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Reprodiiksiyon biyoteknolojisi hayvancilik alaninda ¢ok biiyiik 6neme
sahiptir. Biyoteknoloji basta suni tohumlama olmak iizere bir¢cok alanda
uygulama olanag1 saglamaktadir. En yaygin biyoteknoloji yontemi, degerli
erkek gamet hiicrelerinin dondurulup, sonrasinda suni yolla tohumlama
islemidir. Suni tohumlama ile istenen yonde genetik 1slah saglanabilirken
gereksiz erkek damizlik besleme kiilfetinin 6niine gegilmis olur. Spermanin
dondurulmasi alanindaki 6nemli ilerlemeler gliseroliin kriyoprotektif etkisinin
kesfiyle baslamustir. Kriyoprezervasyon yontemi gelecekte kullanmak
amaciyla, hiicrelerin ve dokularin sifir derecenin altinda dondurularak
biyolojik aktivitelerinin durdurulmasini ifade eder. Bu islemde temel amag,
¢ok diisiik sicakliklarda canli hiicre yada dokunun, en az hasarla ve fonksiyon
kaybiyla uzun siireli  saklanmasidir.  Gliserolin  spermatozoonlari
dondurmanin zararl etkilerine kars1 koruyabildigi tesadiifen kesfedilmesinden
sonra bilimsel ve modern anlamda ilk kez spermatozoon dondurma islemi
1949°da Polge ve arkadaglar1 tarafindan yapilmistir. Spermatozoonun
dondurulmasi isleminde kriyoprotektanlar ile dengelendikten sonra sogutma,
stvi nitrojen iginde depolama ve ¢ozdiirme isleminde kriyoprotektanlarin
uzaklagtirilmast ve en sonunda canliligin devam etmesi saglanmalidir.
Kriyoprezervasyon uygulamasinda kullanilan kimyasallar, dondurma-¢6zme
islemi hiicrenin canliligin1 etkilemektedir. Dondurma islemi sirasinda
kullanilan kriyoprotektanlar hiicreyi dondurma hasarindan korur ve yiiksek
oranda hidrojene baglama o6zelligine sahiptir. Kriyoprotektanlar ortamda
donmamis fraksiyonu arttirarak ve iyon miktarini azaltarak etki ederler.
Dondurma iglemleri sirasindaki dondurma hizi iyi ayarlanmalidir. Yavas
sogutmada fazlaca buz kristali olugsmakta iken hizli sogutmada buz kristalleri
daha kiigiiktiir. Bu derlemede kriyoprezervasyonda kullanilan kriyoprotektan
maddeler, baz1 kriyoprezervasyon teknikleri ile kriyoprezervasyonun
spermatozoon iizerine etkilerinden bahsedilmigtir.
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Reproduction biotechnology is of great importance in the field of animal
husbandry. Biotechnology provides application opportunities in many fields,
especially artificial insemination. The most common biotechnology method is
the freezing of valuable male gamete cells and then artificial insemination.
While genetic breeding can be achieved in the desired direction with artificial
insemination, unnecessary male breeder feeding burden is avoided. Important
advances in the field of sperm freezing began with the discovery of the
cryoprotective effect of glycerol. The cryopreservation method, for future use,
refers to stopping the biological activities of cells and tissues by freezing them
below zero degrees. The main purpose of this process is the long-term storage
of living cells or tissue at very low temperatures with minimal damage and loss
of function. After the accidental discovery that glycerol can protect sperm
against the harmful effects of freezing, the first scientific and modern sense of
sperm freezing was performed in 1949 by Polge et al. After the sperm cell is
stabilized with cryoprotectants in the freezing process, the cryoprotectants
should be removed in the cooling, storage and thawing process in liquid
nitrogen and finally the continuation of vitality should be ensured. The
chemicals used in cryopreservation and the freezing-thawing process affect the
viability of the cell. Cryoprotectants used during the freezing process protect
the cell from freezing damage and have high hydrogen bonding properties.
Cryoprotectants act by increasing the unfrozen fraction and reducing the
amount of ions in the medium. The freezing speed during freezing processes
should be well adjusted. While more ice crystals are formed in slow cooling,
ice crystals are smaller in fast cooling. In this review, cryoprotectant substances
used in cryopreservation, some cryopreservation techniques and the effects of
cryopreservation on spermatozoa are mentioned.

To Cite: Arslanoglu MA, Coskun Cetin N, Yildiz C., 2024. Spermanin iglenmesinde kullanilan kriyoprotektif maddeler ve

kriyoprezervasyon metotlari. Kadirli Uygulamali Bilimler Fakiiltesi Dergisi, 4(2): 505-520.

Giris

Reprodiiksiyon biyoteknolojisi hayvancilik alaninda biiyiikk 6neme sahiptir. Suni

tohumlama, kriyoprezervasyon, in vitro fertilizasyon, gen transferi ve klonlama gibi birgok
alanda biyoteknoloji kullanilmaktadir. Degerli erkek gamet hiicrelerinin dondurulup suni
tohumlamada kullanilmasi olduk¢a yaygin bir islemdir. Bu sayede istenen yonde genetik
ilerleme hizlica saglanabilir, erkek damizlik besleme zorlugunun 6niine ge¢ilmis olur (Ozkoca,
1984; Hafez, 1993; leri ve ark., 2000). Spermanin dondurulmast alanindaki 6nemli ilerlemeler
gliseroliin kriyoprotektif etkisinin kesfiyle baglamistir (Brezina, 2018).

Spermanin dondurulabilirligi ilk defa 1776’da Spallanzani tarafindan c¢alisilmustir.
Spallanzani dondurulmus ¢ozdiriilmiis spermada motilitenin  bir siire korundugunu
gozlemlemistir. Montegazza 1886°da ilk defa insanlarda spermatozoon dondurma fikrini ortaya
atmistir. Kriyohasarin 1940 yilinda gliserol ile korundugu kesfedildikten sonra insan spermasini
kuru buz iizerinde saklama ¢alismalar1 kaydedilmistir. Gliserol ile insan spermatozoonunun
dondurulmasi islemi ilk defa 1949°da Polge ve arkadaslari tarafindan basarilmistir. Bunge ve
Sherman tarafindan 1953 yilinda dondurma-¢ozdiirme sonrast fertilizasyon ve embriyo gelisimi

ilk defa bildirilmistir. 1964 yilinda dondurulmus-¢ozdiiriilmiis insan spermatozoonundan ilk

506



canli yavru dogmustur. 1972°de ilk hiicre dondurma bankasi1 kurulmus, dondurma-¢6zdiirme
sonrasi sperma kullanilarak 1973’te ilk bebek diinyaya gelmistir (Delilbasi, 2008; Walters ve
ark., 2009; Verheyen, 2010; Kadioglu, 2011).

Kriyoprezervasyon; gelecekte kullanilmasi amaciyla, doku veya hiicrelerin sifir
derecenin altinda tiim biyolojik aktivitelerinin durdurulmasi olarak tanimlanabilir. Temel
olarak, en az hasarla ve fonksiyon kaybi olmaksizin hiicrenin uzun siireli saklanmasi
amaglanmaktadir (Bailey ve ark., 2000). Bilimsel ve modern anlamda ilk spermatozoon
dondurma islemi 1949’da Polge ve arkadaslar1 tarafindan basarilmistir (Polge ve ark., 1949).
Spermatozoonun dondurulmasinda kriyoprotektanlar ile dengeleme, sogutma, -196°C’da
depolama ve kriyoprotektanlarin hiicreden uzaklastirilarak ¢odiiriilmesi adimlari izlenmektedir
(Gardner, 2007).

Ozetle kriyoprezervasyonun asamalari;

1. Kriyohasara kars1 kriyoprotektan kullanilmasi

2. Dondurma

3. Saklama

4. Cozdiirme

5. Kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmasi

Kriyoprezervasyon uygulamasinda kullanilan kimyasallar, dondurma-¢6zme iglemi
hiicrenin canliligin1 etkilemektedir (Schroeder ve ark., 1990). Dondurma islemi sirasinda
kullanilan kriyoprotektanlar yiiksek oranda hidrojene baglanma 6zelligine sahiplerdir.
Kriyoprotektanlar ortamdaki donmamis fraksiyonu arttirarak ve iyon miktarin1 azaltarak
koruyuculuk saglamaktadirlar (Palasz ve Mapletopt, 1996). Kriyoprotektanlar hiicre igerisine
girerek (gliserol, DMSO, Propilen gikol vs.) meydana gelecek buz kristalleri olusumunu -
40°C’ye distrtirler. Hiicre disinda etkili kriyoprotektanlar (monosakkaritler, disakkaritler ve
trisakkaritler) zar1 osmotik basing degisimlerine kars1 korurlar (Sanger ve ark., 1992).

Sogutma ve dondurma islemleri sirasinda -5°C ile -15°C’de buz kristalleri olusur. Kiigiik
kristaller, termodinamik olarak sabit degildirler ve buz parcaciklar1 bir araya gelerek buz
kristallerini meydana getirirler. Geriye kalan kisimda kriyoprotektif maddelerin miktarina bagli
olarak donmamis bir fraksiyon kalir. Bu kisimda seker, tuz ve diger kriyoprotektanlarin
yogunlugu artmakta ozmotik basing yiikselmektedir. Bu sayede su hiicre disina dogru ¢ikar ve
ozmotik basing dis ortamla esitlenene kadar devam eder (Whoelders, 1997).

Bu derlemede kriyoprezervasyonda kullanilan kriyoprotektan maddeler, bazi
kriyoprezervasyon teknikleri ile kriyoprezervasyonun spermatozoonlar iizerine etkilerinden

bahsedilmistir.
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Kriyoprotektan Maddeler

Dondurma-¢ozdiirme islemlerinde sicaklik degisimi ile ozmotik basing ve kimyasal
bilesimde olusan degisikliklere karsi kriyoprotektan maddeler sulandiricilara eklenerek
spermatazoonlari soguk sokuna, hiicre i¢i kristal olusumuna, membran destabilizasyonuna karsi
korumaktadir (fleri ve ark., 2000). Kriyoprotektanlar diisiik molekiiler agirhiga sahip
maddelerdir (Polge ve ark., 1949).

Permeable (Hiicre i¢ine Girebilen) Kriyoprotektanlar

DMSO, gliserol, etilen glikol ve propilen glikol gibi permeable 6zellikli kriyoprotektanlar
koruyucu etkilerini donma esnasinda ortamdaki elektrolit yogunlugunu ve ozmotik biiziigmeyi
azaltarak gostermektedirler (Leeuw ve ark., 1993). Hiicre igerisine giren kriyoprotektanlar
membran lipitlerini ve proteinlerini yeniden diizenlerler. Membran akigkanligini arttirarak

diisiik sicaklikta dehidrasyonu uyararak hiicrenin canliliginin korunmasimi saglarlar (Holt,

2000).

DMSO (Dimetilsiilfoksit)
DMSO hem sivi hem de organik sulandiricilarda ¢6ziinme G6zelligine sahiptir.
Kriyoprotektanlarin toksik etkisini azaltmada maruz kalma siiresinin kisaltilmasi veya

nonpermeable kriyoprotektanlarin kullanimi denenebilir (Massip, 2001).

Gliserol

Tire bagh olarak toksik etkisi degismektedir. Gliserol hiicrelerde membran
destabilizasyonu ve ozmotik stres etkisi gostermektedir (Alvarenga ve ark., 2000; Woods ve
ark., 2000).

Etilen Glikol
Etilen glikol kriyoprotektan maddeler i¢inde en az toksik etkiye sahip alkoldiir (Aydiner,
2008; Saylan, 2011). Bircok tiirde iireme hiicrelerinin dondurma—¢6zdiirme islemi sirasinda

olusan zararin etkisi, etilen glikol ve gliserolde benzerdir (Aydiner, 2008).
Propilen Glikol

Toksik  ozellikli  oldugundan kullanimi  smirhidir, yiiksek konsantrasyonlari

onerilmemektedir (Saylan, 2011).
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Amid Tiirevi Kriyoprotektanlar
Bu maddelere &rnek olarak formamid ve dimetilasetamid verilebilir. Aygirlarda
spermanin dondurulmasinda daha yaygin kullanilmaktadirlar. Sulandiriciya %3,5-5 ilavesinin

¢ozdiirme sonrasi spermatolojik kaliteye iyi geldigi kaydedilmistir.

Nonpermeable (Hiicre Icine Gecemeyen) Kriyoprotektanlar

Hiicre i¢ine giremeyen kriyoprotektanlar spermatozoonun plazma membranini
gecemedikleri i¢in hiicre disinda etki gosterirler. Bu maddeler membranlari ozmotik strese karsi
daha esnek hale getirirler. Bu maddeler ¢ozelti gorevi gorerek ortamin donma noktasini
diistirtirler (Amann, 1999). Ayrica dondurma-¢6zdiirme sonrasi lipit peroksidasyonunu azalttigi

saptanmustir (Arav ve ark., 1993; Cabria ve ark., 2001).

Makromolekiiller

Kriyoprezervasyonda yaygin olarak polietilen glikol, ficoll 70, bovine serum albiimin,
dekstran, mannitol, polivinil alkol, antifriz protein, polivilinil providon ve diger polimerler
kullanilmaktadir (Kasai, 1996; Mcgann, 1999; Cabria ve ark., 2001; Saylan 2011).

Sakkaritler

Hiicre ici kristallesmeyi onlemek i¢in hiicrede sivi kaybi olusturarak etki ederler
(Rudolph ve Crowe, 1985; An ve ark., 2000). Dondurma ve ¢ézdiirme sirasinda sekillenen
membran zararina karst membrandaki fosfolipitlerle etkilesime girerek yiizey artist
saglamaktadirlar. Ayrica sakkaritler ¢ozdiirme islemi sirasinda hiicrelerin ozmotik soka
girmesini de 6nlemektedir (Mcgann, 1999). Sperma sulandiricilarina katilan sekerler enerji

verici faydal etkiye de sahiplerdir (Panyaboriban ve ark., 2015).

Yumurta Sarisi ve Siit

Yumurta saris1 fosfolipitleri hiicrenin yiizeyine baglanarak ve adenilat siklazi aktive
ederek koruyucu etki gostermektedir (Holt, 2000). Hayvan tiiriine gore etkili fosfolipit
kaynaklar1 aragtirillmistir (Leeuw ve ark., 1993). Hayvansal kaynakli yumurta saris1 ve siitte
kontaminasyon riski bulunmaktadir. Spermatozoon enerji kaynagi glukoz ya da fruktoz
olusturur. Sulandiricilarda tampon etkili sitrat, tris, fosfat ve sitrik asit gibi maddeler
eklenmektedir. Bakterilere kars1 hayvansal kaynakli olmayan apatojen steril tiriinler veya SPF
(Specific Patogen Free) yumurta sarisinin kullanilmasi ile daha iyi sonuglar alinmaktadir
(Thibier ve Guerine, 2000).
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Diger Kriyoprotektif Ajanlar

Soya fasiilyesi, pentoksifyllline, kafeine, sodyum nitroprusside, platelet aktivasyon
faktorii ve hyaluronik asit gibi maddeler ¢ozdiirme sonrasi spermatozoon canliliginda artis
saglamaktadirlar (Holt, 2000; Oehninger ve ark., 2000; Tsutsui ve ark., 2000). Son yillarda
spermatozoon membraninda transport islevi géren aquaporin adi verilen protein yapili bilesigin
spermatozoon dondurma medyumuna eklenmesi ¢6zdiirme sonrasi canlilikta artig saglamigtir
(Edashige ve ark., 2003).

Kriyoprezervasyon Hasarlari

Dondurma islemi esnasinda hiicre i¢i buz olusumu, dehidratasyon, pH degisiklikleri,
protein denatiirasyonu gibi olaylar yagsanmaktadir. Ani sicaklik azalmasi membran gegirgenligi
ve hiicre iskelet yapisinda degisimler olusturur (Elder ve Dale, 2014). Buz kristalleri, hiicre
membranlarinda biiyilk hasarlara sebep olmaktadir. Sulandiricilara Kriyoprotektif madde
eklenmedigi takdirde pH degisiklikleri ve farkli konsantrasyonlarda tuz etkisi hiicrenin
Olimiine sebep olacaktir. Lipoprotein denatlirasyonu ve buna bagli membran yapisinda
bozulmalar kagiilmazdir. Kriyoprotektan soliisyonu i¢indeki tuz konsantrasyonunun artmast
ile su kaybi, dehidrasyon ve biiziisme yasanir. Hiicredeki bu hasarlarin siddetine bagli olarak
geri donlisiimii olmayan durumlar ortaya ¢ikabilmektedir (Tablo 2).

Kriyoprezervasyon uygulamasinda hiicrenin hizli bir sekilde aniden dondurulmasiyla,
hiicre disina su aktarimi da hizli ve fazla olacagindan hiicre zarinda ozmotik hasar meydana
gelmektedir, ¢ozdlirme islemi yavas yapilirsa bu defa hiicre i¢i buz kristalleri birbirleriyle
birlesip biiyliyebilir ve yine hiicre zarinda hasar meydana gelir. Bu sebeple uygulama sirasinda
yavas dondurma ve hizli ¢ézdiirme énemlidir (Alberts ve ark., 2008).

Dondurma isleminde buz kristallerinden kaynaklanan yapisal hasarlar yaninda oksidatif
stres ile iligkili reaktif oksijen radikallerinden kaynaklanan hasarlar da olduk¢a Onemlidir.
Bununla birlikte dondurma hasar1 membran, organel hasar1t ve DNA biitiinliigiiniin bozulmasi
(DNA Fragmantasyonu) seklinde de karsimiza ¢ikmaktadir (Tablo 1). Dondurma-¢ozdiirme
sonrast %30-50 oraninda hiicre hasar1 gozlenmektedir (Paoli ve ark., 2014). Dondurma
isleminde bakteriyel, viral veya mantar enfeksiyonlari gézlenebilir (De Lamirande ve ark.,
1997). Baz1 arastirmacilar katalaz, askorbik asit, E vitamini ilavesini 6nermektedirler (Askari
ve ark., 1994).
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Tablo 1. Kriyoprezervasyonda gesitli faktorlerin DNA {izerine etkisi.

Fiziksel ya da Kimyasal faktorler
(Fizyolojik araliklar disinda)

DNA iizerine etkisi

Kriyoprotektanlar

Etilen glikol:

Kromatin hasarina neden olur.

Dimetil siilfoksit:

Kromatin hasarina neden olur. DNA metilasyonu, DNA ve kromatinde
yap1 degisikliklerine neden olur. Propilen Glikol:

DNA metilasyonunu arttirir.

Gliserol:

DNA’nin konformasyonunu degistirir, istikrart bozucu bir etkiye
sahiptir, DNA’nin termal stabilitesini baskilar.

Osmotik stres

Kromatin gevsemesine, kromozomal sapmalara, DNA c¢ift zincir
kiriklarima ve sonugta DNA fragmantasyonunda artisa neden olur.
Proteinlerin yanlis katlanmasina neden olur.

Sicakhik Soguk denatiirasyonuna (protein polar olmayan gruplarin su ile, ok
spesifik ve kuvvetli sicakliga bagl etkilesimi) neden olur. Mutasyonlari
indiikler.

Ph Deaminasyon (bir molekiilden bir amin grubunun g¢ikarilmasi),

Depiirinasyon (DNA’daki piirin diikleotidinin fizyolojik sicakliklarda
n-glikozid baginin kirilmasidir)’a neden olur.

Asin yiiksek veya diigilk pH, DNA sarmalini1 dengesizlestirir ve erime
noktasini degistirir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROS)

DNA fragmantasyonu, baz kaybu, tek-iplik kiriklar1 ve ¢ift-iplik kiriklart,
8-hidroksiguanin {iretimi, DNA-protein c¢apraz baglari, DNA
instabilitesine neden olur.

Farkli maturasyon evresindeki spermatozoonlar farkli kriyobiyolojik 6zellikler gosterirler

ve farkli dondurma ¢dzdiirme yontemleri gerekli goriilmektedir. Ornek olarak ejakiilatin

dondurma ve ¢6zdiirme hassasiyeti epididimal spermatozoon ve testikiiler spermatozoonlardan
daha yiiksektir (De Lamirande ve ark., 1997).

Kriyoprezervasyonda Kullamlan Teknikler

Dondurma islemleri sirasindaki uygulanacak dondurma hizi hiicrelerin 6zelligine uygun

olmalidir. Hizli dondurma ve yavas dondurma protokollerinin en 6nemli farki kriyoprotektan

maddelerin konsantrasyonlaridir (Gardner, 2007).

Klasik Yavas Dondurma

Genellikle embriyo ve oosit dondurmada yavas dondurma tercih edilmektedir. Genel

olarak;

1- Kriyoprotektan ilavesi

2- Dondurma alanina hiicrelerin alinmasi

3- Dondurma makinesine nakil

4

Kristalizasyon (seeding) islemi
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5- Yavas olarak sogutma
6- Sivi azot i¢ine alinmasi

7- Cozdirme ve kriyoprotektanin uzaklastirilmasi

Tablo 2. Kriyoprezervasyonda dondurma-¢ézdiirme isleminin etkileri (Yeste, 2016’ya gore olusturulmustur).

Plazma membran iizerine etkisi; Membran destabilizasyonu, sivi durumda jel faza gegis, iyon kanallarinda
fonksiyon kayb1 olusur, segici gegirgenlik kayb1 meydana gelir.

Sperm niikleusu iizerine etkisi; Protamin ve bazi histonlarin gekirdeklerindeki yer dagiliminda degisikliler
meydana gelir. Protamin sistein kopriilerinde hasarlar sekillenir, DNA fragmantasyonu, fertilizasyon ve erken
embriyo gelisiminde rol oynayan dnemli genlerde lezyonlar olusur.

Periniikleer tekaya etkisi; Hiicre iskeleti elemanlarinda hasarlar, sperm ¢ekirdegi dekondensasyonu.
Mitokondriyal fonksiyon ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimine etkisi; ROS seviyesinde artis olurken,
mitokondriyal seviyede diisiis meydanda gelir.

Sperm vakuollerine etkisi; Sperm niikleer vakuolizasyonunda artis meydana gelir.

Sperm proteinlerinin seviyeleri, yerleri, fonksiyonlar1 ve triozin fosforilasyonuna etkisi; Sperma protein
seviyesinde artis ya da azalislar meydana gelir. Yerlesiminde degismeler olusur, iyon kanallart fonksiyonlarina
etkileri, trozin fonksiyonunda degisiklikler sekillenir.

mRNA ve mikroRNA’lar iizerine etkisi; Fertilizasyon ve dogum basarisi ile ilgili mRNA’larda azalma,bazi
mikroRNA seviyelerinde degisim meydana gelir.

Parentaral epigenetik diizenleme iizerine etkisi; Simdiye kadar elde edilen verilere goére sperm
kriyoprezervasyonu gen baskilama agisindan giivenlidir.

Sperm hareketliligi iizerine etkisi; Sperm hareketliliginde azalma meydana gelir.

Buz olusumunu engellemek ve dondurma zararini azaltmak amaciyla hiicreler dehidre
edilmelidir (Shaw ve ark., 2000). Kriyoprotektan sulandiricilara eklendikten sonra belli siire
dengelenmeye birakilirlar ve ekstraseliller ortam hiperozmotik oldugundan hiicre su
kaybetmeye baslar. Hiicre disina su ¢ikisi ve hiicre igine kriyoprotektan girisi dengelendiginde
biiziismesi sona erer (Fahning ve Garcia, 1992).

Dondurma makinesi kullanilarak 0°C’nin altinda kontrollii buz olusumu uyarilmaktadir.
Dondurma iglemi yavas oldugunda suyun hiicre iginde donmasi engellenmektedir. Seeding
isleminde, plazma membranmin koruyucu etkisinden dolay1 hiicre dis1 ortam daha Once
donmaya baslar. Hiicre i¢i su hiicre disina ¢ikarak burada donmaya baslar (Gao ve Critser, 2000;
Shaw ve ark.,, 2000). Donma islemi esnasinda hiicre i¢inde donmadan kalan sivida
konsantrasyon artis1 olmaktadir (Pegg, 2000). Artan elektrolit konsantrasyonu membranda
destabilizasyona neden olur. Fare oositlerinde yapilan ¢alismalarda intraselliiler buz
kristallerinin olusumunun engellenmesinde suyun %90’inin  kaybedilmesi gerektigi

bildirilmistir bu oran embriyo dondurulmasinda %30’dur (Friedler ve ark., 1988).
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Sogutma c¢ok yavas yapildiginda buz kristallerinin olusumuna bagli olarak eriyik
konsantrasyonu artmaktadir (Gao ve Critser, 2000). Membran yapisi, hiicre plazma
membraninin suya ve kriyoprotektana karsi 1siya bagimli gegirgenligi ve yiizey/hacim orani

dondurulma isleminde 6nemli faktorlerdendir (Agca, 2000).

Ultra Hizhh Dondurma

Hizli dondurma, kismen dehidre edilmis hiicrelerin yaklasik 1200-1250°C/dk hizinda
sogutularak dondurulmasini ifade etmektedir (Trounson ve Sjoblom, 1988). Bu teknikte hiicre
zarindan gecebilen ve gegcemeyen kriyoprotektanlar birlikte eklenirler. Hiicreler kisa bir
dengeleme siiresi sonrasi sogutulur ve sivi nitrojen buharinda bekletildikten sonra tanka
alinmaktadir. Bu yontem klasik dondurma ve vitrifikasyona kiyasla daha diisiik canlilik oranina

sahiptir (Trounson, 1990).

Vitrifikasyon

Vitrifikasyon ekonomik ve pratik bir yontemdir. Embriyo dondurma siiresi ve dondurma
esnasinda buz kristali miktarinin az olmasi, yiiksek basart nedeniyle tercih edilmektedir.
Vitrifikasyon, buz kristali olusmaksizin bir sivinin asirt soguma sonucu yogunluk artisina bagl
cam benzeri hal almasidir. Bu islemde yiiksek konsantrasyonlarda kriyoprotektan, yiiksek
sogutma ve 1sitma oranlar1 uygulanarak hiicre i¢i ve disinin es zamanli sogumasi gergeklesir
(Sutton, 1991; Vajta, 2000). Bu teknikte +15 ile —5 °C arasindaki 1silar ¢ok hizli olarak
gecilmektedir (Vajta, 2000).

Vitrifikasyonda ihtiya¢ duyulan katki maddelerinin yiiksek konsantrasyonlar1 potansiyel
sitotoksik etkilidir (Kasai, 1996).

Yukarida sayilan yontemler disinda sivi azotsuz —130°C altinda buzdolaplar1 ve
dondurucularda saklanma yontemi uygulanmakta, hiicre kayiplarinin ¢ok 6nemli olmadigi bazi
memeli hiicre kiiltiirlerinde ve mikrobik siispansiyonlarda kullanilabilmektedir (Ozkavukgu ve

Erdemli, 2002).

Liyofilizasyon

Liyofilizasyon (dondurarak kurutma) yontemi, biyolojik materyalin dondurulup, diisiik
basing altinda buzun sivi hale gegmeden uzaklasmasi ile su miktarinin herhangi bir metabolik
reaksiyonu desteklemeyecek seviyeye kadar azaltilmasi olarak tanimlanmaktadir. Liyofilize
ornekler oda sicakliginda veya +4°C’de daha az maliyetle muhafaza edilmekte ve tasinmasi

miimkiin olmaktadir (Krokida ve ark., 1998; Yoney, 2005). Giiniimiizde bu metot 6zellikle gida
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ve ila¢ endistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Spermatozoon liyofilizasyonunda,
Wakayama ve Yanagimachi (1998) yaptiklar ¢alismada, liyofilize fare spermatozoonlarinin
hareketsiz, 6li olduklarini fakat DNA’larinin bozulmadigini fark etmigler ve intra-sitoplazmik
spermatozoon enjeksiyonu yontemiyle fertilizasyon sonrasinda yavru alinabilecegini
gostermislerdir. Liyofilizasyon sulandiricist olarak, fotal sigir serumu, monosakkarit veya
disakkaritler, L-glutamin, sodyum piirivat, EDTA, esansiyel ve esansiyel olmayan amino asitler
ve antibiyotikler gibi cesitli tampon, besin ve koruyucu madde bilesiklerinin eklendigi ticari
kiiltiir sulandiricilar1 (TCM-199, DMEM, TRIS) kullanilabilir.

Genel olarak bu islemde dondurma, esas kurutma ve son kurutma islem basamaklari

bulunmaktadir. Dondurulmus sperma o6rnekleri -300C - -800C’de liyofilazator igerisine
yerlestirilerek esas kurutma islemine gecilir. Kademeli olarak sicaklik artisi ve basincin
distrilmesi ile spermadaki suyun yaklasitk %90°1 sivi siiblimasyona ugrayarak
uzaklastirilmaktadir.  Liyofilize sperma vakumlu tiiplerde muhafaza edilmektedir, oda

sicakliginda veya +40C’de saklanabilecegi gibi daha uzun siire muhafaza igin -209C’de veya -

800C’de saklanabilir (Kawase ve ark., 2005; Arav ve Saragusty, 2016).

Cozdiirme Sonrasi Spema Kalitesinin Degerlendirilmesi

Spermanin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi sirasinda sicaklik ve osmotik degisimler,
membran hasarlarina sebep olarak viabilite ve fertilizasyon yetenegi azalmaktadir (Correa ve
Zavos, 1995; Coorea ve ark., 1997; Yavaca ve ark., 1999; Zeng ve Terada, 2001). Boga
spermasinin ¢ozdiiriilmesi islemi su banyosu igerisinde 33-35°C de 30-40 saniye siireli
yapilmaktadir (De Jarnette ve ark., 2000; De Jarnette ve Marshall, 2005). 0,25’1ik payette
dondurulan boga spermasmin 37°C de 30 saniyede c¢ozdiriilmesinin uygun oldugu
bildirilmistir (Underwood ve ark., 2010).

Hayvansal tliretimde sperma kalitesinin fertilite ile iligkisi biiyiik 6nem tasimaktadir.
Sperma kalitesinin belirlenmesinde gesitli testler uygulanmaktadir (Clement ve ark., 2001).
Cozdiirme sonrast c¢ekirdek, akrozom, kuyruk, mitokondri ve plazma membrani
degerlendirmeye gerek duyulan en onemli bolgelerdir (Graham ve Moce, 2005). Plazma
membran biitiinliigliniin degerlendirilmesinde olduk¢a ¢esitli laboratuvar prosediirleri
bulunmaktadir. Eozin boyama, hipoozmotik sisme testi (HOST) membran biitiinliigiiniin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilmaktadir (Davies-Morel, 1999). Rutin spermatolojik
testlerin yaninda DNA Kkalitesi, enzimatik aktivite, ozmotik stres ve inkiibasyon testleri,

arttirilmig akrozom reaksiyon orani, mukus veya jel penetrasyon testi, hamster oosit

514



penetrasyon testi ve heterospermik tohumlama testleri de kullanilmaktadir (Foote, 2001).
Fonksiyonel bolgelerin  aktivitelerinin ~ degerlendirilmesinde  floresan boyalar ile
mitokondriyal - akrozomal boyalarin kombinasyonlart tercih edilebilmektedir (Kavak ve ark.,
2003). CASA (computer asisted semen analyzer) sistemi sperma kalitesi yoniinden detayli
bilgi vermektedir (Garner ve ark., 1994). DNA hasarlarinin tespiti ile erken embriyonik
Olimlerin tespit edilmesi kolaylasabilmektedir. Biyokimyasal baz1 belirtegler ile
spermatozoon fonksiyonlarinin ve DNA hasarinin belirlenmesine yonelik c¢alismalar da

yapilmustir (Evenson ve ark., 1995).

Arastirmacilarin Katki Orami1 Beyan Ozeti

Yazarlar makaleye esit oranda katki saglamis olduklarini beyan ederler.

Cikar Catismasi1 Beyam

Makale yazarlar1 herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigini beyan eder.
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