Kog Spermasinin Dondurulmasi ve Dilveriminde
Kimi Sorunlar ile Bu Sorunlarin Gézimiine
ligkin Aragtirma Bulgular: ve Oneriler (*

Hazim GOKCEN *#

Spermanin dondurulmes: konusunda ilk ¢alisan Italyan fizyolog Lazzaro Spal-
lanzani'dir. Bu bilgin, 1776'da bir erkek kopekten onani yoluyla aldig1 spermay: kar
icinde sakladifinda, spermatozoitlerin hareketlerinin yavagladifini, sofutulmug
spermanin yiiksek 1sida ¢oziilmesi sonucunda ise hareketin yeniden baslayarak, sper-
matozoitlerin normal duruma geldiklerini bulmusgtur. Spallanzani'nin bu bulusu,
spermanin dondurulmas: siirecinin baglangici olarak nitelendirilebilir.

Spermanin dondurulmasi konusundaki diger 6nemli bir bulug ta, 1949 yilinda
Polge ve arkadaslannin®, spermay1, dondurmanin zararh etkilerinden korumak ama-
cryla sulandinciya gliserol katmalandir. Bu 6nemli kesifi, 1950 yiinda Emmens ve
Blackshaw'n®, boga ve kog spermalann gliserol igeren koruyucu medyumlar iceri-
sinde ve diiiik 1s1da dondurup uzun siire saklamalan izledi.

Spermanin diigiikk 1s:1da dondurularak uzun siire saklanmas: gereksinimi hangi
nedenlerle ortaya ¢ikti? Spermanin sulandinlarak hacminin artirlmasi ve bu sayede
eskiye bakinca daha ¢ok disi tohumlama olanaginin elde edilmesi diigiincesi, 1939
da Phillips ve Lardy'nin, yumurta sansi, potasyum ve sodyum fosfat sulandiricisim
bulmalanyla yeni bir boyut kazandi. Daha onceleri sperma taze olarak yani erkek
hayvandan alindiktan sonra hicbir igleme tabi tutulmaksizin tohumlamada kullanili-
yordu. Ne var ki, bu sekilde kullamlan spermanin sadece birkag saat iginde canhlifi-
ni koruyabilmesi yiiziinden, sadece o siirede kizginhfa gelen digiler tohumlanabili-
yor, spermanin biiyiik béliimii atilryordu. Bu durumun iistesinden gelebilmek icin bi-
lim adamlan ¢aligmalarin1 bu kez, dollenme giiciinii yitirmeksizin spermanin daha
uzun bir siire muhafaza edilmesi tekniklerini bulmaya yonelttiler.

* Bu ¢aligma U.U. Vet. Fak. de konferans olarak sunulmugtur.
**  Dog¢.Dr.; U.U. Vet. Fakiiltesi Dogum ve Dolerme Hastaliklari Anabilim Dals,
Bursa — TURKIYE.



L}

Bu caligmalar sonunda, sulandinlmig spermanin 1sisin1 tedricen 4-5°C ye diisii-
rerek, bu 1sidajmuhafaza edilmesi ve 2-3 giin i¢inde tohumlamada kullaniimasi tekni-
gi gelistirildi. Ancak, bu teknikle saklanan spermanin tiimiinden gene de yararlanila-
miyor, saklanan spermanin délleme giicii 3. giinden itibaren giderek diistiigiinden
tohumlamada kullamlamiyor, atiliyordu. Bu kayip, bulunacak yeni yontem ve tek-
niklerle spermanin ¢ok daha uzun siire saklanmasiyla onlenebilirdi. Boyle bir yon-
temin gelistirilebilmesi igin elde giivenilir verilerde vardi. Spermanin yalmz mikta-
n artinlmakla kalinmamis, spermatozoitleri zararli etkilerden koruyacak yeni su-
landincilar bulunmugtu. Bunun yaninda uygun bir ortamda ve tedrici olarak 1sisi
diigiirilen spermatozoitlerin metabolizma faaliyetlerini en alt diizeye indirmekle,
birkag giin canliliklarim ve dolleme gii¢lerini koruyabildikleri saptanmisti.

Spermatoloji alaninda elde edilen bu ve 6teki kimi veriler ve gelismeler, sper-
manin ¢ok diigiik 1s1da dondurularak samldigindan da uzun siire saklanabilmesi ola-
nagim dogurdu. Tiim bu bilimsel gelismelerin bir sonucu olarak, 6ncedende belirtil-
digi gibi ilk kez 1950 yiinda Emmens ve Blackshaw boga ve ko¢ spermalarimi diigiik
1sida dondurarak uzunca bir siire saklamay1 bagardilar.

Bundan sonra caligmalar daha da hizh bir bigimde siirdiiriilmeye baslandi. Yo-
gun bilimsel ¢aligmalar ve donmus spermayla yapilan alan uygulamalan sonucunda
bu konuda biiyiik ilerleme ve geligmeler kaydedildi. Boga spermasmnin cesitli yon-
temlerle dondurulmas: ve uzun yillar muhafaza edilebilmesi rutin laboratuvar iglem-
leri arasina girdi. Ayrica, donmusg bofa spermasiyla yapilan tohumlamalardan
yeterli d6lverimi alinabilmesi olgusu, bu teknifin yayginlasarak ozellikle hayvanci-
hg1 geligmis iilkelerde sifir sun'i tohumlamasinda tiimiiyle bu yonteme d6niilmesini
saflad1. Son 20 yil icerisinde yeni yeni tekniklerin geligtirilmesi sonucu adeta bir
endiistri kolu haline dfniigen bu uygulama, iilkeler arasinda ticari rekabete bile yol-
acti. '

Bu teknikler icerisinde ikisi uygulamada biiyiik bir kullanma alam buldu. Bun-
lardan birincisi, Fransadaki L'Aigle Sun'i Tohumlama Istasyonunda Cassou tarafin-
dan geligtirilen Paillet (Payet) yontemidir. Digeri ise F. Almanya'da Landshut'taki
Sun'i Tohumlama Laboratuvarinda Simmet tarafindan oulunan Mini-Tiip teknigidir.
Payet yontemi Mini-Tiip'e bakinca giiniimiizde alan uygulamalarinda daha yaygin
olarak kullanilmaktadir. .

Kog¢ spermasinm ilk kez 1950 yilinda dondurulmasindan sonra bu alanda da
yogun ¢aligmalar bagladi. Ko¢ spermasi, boga spermasinin donduruldugu teknikle
donduruluyor, fakat tohumlamada kullamlan donmus ko¢ spermasindan yeterli
diizeyde dolverimi allmnamiyordu. Ko¢ spermasinin dondurulmasi ve dondurulan
spermanin tohumlamada kullamimasi sonucu elde edilen d6lveriminin artinlmas
konulannda bugiine defin cok ¢esitli aragtirmalar yapilmis olmasina karsmn elde
edilen dolverimi yaklasik % 50 diizeyinde kalmigtir. Bu amacla, 1973 de Samouili-
dis'?, cesitli sulandmncilarla sulandirdif1 kog spermasim dondurup cesitli iilkelerde
koyunlan tohumlamis, Macaristan'da % 52.7, Yunanistan'da da % 52.2 oranmnda
ddlverimi elde etmistir. Daha sonralan Fransiz Colas’, yine donmus spermayla to-
humladif1 koyunlardan en ¢ok % 57.5 gebelik orami saptamigtir. Son olarak 1980'-

de Stoyanov'?, aym sekilde tohumladifi koyunlarda % 53.0 délverimi sonucu al-
migtir.
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Spermanm Dondurulmas::

Sperma baghca su yontemlerle dondurulmaktadir:

1. Ampul Yontemi: Kuru buz ve etil alkol kullanarak ampuller i¢inde dondur-
ma,

2. Pellet Yontemi: Kuru buz iizerinde dondurup siv1 azotta saklama,

3. Payet Yontemi: Payetler i¢ginde ve sivi azot buharinda dondurup sivt azot
icinde saklama,

4, Mini-Tiip Yontemi: Mini-Tiipler i¢inde ve siv1 azot buharinda dondurup s
azot i¢inde saklama.

Bugiin Diinya'da en yaygm olarak kullanilan sperma dondurma yéntemi Payet
yontemidir. Bu yontemle spermanin dondurulmasi iglemi baghca su evreler igerir.

1. fik sulanduma evresi: Spermanmn, tohumlama dozu esas alinarak belli bir
oranda sulandincinin gliserol i¢cermeyen boliimii ile sulandinlmasi,

2. 5°C ye sogutma: 1k sulandmlmas: yapilan spermanin 1sismin belli bir siire-
de ve sogutucuda 5°C ye diigiiriilmesi

3. Gliserolizasyon (gliserolleme): 11k sulandinlmas: yapilmis ve 1sis1 5°C ye dii-
sliriilmiis spermaya sulandiricinin, tiim sulandiricida % 7 bulunacak bi¢imde gliserol
tagiyan ikinci boliimiiniin yavas yavas katilmasi.

4. Ekilibrasyon (aligim): Gliserolizasyonu tamamlanmig ve payetlere doldurul-
mus spermanin gliserole aligmasi icin 5°C deki 1k suda yaklagik 2 saat siireyle bek-
letilmesi.

5. Dondurma: Payetler igerisindeki, ekilibrasyonu tamamlanmig spermanm si-
V1 azot buhannda dondurularak sivi azot i¢erisinde saklanmasi.

6. Cozme: Payetler icinde dondurulan spermanmn kullanilacag anda 34°C lik
suda 15 saniyede eritilmesi.

Kog spermasinin 1950'li yillarda ilk kez dondurulmasindan bu yana Diinya'-
nin koyunculugu gelismig kimi iilkelerinde dondurmanin yukanda sayilan evreleriy-
le ilgili olarak cok sayida aragtirma yapilmustir. Bunlar arasinda, cesitli sulandinci-
lar, sulandirma oranlar, gliserol oranlan, ekilibrasyon siireleri, dondurma yontemle-
H ve ¢6zme 1silan denenmis, yapilan bu aragtirmalarin ¢cogunda sadece spermato-
zoit hareketi yani motilite iizerinde durulmug ya da dondurulmug spermayla yapi-
lan tohumlamalardan elde edilen ddlverimi iizerinde ¢ahigilmigtir. Nitekim, yukan-
da da belirtildigi gibi, dondurma islemi sirasinda oldukga yeterli motilite sonuglan
alnmasina kargin, dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalardan diigiik hatta
cogu kez yetersiz sonuclar alnabilmistir. Lalahan'da yaptifimiz bir ¢ahsmada *,
ko¢ spermasim sodyum sitratglikoz-yumurta sansi sulandincisi ile sulandinp pa-
yetler icinde siv1 azot buharinda dondurduk ve siv1 azot iginde sakladik. Donmug
kog spermasinin cegitli 6zelliklerini o arada motilite ve anormal spermatozoit oran-
lanini saptadik. Ayrnca, donmus spermayla servikal yolla tohumladifimiz koyunlar-
daki dblverimini aragtirdik. Motilite ve anormal spermatozoit oranlan bakimindan
olduk¢a iyi sonuclar almis olmamiza kargin, dolverimini hayli diisikk bulduk (%
217.0). Diger bir ¢aliymada ' bu kez degisik sulandincilar ve ekilibrasyon siireleri
kullanarak dondurdugumuz ko¢ spermalarim ayn tohumlama dozlan ve teknikleriy-
le tohumlamada kullandik. Cesitli deneme gruplannda en fazla % 20.0 oranind
dolverimi saptadik. :
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Gerek bizim yaptigumz, gerek oteki aragtirmaciiarca yapilan ¢ahgmalarda
donmug kog¢ spermasinin dondurulmast siirecinde ve dondurulan sperma ile yapilan
tohumlamalardan yeterli diizeyde ddlverimi alinamamasinda ortaya ¢ikan sorunlar,
aragtirieilar: bunun nedenlerini incelemeye itmistir. i

Daha 1968 yilinda Polge adli aragtinc:® , "Kog spermasinin gliserol igeren su-
landincilarla dondurulup coziildiikten sonra genellikle yeterli motilite fakat diisikk
dolverimi elde edildigini, oteki tiirlerde 6rnegin erkek domuzda da ayni sorunun yer
aldigim, dondurulup ¢éziilen spermatozoitlerin yumurtanin zona pellusida’sini dele-
medigini, dolverimi diisiikliifiinin akrozomda olusan membran bozukluklari sonucu
fertilizasyon i¢in gerekli enzimlerin kaybolmasina bagh olarak do6llemenin gergekles-
memesine baglanabilecegini, bunun da seker igeren koruyucu medyumlarla sperma-
nin dondurulmas: ve ekilibrasyonun kisa tutulmasiyla ¢oziilebilecegini sandmi' vur-
gulamustir,

Ne var ki, 6zellikle elektron mikroskobun kullanilmaya baglamasina kadar bu
konu geregi diciide aydinha kavugturulamamigtir. Ancak, bundan sonra dahi, hay-
vancilifn gelismis fakat koyunculugu bulunmayan iilkelerde, koyunlardaki délveri-
mi konusu ve donmug spermayla yapilan tohumlamalardan elde edilen dolveriminin
diisiikliigii iizerinde yapilan aragtirma ¢ahgmalan ¢ok sinirh kalmigtir. Ancak Tiirki-
ye'de durum farkhidir. Ulkemizde son sayimlara gore yaklasik 50 milyon koyun bu-
lunmakta, bunun sadece % 4'i kiiltiir ki ve melezlerinden olugmaktadir. Bilyiik ¢o-
gunlugu yerli irklardan olugsan koyunlanmzin islah edilmesi ve verimlerinin artinl-
mas1 kaginilmaz bir zorunluluktur. Bunun iginde, ¢evirme melezlemesi yoluyla ve
sun'i tohumlamadan yararlanarak eldeki sinirh sayida kogtan azami oGlciide yarar-
lanmak ilkesi onem tagir. Bunun da baghca yolu, kog¢larin spermalarini sulandirarak
va da dondurarak hacimlerini cogaltmak, bu sayede bir ko¢tan fohumlanacak ko-
yun sayisini artirmaktir. Boylece 1slah hedeflerine uygun olarak daha cok sayida ko-
yun tohumlanabilecektir. Bu alanda en gecerli yontem ko¢ spermasinin dondurula-
rak tohumlamada kullaniimasidir. Bunun Tirkiye'de uygulanabilmesi, kog sperma-
sinin dondurulmasinda ve tohumlamada kullamldiktan sonraki d6lveriminde ortaya
¢ikan sorunlarin ¢dziimlenmesine baghdir.

Bu konuyu biz de aragtirmaya cahigtik. Ozellikle bastan, dondurmanm kog¢
spermatozoitlerini ne gekilde etkiledigi konusu iizerinde durduk. Yaptigimiz bir ga-
hgmada®, kog spermasini taze olarak ve dondurulup cozildiikkten sonra elektron
mikroskopta inceledik. Taze spermada, spermatozoitlerde ince yap: diizeyinde her-
hangi bir bozukluk gorilmemesine kargin, dondurulmus orneklerde spermatozoit-
lerin 6zellikle akrozomlannda membran bozuklugu, sisme ve madde kaybiyla karak-
terize defisikliklerin olugtufunu saptadik. Ancak, bu bozukluklarin dondurulmusg
spermadaki spermatozoitlerin tiimiinde gériilmedigini ve hareketlerinde bir diiiikli-
ge neden olacak diizeyde bulunmadifini gordiik. Bunu izleyen bir ¢ahgmada®, bu
kez anilan bozukluklann spermanin dondurulmas igleminin hangi evresinde olustu-
gunu saptamak amaciyla yine sodyum sitrat-glikoz-yumurta sansi sulandiricisi ile
sulandinp siv1 azotta payetler icinde dondurdufumuz spermadan, dondurma isle-
minin her evresinde 6mekler alarak Giemsa ile boyadik ve 15k mikroskop altinda
inceledik. Inceledigimiz preparatlarda akrozom bozukluklan oranlarim1 saptadik.
Sonugta, akrozom bozukluklannda, ézellikle gliserolizasyon evresinden sorra artig
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goniildiigiinii tesbit ettik. Daha sonra cesitli gliserol oranlannin (% 3, % 5, % 7) don-
mug koc spermatozoitlerinin motilitesi ve akrozom bozukluklan iizerindeki etkisini
incelemek amaciyla yaptifimiz bir ¢calismada®, % 5 oraninin anilan dzellikler baki-
mindan daha iyi sonuglar verdifini bulduk. Son olarak ta, gesitli ekilibrasyon siire-
leri ve ¢ozme 1silannin ko¢ spermatozoitlerinin motilitesi ve akrozom morfolojisi
iizerindeki etkilerini aragtirdik . Bu ¢ahgmanm sonucunda da, 2 ve 3 saatlik ekilib-
rasyon siirelerinin anilan ozellikler yoniinden bir farkliifa neden olmadigim, 50°C
de 10 saniyede ve 7 5°C ve 5 saniyede ¢oziilmenin donmug kog¢ spermatozoitlerinin
motilitesi ve akrozom morfolojisi iizerinde olumlu etkileri oldugunu saptadik.

Bu caligmalar ileride de bir plan gergevesinde siirdiiriilecektir. $Simdi bulundu-
gumuz son durumda, yontemde yaptifimiz bir takim degisiklikler sonucu motilite
oranmda bir artma safladifimizda akrozom bozukluklan oranlannin da arttifin,
akrozom bozukluklan oraninda bir diigiiy saglandifinda ise, motilitenin diistiigiinii
gormekteyiz. Simdi, bu sorunun ¢éziimlenmesi i¢in galigmalar yapilmas: gerekmek-
tedir.

Bunun diginda, bu konuda ileride yapilacak galigmalarla ilgili Gneriler sGylece
siralanabilir:

1. En azindan, yapilacak bu spermatolojik ¢alismalardan olumlu sonuglar ah-
nana dek, 6zellikle dondurulmug spermayla koyunlarin tohumlanmasina ve délveri-
mi aragtirmalanna girilmemelidir.

2. Spermatoloji alaninda elde edilecek bilimsel sonuglar olumlu oldugunda,
bu gekilde dondurulacak spermalarla gerek kurumlarda, gerek halk elinde koyunlar
tohumlanmah ve d6lverimi saptanmaya ¢aligiimahidir.

3. Bunlann diginda yapilacak tohumlama ¢ahigmalarinda uygun tohumlama
zamani ve bir dstrusta 2-3 kez tohumlamanin délverimine etkisi konusu incelenme-
lidir.

4. Yapilacak cabsmalarda tohumlanacak koyunlann kizginhfi sinkronize
edilmeli ve d6lverimi ile sinkronizasyon arasindaki iligki mutlaka aragtinlmahdir.
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