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Hazun GÖKÇEN •• 

Sperınanın dondunılmr~ konusunda ilk çalışan İtalyan fizyolog Lazzaro Spal­
lanzanl'dir. Bu bilgin, 1776'da bir erkek köpekten onanl yoluyla aldı~ı sperınayı kar 
içinde sakladı~mda, sperınatozoitlerin hareketlerinin yavaşladı~ını, so~utulmuş 

spermanm yüksek ısıda çözülmesi sonucunda ise hareketin yeniden başlayarak, sper­
matozoitlerin normal duruma geldiklerini bulmuştur. Spallanzani'nin bu buluşu, 
spermanm dondurulması sürecinin başlangıcı olarak oitelendirilebillr. 

Spermanın dondurulması konusundaki di~er önemli bir b ulu ş ta, 1949 yılında 
Polge ve arkadaşlannm8 , sperınayı, dondurmanın zararlı etkilerinden korumak ama­
cıyla sulandıncıya gliserol katmalandır. Bu önemli keşifi, 1950 yılında Emmens ve 
Blackshaw'm3

, bo~a ve koç sperınalannı gliserol içeren koruyucu medyumlar içeri-
sinde ve düşük ısıda dondurup uzun süre saklamalan izledi. · 

Sperınanın düşük ısıda dondurularak uzun süre saklanması gereksinimi hangi 
nedenlerle ortaya çıktı? Sperınanın sulandanlarak hacminin artırılması ve bu sayede 
eskiye bakınca daha çok dişi tohumlama olan~ınm elde edilmesi düşüncesi, 1939 
da Phillips ve Lardy'nin, yumurta sarısı, potasyum ve sodyum fosfat sulandıncısını 
bulmalarayla yeni bir boyut kazandı. Daha önceleri sperma taze olarak yani erkek 
hayvandan alındıktan sonra hiçbir işleme tabi tutulmaksızın tohumlamada kullanılı­
yordu. Ne var ki, bu şekilde kullanılan spermanm sadece birkaç saat içinde canlılı~ı­
nı koroyabilmesi yüzünden, sadece o sürede kızgınlı~a gelen dişiler tohumlanabili­
yor, sperınanın büyük bölümü atılıyoıdu. Bu durumun üstesinden gelebilmek için bi­
lim adamlan çalışmalarını bu kez, döllenme gücünü yitirmeksizin sperınanın daha 
uzun bir süre muhafaza edilmesi tekniklerini bulmaya yönelttiler. 

* •• 
Bu çalışma U. V. Vet. Fak. de konferans olarak sunulmuştur . 
Doç.Dr.; U. V . Vet. Fakültesi Doğum ue Dölerme Hastalıkları Anabilim Dalı, 
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Bu çalışhıalar sonunda, sulandmlmış spermanm ısısını tedricen 4-5°C ye düşü­
rerek, bu ısıda\muhafaza edilmesi ve 2-3 gün içinde tohumlamada kullanılması tekni­
~ geli ştirildL Ancak, bu teknikle saklanan spermanın tümünden gene de yararlanıla­
mıyor, saklanah spermanm dölleme gücü 3. günde_n itibaren giderek düştüğünden 
tohumlamada kullanılamıyor, atılıyordu. Bu kayıp, bulunacak yeni yöntem ve tek­
niklerle spermahm çok daha uzun süre saklanmasıY,la önlenebilirdi. Böyle bir yön­
temin geliştirilebilmesi için elde güvenilir verilerde vardı. Spermanın yalnız mikta­
n artırumakla k8lınmamış , spermatozoitleri zararlı etkilerden koruyacak yeni su­
landmcılar bulu~uştu. Bunun yanında uygun bir ortamda ve tedrici olarak ısısı 
düşürülen sperml\tozoitlerin metabolizma faaliyetlerini en alt düzeye indirmekle, 
birkaç gün canhlıklannı ve dölleme güçlerini koroyabildikleri saptanmıştı. 

Spermatoloji alanında elde edilen bu ve öteki kimi veriler ve gelişmeler, sper­
manın çok düşük ısıda dondurularak sanıldı~mdan da uzun süre saklarıabilmesi ola­
n~ını do~urdu. Tüm bu bilimsel gelişmelerin bir sonticu olarak, öncedende belirtil­
di~i gibi ilk kez 1950 yılında Emmens ve Blackshaw bo·~a ve koç spermalannı düşük 
ısıda dondurarak u~unca bir süre saklamayı başardılar. 

Bundan sonra çalışmalar daha da hızlı bir biçimde sürdürülmeye başlandı. Yo-
- ~un bilimsel çalışmalar ve donmuş spermayla yapılan alan uygulamalan sonucunda 
bu konuda büyük ilerleme ve gelişmeler kaydedildi. Bo~a spermasmın çeşitli yön­
temlerle dondurulması ve uzun yıllar muhafaza edilebilmesi rutin laboratuvar işlem­
leri arasına girdi. Ayrıca, donmuş bo~a spermasıyla yapıları tohumlamalardan 
yeterli dölverimi alınabilmesi olgusu, bu tekni~in yaygınlaşarak özellikle hayvancı­

Iıtı gelişmiş ülkelerde s~ır sun'i tohumlamasında tümüyle bu yönteme dönülmesini 
~ladı. Son 20 yıl içerisinde yeni yeni tekniklerin geliştirilmesi sonucu adeta bir 
endüstri kolu haline dpnüşen bu uygulama, ülkeler arasında ticari rekabete bile yol-
açtı. ~ · 

Bu teknikler içerisinde ikisi uygulamada büyük bir kullanma alanı buldu. Bun­
lardan birincisi, Frarısadaki L'Aigle Sun'i Tohumlama Istasyonunda Cassoo tarafm­
dan geliştirilen Paillet (Payet) yöntemidir. Di~eri ise F. Abnarıya'da Landshut'taki 
Sun 'i Tohumlama Laboratuvannda Si mmet tarafından oulunarı Mini-Tüp tekni~idir. 
Payet yöntemi Mini-Tüp'e bakınca günümüzde alan uygulamalarında daha yaygın 
olarak kullarıılmaktadır. , 

Koç spermasınm i!Jt kez 1950 yılında dondurulmasından sonra bu alanda da 
yoAun çalışmalar başladı. Koç sperması, bo~a spermasmm dondurolduğu teknikle 
donduruluyor, fakat toli,u~amada kullanılan donmuş koç spermasından yeterli 
düzeyde dölverimi alınamıyoıdu. Koç spermasmın dondurulması ve dondurulan 
spermanm tohumlamada kullanılması sonucu elde edilen dölveriminin artırılması 
konulannda bugüne d~in çok çeşitli araştırmalar yapılmış olmasına karşın elde 
edilen dölverimi yaklaşık % 50 düzeyinde kalmıştır. Bu amaçla, 1973 de Samouili­
disı 0 , çeşitli sulandmcılarla sularıdırdı~ı koç spermasını dondurup çeşitli ülkelerde 
koyunlan tohumlamış, Macaristan'da % 52.7, Yunanistan'da da % 52.2 oranmda 
dölverimi elde etmiştir. Daha sonraları Fransız G.:>las2

, yine donmuş spermayla to­
humladı~ı koyunlanlan en çok % 57.5 gebelik oranı saptamıştır. Son olarak 1980'­
de Stoyarıov1 2

, aynı şekilde tohumladı~ı koyunlarda % 53.0 dölverimi sonucu al­
mıştır. 
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Spennanm Dondunılması: 

Sperma başlıca şu yöntemlerle dondurulmaktadır: 
1. Ampul Yöntemi : Kuru buzveetil alkol kullanarak ampuller içinde dondur-

ma, 
2. Pellet Yöntemi : Kuru buz üzerinde dondurup sıvı azotta saklama, 
3. Payet Yöntemi: Payetler içinde ve sıvı azot buharında dondurup sıvı azot 

içinde saklama, 
4. Mini-Tüp Yöntemi: Mini-Tüpler içinde ve sıvı azot buharında dondurup sıvı 

azot içinde saklama. 
Bugün Dünya'da en yaygın olarak kullanılan sperma dondurma yöntemi Payet 

yöntemidir. Bu yöntemle spcnnanın dondurulması işlemi başlıca şu evreleri içerir. 
I . Ilk sulandırma euresi: Spermanın, tohumlama dozu esas alınarak belli bir 

oranda sulandıncının gliserol içermeyen bölümü ile sulandırılması, 
2 . 5°-G ye soğutma: İlk sulandıniması yapılan spermanın ısısının belli bir süre­

de ve so~utucuda 5°C ye düşürülmesi 
3. Gliserolizasyon (glise~olleme) : İlk sulandıniması yapılmış ve ısısı 5°C ye dü­

şürülmüş spermaya sulandmcının, tüm sulandıncıda % 7 bulunacak biçimde gliserol 
taşıyan ikinci bölümünün yavaş yavaş katılması. 

4. Ekilibrasyon (alışım) : Gliserolizasyonu tamamlanmış ve payetiere doldurul­
muş spermanın gliserole alışması için 5°C deki ıllli: suda yaklaşık 2 saat süreyle bek­
letilmesi. 

5. Dohdurma: Payetler içerisindeki, ekilibrasyonu tamamlanmış spermanın sı­
vı azot buharında dondurularak sıvı azot içerisinde saklanması. 

6. Çözme: Payetler içinde dondurolan spermanın kullanılacaAı anda 34°C lik 
suda 15 saniyede eritilmesi. 

Koç spermasının 1950'li yıllarda ilk )tez dondurulmasından bu yana Dünya'­
nın koyunculu~u gelişmiş kimi ülkelerinde dondunnanın yukanda sayılan evreleriy­
le ilgili olarak çok sayıda araştırma yapılmıştır. Bunlar arasında, çeşitli sulandmcı­
lar, sulandırma oranları, gliserol oranlan, ekilibrasyon süreleri, dondurma yöntemle­
ri ve çözme ısılan denenmiş, yapılan bu araştırmaların ço~unda sadece spermato­
zoit hareketi yani motilite üzerinde durolmuş ya da dondurulmuş spermayla yapı­
lan tohumlamalardan elde edilen dölverimi üzerinde çalışılmıştır. Nitekim, yukan­
da da belirtildi~i gibi, dondurma işlemi sırasında oldukça yeterli motilite sonuçları 
alınmasına karşın, dondurulmuş sperma ile yapılan tohumlamalardan düşük hatta 
ço~u kez yetersiz sonuçlar alınabilmiştir. Lalahan'da yaptı~ımız bir çalışmada 4 , 

koç spermasını sodyum sitrat-ilikoz-yumurta sansı sulandıncısı ile sulandınp pa­
yetler içinde sıvı azot buharında dondurduk ve sıvı azot içinde sakladık. Donmuş 
koç sperm&!lının çeşitli özelliklerini o arada motilite ve anormal spermatozoit oran­
larını saptadık. Aynca, donmuş spennayla servikal yolla tohumladı~ımız koyunlar­
daki dölverimini araştırdık. Motilite ve anormal spermatozoit oranlan bakımından 
oldukça iyi sonuçlar almış olmamıza karşın, dölverimini hayli düşük bulduk (% 
27.0). Di~er bir çalışmada 11 bu kez de~işik sulandıncılar ve ek.ilibrasyon süreleri 
kullanarak dondurdu~umuz koç spennalannı ayn tohumlama dozları ve teknikleriy­
le tohumlamada kullandık . Çeşitli deneme gruplannda en fazla % 20.0 oranında 
dölverimi saptadık. 
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Gerek bizim yaptı~unız, gerek öteki araştırmaeılarca yapılan çalışmalarda 
donmuş koç spermasının dondurulması sürecinde ve dondurulan sperma ile yapılan 
tohumlamalardan yeterli düzeyde dölverimi alınamamasında ortaya çıkan sorunlar, 
araştırıcıları bunun nedenlerini incelemeye itmiştir. · 

Daha 1968 yılında Polge adlı araştıncı9 , "Koç spermasının gliserol içeren su­
landıncılarla dondurolup çözüldükten sonra genellikle yeterli motilite fakat düşük 
dölverimi elde edildijtini, öteki türlerde örnejtin erkek domuzda da aynı sorunun yer 
aldıitını, dondurolup çözülen spermatozoitle~n yumurtanın zona pellusida'sını dele­
mediitini, dölverimi düşüklüitüni.in akrozomda oluşan membran bozuklukları sonucu 
fertilizasyon için gerekli enzimierin kaybolmasına baitlı olarak döllemenin gerçekleş­
memesine. baAlanabileceitini, bunun da şeker içeren koruyucu medyumlada sperma­
nın dondurulması ve ekilibrasyonun kısa tutulmasıyla çözülebileceAini sandını" vur­
gulamıştır. 

Ne var ki, özellikle elektron mikroskobun kullanılmaya başlamasına kadar bu 
konu gereAi ölçüde aydınlıAa kavuşturulamamıştır. Ancak, bundan sonra dahi, hay­
vancılıitı gelişmiş fakat koyunculu~u bulupmayan ülkelerde, koyunlardaki dölveri­
mi konusu ve donmuş spermayla yapılan tohumlamalardan elde edilen dölveriminin 
düşüklüAü üzerinde yapılan araştırma çalışmaları çok sınırlı kalmıştır. Ancak Türki­
ye 'de durum farklıdır. ülkemizde son sayımıara göre yaklaşık 50 milyon koyun bu­
lunmakta, bunun sadece % 4 'ü kültür ırkı ve melezlerinden oluşmaktadır. Büyük ço­
Aunlu~u yerli ırklardan oluşan koyunlanmızın ıslah edilmesi ve verimlerinlıı artırıl­
ması kaçınılmaz bir zorunluluktur. Bunun içinde, çevirme melezlemesi· yoluyla ve 
sun'i tohumlamadan yararlanarak eldeki sınırlı sayıda koçtan azami ölçüde yarar­
lanmak ilkesi önem taşır. Bunun da başlıca yolu, koçlann spermalarını sulandaarak 
ya da dondurarak hacimlerini çoitaltmak, bu sayede bir koçtan tohumlanacak ko­
yun sayısını artırmaktır. Böylece ıslah hedeflerine uygun ~larak daha çok sayıda ko­
yun tohumlanabilecektir. Bu alanda en geçerli yöntem koç spermasının dondurula­
rak tohumlamada kullanılmasıdır. Bunun Türkiye'de uygulanabilmesi, koç sperma­
sınm dondurulmasında ve tohumlamada kullanıldık tan sonraki dölveriminde ortaya 
çıkan sorunların çözümlenmesine b&Alıdır. 

Bu konuyu biz de araştırmaya çalıştık . özellikle baştan, dondurmanın koç 
spermatozoitlerini ne şekilde etkilediiti konusu üzerinde durduk. Yaptığımız bir ça­
lışmada1, koç spermasını taze olarak ve dondurolup çözüldükten sonra elektron 
ınikroskopta inceledik. Taze spermada, spermatozoitlerde ince yapı düzeyinde her­
hangi bir bozukluk görülmemesine karşın, dondurulmuş örneklerde spermatozoit­
lerin özellikle akrozomlarında membran bozuklueu, şişme ve madde kaybıyla karak­
terize dejtişikliklerin oluştueunu saptadık . Ancak, bu bozuklukların dondurulmuş 
spermadaki spermatozoitlerin tümünde görülmedieini ve hareketlerinde bir düşüklü­
ee neden olacak düzeyde bulunmadıeını gördük. Bunu izleyen bir çalışmada5 , bu 
kez anılan bozukluklann spermanın dondurulması işleminin hangi evresinde oluştu­
itunu saptamak amacıyla yine sodyum sitrat.glikoz-yumurta sarısı sulandıncisı ile 
sulandınp sıvı azotta payetler içinde dondurduitumuz spermadan, dondurma i şle­
ıninin her evresinde örnekler alarak Giemsa ile boyadık ve ışık mikroskop altmda 
inceledik. İnceledieimiz preparatlarda akrozom bozukluklan oranlarını saptadık. 
Sonuçta, akrozom bozukluklannda, özellikle gliserolizasyon evresinden sorira artış 
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görüldüAünü tesbit ettik. Daha sonra çeşitli gliserol oranlannın (% 3,% 5,% 7) don­
muş koç spermatozoitlerinin motilitesi ve akrozom bozukluklan üzerindeki etkisini 
incelemek amacıyla yaptı~ımız bir çalışmada6 , % 5 oranının anılan özellikler bakı­
mmdan daha iyi sonuçlar verdilini bulduk. Son olarak ta, çeşitli ekllibrasyon süre­
leri ve çözme ısılannın koç spermatozoitleılnin rootiliteri ve akrozom morfolojisi 
üzerindeki etkilerini araştırdık '. Bu çalışmanın sonucunda da, 2 ~ 3 saatlik ekillb· 
rasyon sürelerinin anılan özellikler yönünden bir farklılıAa neqen olmadJAım, 50°C 
de 10 saniyede ve 75°C ve 5 saniyede çözülmenin donmuş koç spermatozoitlerinin 
motilitesi ve akrozom morfolojisi üzerinde olumlu etkileri oldutunu saptadık. 

Bu çalışmalar ileride de bir plan çerçevesinde sürdiirülecektir. Şimdi bulundu· 
Aumuz son durumda, yöntemde yaptıAımız bir takım deA işiklikler sonucu mo~te 
oranmda bir artma ~ladJAımızda akrozom bozukluklan oranlannın da arttıAım, 
akrozom bozukluklan oranmda bir düşüş saAlandı~ında ise, motiUtenin düştüAünü 
gönnekteyiz. Şimdi, bu sorunun ç~zümlenmesi için çalışmalar yapılması gerekmek­
tedir. 

Bunun dışında, bu konuda ileride yapılacak çalışmalarla ilgili ömiriler şöylece 
sıralanabilir: 

1. En azından, yapılacak bu spermatolojik çalışmalardan olumlu sonuçlar alı­
nana dek, özellikle dondurulmuş spermayla koyunların tohumlanmasına ve dölveri­
mi araştırmalanna girilmemelidir. 

2. Spennatoloji alanmda elde edilecek bilimsel sonuçlar olumlu olduAunda, 
bu şekilde dondurulacak spermalarla gerek kurumlarda, gerek halk elinde koyunlar 
tohumlanmalı ve dölverimi saptanmaya çalışılmalıdır. 

3. Bunların dışında yapılacak tohumlama çalışmalannda uygun tohumlama 
zamanı ve bir östrusta 2-3 kez tohumlamanın dölverimine etkisi konusu Incelenme­
lidir. 

4. Yapılacak çalışmalarda tohumlanacak koyunlann kızgınlı~ı sinkronize 
edilmeli ve dölverimi ile sinkronizasyon arasındaki ilişki mutlaka araştırılmalıdır. 
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