyi %57.1, 42.3, 36.8
ve 29.2 akrozomal bozuklugu %3.22, 11.8, 17.78
ve 31.4; diger morfolojik bozukluklar1 %, 3.72,
6.96, 8.89, 9.2 ve total morfolojik bozukluklart
%6.94, 18.04, 26.67, 40.6 olarak bulmuslar, en iyi
sonucu ise 37°C/30 sn’de eritmede saptamislar-
dir. Arastiricilar, deneysel olarak soguk sokuna
ugrattiklar1 boga spermasinda spermatolojik 6zel-
liklerin zarar gordiiglinii, spermanin 20°C’nin
altindaki 1silara maruz birakilmamas1 gerektigini
bildirmislerdir.

Sonug olarak yiiksek gebelik oranlar elde
edilmesinde veteriner hekimin 6nemli gorevleri
vardir. Tohumlama i¢in en uygun zamaninin be-
lirlenmesi, spermanin kurallara ve teknigine uy-
gun olarak saklanmasi, tasinmasi, eritilmesi ve
tohumlama tekniklerinin eksiksiz uygulanmasi
bunlardan bazilaridir. Donmus spermanin potan-
siyel fertilitesinin korunmasindan sorumlu olan
veteriner hekimler (veya teknisyenler) kendilerine

gore pratik ama hatali uygulamalar edinmekte ve
bu hatali uygulamalar giderek alisgkanliklara do-
niismektedir'’. Konteynerin kullanimi***?, erit-
me'** ve eritme sonrasindaki’**® asamalarda
hatali manipiilasynlardan kaynaklanan 1s1 farkli-
liklariin spermatolojik 6zellikleri olumsuz yonde
etkiledigi arastiricilar tarafindan ortaya konmus-
tur. Gilinlimiizde degisik sulandirici ve dondurma
metotlar1 uygulanarak (Payet, pellet) sperma don-
durulmaktadir. Pratikte kullanilabilirligi en uygun
olan payet yontemi yayginlasmistir. Saha kosulla-
rinda sun’i tohumlama yapacak veteriner hekim
ve teknisyenler donmus spermay eritirken sper-
may1 temin ettikleri sperm dondurma merkezinin
eritme yontemini goz Oniinde bulundurarak erit-
me islemini yapmalar1 basarilarini artiracaktir.
Aymni sekilde kullandiklar1 konteynerin 6zellikle-
rini géz Oniinde bulundurarak konteynerlerini
kullanmalar1 basarilarini olumlu ydénde etkileye-
cektir.
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