
i 

 

TÜRKİYE CUMHURİYETİ 

 ANKARA ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

 

DONDURULMUŞ BOĞA SPERMASININ SAKLANMASI: 

DEPOLAMADA SIVI NİTROJENE BİR ALTERNATİF OLARAK 

-152ºC ULTRA DONDURUCULARIN KULLANIMININ 

ARAŞTIRILMASI 

 

 

 

Israa Mahmoud ALHAMAD 

 

 

 

DÖLERME VE SUNİ TOHUMLAMA ANABİLİM DALI 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 DANIŞMAN  

Doç. Dr. Mehmet Borga TIRPAN 

 

 

 

 

 

 

ANKARA 

2019 

 



i 

 

TÜRKİYE CUMHURİYETİ 

 ANKARA ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 

 

 

DONDURULMUŞ BOĞA SPERMASININ SAKLANMASI: 

DEPOLAMADA SIVI NİTROJENE BİR ALTERNATİF OLARAK 

-152ºC ULTRA DONDURUCULARIN KULLANIMININ 

ARAŞTIRILMASI 

 

 

 

Israa Mahmoud ALHAMAD 

 

 

 

DÖLERME VE SUNİ TOHUMLAMA ANABİLİM DALI 

YÜKSEK LİSANS TEZİ 

 

 

 

 DANIŞMAN  

Doç. Dr. Mehmet Borga TIRPAN 

 

 

 

 

 

 

ANKARA 

2019 

  



ii 

 

 

ETİK BEYAN 
 
 
 

 

Ankara Üniversitesi 
 

Sağlık Bilimleri Enstitüsü Müdürlüğüne, 
 
 
 

 

Yüksek lisans tezi olarak hazırlayıp sunduğum “Dondurulmuş boğa 

spermasinin saklanmasi: Depolamada sivi nitrojene bir alternatif olarak -

152ºC ultra dondurucularin kullaniminin araştirilmasi” başlıklı tez; bilimsel 

ahlak ve değerlere uygun olarak tarafımdan yazılmıştır. Tezimin 

fikir/hipotezi tümüyle tez danışmanım ve bana aittir. Tezde yer alan 

deneysel çalışma/araştırma tarafımdan yapılmış olup, tüm cümleler, 

yorumlar bana aittir. 

 
 

Yukarıda belirtilen hususların doğruluğunu beyan ederim. 
 

 

Öğrencinin Adı Soyadı: Israa ALHAMAD 
 

Tarih: 29.08.2018 
 

İmza: 

 

  

 



iii 

 

  



iv 

 

 

ÖNSÖZ 
 

 

 

Çağdaş çiftlik hayvanı yetiştiriciliğinde temel amaç birim hayvan başına 

maksimum verim elde etmektir. Bu amaç yüksek verimli hayvanların genotiplerinin 

korunması ve yaygınlaştırılması ile gerçekleştirilebilir. Genetik olarak üstün ırkların 

yaygınlaşmasında spermanın dondurulması ve çözülmesi ile yapılan suni tohumlama 

uygulamasının gerekliliği yadsınamaz bir gerçektir. Günümüzde gelişen teknoloji ile 

birlikte birçok hayvan türünde sperma başarıyla dondurulmakta ve dişilerin 

dondurulmuş spermayla suni tohumlanması ile yavru elde edilebilmektedir. Ancak 

spermatozoa fertilitesini koruyabilmek için dondurma ve saklama sürecinde en iyi 

şartlar sağlanmalıdır. Bu alanda spermanın başarıyla dondurulması ve donan 

spermanın fertilitesini koruyarak saklamada optimum koşulların sağlanması için 

araştırmalar devam etmektedir. Evcil hayvanlarda spermanın dondurulması ve uzun 

süreli saklanmasında günümüzde en iyi bilinen yöntem sıvı azottur. Bu çalışmada, 

boğa spermasının –152ºC derin dondurucuda dondurulup saklanmasının sıvı azot 

buharında dondurma ve sıvı azotta saklanmasına -bazı spermatolojik parametreler 

açısından- bir alternatif olup olamayacağı araştırılmıştır. 

Yüksek lisans tez çalışmam süresince yardım ve desteklerinden dolayı 

danışmanım. Doç. Dr. M. Borga Tırpan’a, Anabilim Dalımız öğretim üyelerine, idari 
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1. GİRİŞ 

 

Suni tohumlamanın tarihçesi birkaç yüzyıl öncesine dayanmaktadır. Suni 

tohumlamanın amacı; genetik açıdan üstün özellikteki dişi ve erkeklerden bulaşıcı 

hastalık riskini ortadan kaldırarak, yavru elde edilmesini sağlamaktır. Aynı zamanda 

suni tohumlama üretici açısından birçok faydaya sahiptir. İşletmelerde uygulanan 

suni tohumlama işlemi sayesinde, boğalara ayrılan barınma, beslenme ve sağlık 

giderleri azalmaktadır. Bunun yanı sıra, boğaların çiftleşme sırasında dişilere zarar 

verme ihtimalini ortadan kaldırmaktadır. Ayrıca dişinin doğum sürecinin kontrol 

edilmesini kolaylaştırmaktadır (Gordon, 2004).  

Leeuwenhoek’in 17. yüzyılda spermayı mikroskop altında keşfetmesi, suni 

tohumlama açısından ilk bilimsel adım olarak görülmektedir (Gordon, 2004). 19. 

yüzyılda ise suni tohumlama birçok ülkede, tavşanlara, köpeklere ve atlara 

uygulanmıştır (Foote, 2002). Suni tohumlamadaki en önemli gelişme, 1912 yılında 

Rus biyolog İvanov’un köpek ve domuzda suni tohumlama geliştirmekle kalmayıp, 

aynı zamanda atlara da bu işlemi uygulayarak normal gebelik oranlarına yakın 

oranları elde etmesi olarak görülmektedir (Gordon, 2004).  

Sonraki yıllarda suni tohumlamanın gelişmesi ve spermanın uzun süreli 

korunması için etkili yollar bulunmaya çalışılmıştır. Örneğin: Taze spermalara 

gliserol eklemek ve bakteriyel hastalıklara karşı koruyarak hastalığın dişiye 

bulaşmasını önlemek için (Phillips,1939) çeşitli uygulamalar ile suni tohumlama  

geliştirilmiştir (Polge ve Rowson, 1952). 

Bugüne kadar yapılan çeşitli araştırmalarda spermanın uzun süreli saklanması 

ve korunması için farklı yöntemler denenmiş ve geliştirilmiştir. Günümüzde 

spermanın depolanması ve uzun süre korumasının en iyi yollarından birisinin sıvı 

nitrojen içinde saklamak olduğu düşünülmektedir (Akhter ve ark., 2010). Suni 
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tohumlama uygulamalarında kullanılmak üzere dondurulmuş sperma ihtiyacının 

artmasından dolayı depolama ve saklama koşullarının pratikleştirilmesine ve 

iyileştirilmesine gerek duyulduğu bilinmektedir. Bunun yanı sıra bazı bölgelerde 

kullanılan sıvı nitrojen, nitrojen tankları ve gerekli teknik desteği sağlamak zor 

olduğu için yüksek maliyetlidir. Bu nedenle, dondurulmuş spermaların korunması 

için sıvı nitrojene ulaşım zorluğunun üstesinden gelinmesi ve geleneksel yönteme en 

yakın sonucu verebilecek yeni alternatif yöntemler geliştirmek için yeni araştırmalar 

yapılması gerekmektedir.  

Yukarıda verilen amaçla yapılan bir araştırmada geleneksel yöntemlerde 

kullanılan sıvı nitrojen -196°C'nin sıcaklığına en yakın olan -152°C'ye ulaşabilen 

dondurucuların kullanılması önerilmiştir (Watson, 2000). Bu dondurucuların daha 

fazla depolamaya olanak sağlayarak, sıvı nitrojen kullanımlarında yaşanan kaza 

riskini azaltacağı ve sıvı nitrojen eklemelerinden kaynaklı maliyeti düşüreceği 

düşünülmektedir. 

 

1.1. Sperma Saklama 

1.1.1. Dondurarak Saklamanın Tarihçesi 

Spallanzani 1776 yılında sıfırın altındaki sıcaklıkların spermanın büyüme ve 

yaşama duyarlılığı üzerindeki etkisi ile ilgili bir çalışma yapmış ve memelilerden 

birinin spermasını bir şişeye koyarak karın içerisine yerleştirmiştir. Daha sonra 

dondurulmuş olan spermaları doğal atmosfer sıcaklığında çözülerek meydana gelen 

hareketliliği gözlemlemiştir. 

1924 yılında ise Krzhyshkovskij ve Pavlov, memeli türlerinden birinin 

spermasını -23°C’de buz ve alkol karışımı içinde saklamış ve daha sonra 
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spermatozoa çözdürüldüğü zaman hücrelerin bir kısmının hareketlerini geri 

kazandığını saptamışlardır. 

20. yüzyılın başlarında, katı veya sıvı gazlar kullanarak 0°C'nin altındaki ısıda 

spermatozoonu dondurmak için daha gelişmiş araçlar bulunmuştur. İlk başlarda 

yapılan denemeler başarısız olsa da, 1907 yılında Ivanov at spermasını -15°C'de 

dondurarak hafif titreşim hareketi gözlemlemiştir. 

1938 yılında bilim adamı Jahnel’in çalışmaları olumlu sonuçlar göstermiştir. 

Jahnel sıvı nitrojen (-196°C) ve kuru buz (-79°C) kullanarak insan spermasını 

dondurmayı başarmış ve donma derecesini -100°C’ye kadar ulaştırarak, 40 gün sonra 

çözülen spermalarda da hareket gözlemleyebilmiştir Şekil (1.1). 

 

 

 

Şekil 1.1. Depoda sıvı nitrojen kullanılması. 

 

1949 yılında gerçekleştirilen başka bir çalışmada 19 koyunun her birine üç ya 

da beş suni tohumlama uygulaması yapılmış, alınan spermalar 15 dakikalığına -78 

derecede dondurulduktan sonra koyunlardan yedi tanesinde gebelikelde edildiği 

bildirilmiştir. 1950 yılında ise Emmens ve Blackshaw 11 ineğe yaptıkları suni 
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tohumlama uygulamasından beş buzağı elde etmiştir. Yapılan bu çalışmalardan sonra 

kriyoprezervasyon tekniği spermanın uzun süreli korunmasında yaygın olarak 

kullanılan bir teknik olarak kabul edilmiştir (Burdy, 2006). 

 

1.1.2. Spermanın Plazma Zarı 

Spermanın plazma zarı kolesterolile çift fosfolipidik tabakası içerir. Aynı 

zamanda proteinler ve kompleks karbonhidratları da içermektedir (Meyers, 2009). 

Karbonhidrat yapıları proteinlere veya spesifik yağlara bağlanır ve plazma zarının dış 

yüzeyinde bulunur (Gadella ve ark., 2001). 

Tüm memeli türlerinde spermanın plazma zarı aşağıdaki temel fosfolipidleri 

içerir: (PE) fosfatidiletanolamin, (PI) fosfatidilinositol, (PS) fosfatidilserin, (PC) 

fosfatidilkolin ve lizofosfatidilkolin ve kardiyolipin. Boğalarda ise (PC/PE) oranı 

diğer hayvanlardan daha yüksektir (Parks  ve Graham, 1992 ; He ve ark., 2001). 

 

1.1.3. Boğa Spermasının Dondurularak Saklanması 

Teknolojide meydana gelen gelişmeler suni tohumlamanın ortaya çıkmasına 

ve spermanın korunma süresinin artmasına olanak tanımıştır. Bu sayede üstün 

genetik özelliklere sahip boğalardan yüksek kazanımlar elde etmek mümkün hale 

gelmiştir.  

Suni tohumlama uygulaması için spermatolojik özellikler oldukça çok 

önemlidir. Sperma kalitesi çeşitli kriterlere göre değişir. Bu kriterlerden en önemlisi 

ise çevredir (Foote, 1978) 

Sperma kalitesi iki seviyede işleyen faktörlerin bir kombinasyonu ile 

belirlenir: 
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• İlk olarak boğa düzeyinde beslenme ve sıcaklık gibi koşulların boğa 

performansı ve sperma kalitesi üzerinde önemli bir etkisi vardır.  

• İkinci olarak, spermatozoon düzeyinde spermanın işlem sırasında maruz 

kaldığı durumlarla ilgilidir. 

Soğutma, dondurma ve çözdürme sırasında, meydana gelen fiziksel ve 

kimyasal işlemler nedeniyle spermanın % 50'sine yakını zarar görür (Watson, 2000). 

 

1.2. Kriyoprezervasyonun Sperma Üzerindeki Etkisi 

Kriyoprezervasyon süreci, yapı, kimyasal bileşim ve sperma fonksiyonu 

açısından bazı zararlı etkilere neden olur.Bu süreçte spermanın hareket kabiliyeti, 

morfolojik özellikleri ve fertilite kapasitesi değişir (Salamon ve Maxwell, 2000). 

Sitoplazma zarı en çok kriyoprezervasyon sürecinden etkilenir (Parks ve 

Graham, 1992).Bu süreçte maruz kaldığı fiziksel ve kimyasal işlemlerden dolay 

spermada yapısal değişiklikler görülür (Medeiros ve ark., 2000). Donma sırasındaki 

soğuk şok ve çözdürme sırasındaki sıcaklık şoku plazma zarının geçirgenlik özelliği 

üzerinde önemli değişikliklere neden olabilir (Ricker ve ark., 2006). Dondurarak 

saklama (Kriyoprezervasyon) sırasında zarda meydana gelen değişimi açıklayan 

birçok varsayım vardır. Bu varsayımlar şunlardır; 

• Yan lipitler zar içerisinde yeniden yapılanabilir ya da birikebilir, böylece 

soğuk şok sırasında zarın geçirgenliği dengesizleşir (Hammerstedt ve ark., 

1990). Lipit (yağlar) bileşenleri soğutma işlemi sırasında yeniden düzenlenir, 

çünkü lipit katmanı farklı yağ bantları halinde birleşmeye başlar ve proteinler 

arasında yeni bir bağlantı oluşturur (Hammerstedt ve ark., 1990). Böylece, 

proteinlerin düzenlenmesinde bir değişiklik olur. Bu da protein kanalları 

yoluyla fonksiyon kaybına ve enzim sızıntılarının ortaya çıkmasına neden 
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olur. Ayrıca kalsiyum kanalları etkilenir ve hücreye kalsiyum iyonlarının 

girmesinin artması sonucunda spermada meydana gelir (sperma nekrozu 

oluşması) (Bailey ve ark., 2000 ve Watson, 2000). 

• Kriyoprezervasyon sırasında sıvı arttıkça plazma zarı sıvısında değişimler 

oluşur ve böylece kristal halden jel hale dönüşür (Buhr, 1994; Drobnis, 

1993). 

• Spermanın plazma zarının yapısını etkileyen üçüncü faktör ise 

kriyoprezervasyon sonucu ortaya çıkan lipid peroksidasyonun zarı olumsuz 

yönde etkileyen reaktif oksijen türleri üretmesidir (Hareketli, düşük 

metabolizma, zar hasarı, enzim sızıntısı ve azalmış kapasitesi). Zardaki 

doymamış yağ asitlerinin yüksek oranı, oksidasyona karşı daha duyarlıdır ve 

bu nedenle oksijen olduğunda daha hassastır (White, 1993). Bunun nedeni 

sperma zarındaki mekanik strese ek olarak donma ve çözdürme sırasında 

ozmotik değişiklik ve sıcaklık değişimleridir (Curry ve Watson,1994; Morri, 

2007). 

Bu nedenlerden dolayı spermaya uygulanan her işlem, oluşturulan koşullar ve 

kullanılan materyaller, spermanın korunma süresini arttırmayı etkileyen faktörlerdir. 

Bu faktörlere dikkat edilmesi durumunda spermanın uzun süre depolanması ve 

spermanın çözüm sonu fertilite kabiliyetinin devam etmesi sağlanır.  

 

1.2.1. Dondurma İşleminin Sperma Üzerindeki Etkisi 

Spermatazoon, fiziksel bir hücre olarak gelişir ve fertilite kabiliyetine sahip 

bir hücre olarak son aşamasına ulaşmak için gelişmeye devam eder. Spermatazoon 

üç ana alana sahiptir. Fonksiyonel DNA'yı içeren kafası, bir destek kuvveti olan ara 

parça ve sonunda da kuyruğu bulunmaktadır. 
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Dondurma işleminde sitoplazma zarı sayesinde spermanın bir kısmı kaybolur 

ve sperma kromatini yeniden şekillenir,spermatozoa bu hasarları onaramaz. Bu 

nedenle ideal koşullar altında bile spermatazoonda donma sürecinde bir miktar hasar 

oluşur (Andrabi, 2007). 

 

1.2.2. Dondurarak Saklamanın Sperma Metabolizması Üzerine Etkisi 

Spermatazoon,fertilizasyon ile elde edilen genetik materyalin çoğaltılması 

için özel olarak tasarlanmış, vücuttaki en küçük hücrelerden biridir. Vücuttaki diğer 

birçok hücre gibi hücresel sistemi korumak, görevlerini sürdürebilmek ve yerine 

getirebilmek için sürekli bir enerji kaynağına ihtiyaç duymaktadır. Bu ihtiyaç aktivite 

ve hareket ile artmaktadır (Ho ve ark., 2002;Varner ve Johnson, 2007). 

Spermalar, üremek için vücuttaki diğer hücreler gibi, şeker, oksidatif 

fosforilasyon ve sitrik asit döngüsü kullanarak aynı metabolik mekanizmaya 

sahiptirler (Dziekońska ve ark., 2009; Januskauskas ve Zillinskas, 2002). 

Kriyoprezervasyon sırasında, plazma zarında yapısal değişiklikler ve yeniden 

düzenlemeler meydana gelir.Çözdürme sonrası spermatozoa hücrelerinin zarında 

meydana gelen yapısal değişiklikler, enerji seviyelerindeki ve oluşum 

merkezlerindeki değişikliklerle bağlantılıdır. Enerji seviyesindeki değişim plazma 

zarının metobolizması üzerinde de değişikliğe neden olmaktadır (Cerolini ve ark., 

2001; Dziekońska ve ark., 2009 ve Gillan ve ark., 2004). 

Düşük sıcaklıklarda depolama sırasında spermanın metabolik aktivitesinde 

kademeli olarak azalma olduğu zaman zararlı yan ürünlerin üretimini sınırlayabilir. 

Ama aynı zamanda metabolik aktiviteyi ve buna bağlı olarak spermanın hareketini de 

etkilemektedir ( Januskauskas ve Zillinskas, 2002; Ruiz-Pesini ve ark., 2001). 
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Spermada oksijen ve metabolizma sağlandığı zaman sperma vücudun dışında 

saklanabilir. Ancak, dondurarak saklama sırasında, hücreler oksidatif strese ek olarak 

fiziksel strese de maruz kalmaktadır (Chatterjee ve ark., 2001 ve Mazur ve ark., 

2000). 

Taze sperma ile, derin dondurucuda saklanan sperma karşılaştırıldığı zaman, 

derin dondurucuda saklanan spermanın, oksijen üretimi ve kalsiyum hidroksit 

konsantrasyonu ve H2O2 üretimindeki farka bağlı olarak daha kısa ömre ve daha 

düşük verimliliğe sahip olduğu görülmektedir (Andrabi, 2007 ve Samper, 2001). 

 

1.2.3. Kriyoprezervasyonun Sperma Yapısına Etkisi 

Sperma depolanması spermada metabolizma oranını azaltır ve böylece donma 

sıcaklıklarında (-196°C sıcaklıkta) uzun süreli koruma sağlar. Dondurulmuş 

spermalarda, düşük sıcaklıktan dolayı plazma zarı zarar görürse bundan kaynaklı 

olarak sparma da zarar görecektir. 

Dondurulan sperma çözündüğü zaman zarın yapısını değiştirir. Çözünme 

gerçekleştiği sırada protein aktivitesinde değişiklikler meydana gelir. Bu nedenle sıvı 

ve çözünen maddelerde geçirgenlikte değişiklik meydana gelir. Bu da canlı 

spermalarda önemli bir kayba neden olmaktadır (Bailey ve ark., 2003). 

Her hayvan türü, kendine özgü bir membran bileşimine sahiptir ve soğuğa 

karşı olan duyarlılıkı türlere göre farklılık göstermektedir (Medeiros ve ark., 2002). 

Membranın etkinliği için iki temel faktör vardır; birisi hücre fonksiyonları için ön 

koşul olan fosfolipid konsantrasyonu ve diğeri ise membranın geçirgenliğidir. 

Membranlar soğuğa maruz kaldığında, lipitler normal sıvıdan kristalimsi sıvıya ve 

daha sonra jele dönüşür ve lipit asetil zincirleri dengesizliğe uğrar (Lynch ve Parks, 

1992; Medeiros ve ark., 2002 ve Watson, 2000). Jel, kalan lipit ve proteinler ile 
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etkileşime girer ve bu etkileşim noktası zayıf ve kırılgan olur. Bu durum iyonların 

zardan kolayca geçmelerini sağlar (Hammerstedt ve ark., 1990). 

 

1.3. Düşük Sıcaklıkta – 152 °C'de Derin Depolama 

Kriyojenik korumalı spermanın üretimi ve depolanması için sıvı azot 

gerekmektedir (England, 1993; Sherman, 1973 ve Watson, 1990). Sıvı azot 

reseptörleri ile depolama işlemi sırasında bu sıvı uçar ve sabit bir sıcaklık sağlamak 

için numunelere sürekli sıvı nitrojen eklemek gerekir. Sıvı nitrojenin sürekli uçması, 

spermayı olumsuz yönde etkiler ve sıcaklığını artırabilir. Buna bağlı olarak spermada 

hasar oluşabilir ve bu hasar, tankıya yeniden sıvı temini sağlansa bile tamir edilemez 

(O'Connor, 2017). Bu nedenle, sıvı nitrojen kullanmadan spermayı depolamak için 

alternatif yollar bulmak gerekmektedir. 

Spermayı düşük sıcaklıklarda saklamak ve başarılı sonuçlara ulaşmak için, 

Norman ve ark., 1958 yılında metabolizmayı inhibe etmek amacıyla pH'ının 

azaltılmasını önermiştir. Shannon ise 1965 yılında yaptığı bir araştırmada spermada 

metabolik aktiviteyi inhibe etmek için azot gazı kullanmıştır. 

 Spermanın donmuş halde etkili bir şekilde depolanması testiste başlayan ve 

epididimis yoluyla ve ejaklasyon sonrası devam eden spermatozoa gelişim sürecinde 

tamamen durması anlamına gelir. Watson 1995 yılında dondurma işlemini, 

spermanın fertilizasyon sağlamak için belirli bir süre boyunca büyümesini ve 

gelişimini askıya alan bir evre olarak tanımlamıştır. Bu nedenle bilimsel olarak, kuru 

buzda -79 oC veya sıvı nitrojende -196 oC depolanan spermaların süresiz olarak 

döllenme yeteneklerini koruduğu bilinmektedir (Watson 1995). 

Önceki çalışmaların bir kısmında sığır spermasının dondurulması ve 

depolanması için kuru buz (-79°C) kullanılmıştır. Nitrojen soğutmalı 
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kriyoprezervasyonun sonuçları ile kıyaslandığı zaman, çözülme sonrası sonuçlar, 

donmuş spermanın hareketinin ve metabolik aktivitesinin, 18 aylık depolamadan 

sonra sıvı nitrojende kuru buzda depolananlardan daha yüksek olduğunu göstermiştir 

(Sullivan ve Mixner, 1963). 

Köpek spermasında yapılan bir çalışmada, derin dondurucunun -152°C'nin 

sıvı nitrojene alternatif olarak etkinliğini göstermiştir, sperma depolanmasında 120 

gün dondurulma süresinden sonra, sperma hareket yüzdeleri, canlılık ve doğal 

morfolojik özellikleri, sıvı azotta saklanan dondurulmuş sperma ile karşılaştırılmıştır 

(Alamo ve ark., 2005).  

Keçilerde ise numuneler ultra dondurucuda iki ay tutulmuş, çözünme sonrası 

yapılan değerlendirmelerde sıvı azot kullanımında elde edilen sonuçlara benzer 

sonuçlara ulaşılmıştır (Medrano ve ark., 2002). 

Diğer taraftan, sıvı nitrojenle dondurulan ve -70°C'de depolanan insan 

spermalarının çözünmesinden sonraki sperma hareketinin, sıvı nitrojen ile 

dondurulan spermalarla kıyaslandığında daha düşük olduğu görülmüştür. Çözünme 

sonrası sperma morfolojisindeki farklılıklara ilişkin bir tespitte bulunulamamıştır 

(Trummer ve ark., 1998). 

Uzun süreli depolamada numunelere uygulanacak herhangi bir yanlış 

işlemden korumak ve sabit bir sıcaklıkta tutmak için -150°C sıcaklıkta dondurucular 

gibi kuru depolama sistemleri geliştirilmiştir. 

Endüstriyel zenginleştirme (doğurganlaşma) alanındaki gelişmeler, ultra 

soğutmalı derin dondurucunun kullanılmaya başlanması ile özellikle boğalarla ilgili 

araştırmalarda önemli sonuçlar vermiştir (Alamo, 2005;Yavaş ve Daşkın, 2012 ve 

Medrano ve ark., 2002). 
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Geleneksel sıvı azot saklama kaplarının aksine, dondurucular birçok avantaja 

sahiptir. Dondurucularda düşük numune kontaminasyon riski ve ani sıvı dökülmesi 

riski yoktur. Bunun yanı sıra işletme maliyetleri düşüktür. Ayrıca, derin 

dondurucular sıvı nitrojene göre daha fazla avantajlara sahiptirler. Bunlar: 

1.  Dondurucu -152°C, yeniden kristalleşme noktasında uzun ömürlü ve 

kolay saklama sağlar. 

2. Kullanılan cihazın boyutu 128 litre'dir ve toplamda 0.5 ml'lik 200.000 

payet kapasitesine sahiptir. Özellikle sperma bankalarının kurulmasında 

bu oran önemlidir (Alamo ve Batista, 2005). 

3. Kontaminasyon riski, sıvı nitrojen seviyesi kontrolü ortadan kalkar. 

4. Cihaz, kabin içi sıcaklık dengesini -152°C'de tutan bir mikro sıcaklık 

kontrol sistemine sahiptir. Makine sıcaklığı -100 ile -152°C arasında 

ayarlanabilir. 

5. Cihaz, elektrik kesintisi sırasında devreye giren sıvı nitrojen güvenlik 

sistemi içermektedir. Elektrik kesintisi durumunda numunelerin sıcaklığı, 

sorun giderilene kadar sıvı nitrojen güvenlik sistemi ile aynı sıcaklıkta 

sabit kalır. 

6. Tüm sıcaklık değişiklikleri sürekli olarak kaydedilir (Anonim, 2009b). 

7. Kabinin sıcaklığı tüm noktalarda aynıdır ve bu durum payetlerin sabit 

sıcaklığını garantiler. 

8. Kullanıcı sağlığı üzerinde boğulma, soğuk yanığı gibi olumsuz etkileri 

yoktur. 

9. Numune eklemek ve çıkarmak için sık sık dondurucu kapağını açmak ısı 

derecesini değiştirmez. 
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Spermayı düşük sıcaklıklarda tutarken göz önünde bulundurulması gereken 

önemli faktörlerden birisi buz kristallerinin hücre duvarlarının içinde ve dışında 

yeniden kristalleşmesini önlemektir. Bu buz kristalleri oldukça küçük çaptadır 

(4.000-7.000 Å). Buz kristalleri amorf olduğunda gliserin ve DMSO gibi 

kryoprotektif ajanlar kullanılarak bu şekilleriyle korunabilir. Saklama süresince buz 

kristali şekillenme hızı sınırlandırılmış olur. Düşük sıcaklık alanında -130°C saf 

suyun yeniden kristalleşme noktasıdır. Bu sıcaklıkta amorf buz kristalleri yeniden 

kristalize olur (Şekil 1.2). Son araştırmalar kryoprotektanlı solüsyonlarda yeniden 

kristalleşmenin -115°C’de şekillendiğini ve boğa spermasının saklanmasında en az -

148°C’lik sıcaklığa ihtiyaç duyulduğunu göstermektedir. Hücre dışı buz kristalleri 

ezilme nedeniyle hücre zarlarına zarar verebilir ve hücre içi buzun varlığı hücreleri 

öldürebilir. Bu nedenle laboratuvarların, numuneleri yeniden kristalleşme noktasının 

altında, yaklaşık -150 ° C'lik derin dondurucuda tutmaları gerektiği belirtilmiştir (-

130 ° C saf su içinde). Düşük sıcaklıklara ulaşılması, numunelerde onarılamayan 

hasarlar oluşmaksızın depolanmasını sağlar (Anonim, 2009a ve Mortimer, 2004) 

Şekil (1.2). 

Dondurucu bölmesinin içinde bir sıcaklık kontrol sistemi ile donatılmış, 

sıcaklığı kontrol eden ve -152 derecede stabilitesini sağlayan bir sıcaklık 

termometresi bulunmaktadır. 

Dondurucuya dahil edilen teknolojiler, hassas ve yüksek sıcaklık ortamı 

sağlayarak numunelerin uzun süreli depolanmasına uygun bir ortam sağlar. Herhangi 

bir numunenin girmesi veya çıkması esnasında dondurucunun sıklıkla veya uzun süre 

açılması, buzdolabı bölmesi içinde veya çubuk taşıyıcısında herhangi bir ısı 

değişikliğine neden olmaz (Alamo ve Batista, 2006). 
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Şekil 1.2. Rekristalizasyon mekanizması (Anonim, 2009a). 

 

Geleneksel laboratuvar dondurucuları ile kıyaslandığı zaman, onların uzun 

vadede spermatozoayı depolayacak kadar düşük sıcaklıklara ulaşamadığı 

görülmektedir. 

1980'lerin başında mühendisler, sıvı azot dondurma sistemlerinin yerine 

geçebilecek bir teknoloji geliştirmişlerdir. Bu teknoloji kendiliğinden dizilen bir 

dondurucu olarak tanımlanmış ve spermatozoanın uzun süreli -130°C'nin altındaki 

sıcaklıklarda depolamak, korumak ve ısıdaki sürekliliği sağlamak için kullanılmıştır. 

Dondurulan hücrelerin -130°C'den yüksek sıcaklıklara maruz kalması, hücrenin 

yaşamasına (veya canlı kalmasına) zarar verebilir. Yüksek sıcaklığa bağlı olarak 

hücre bozulması, kalıcı enzim aktivitesi ve hücresel kuruluğu meydana 

getirebilmektedir (Burden, 1999). 
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-152°C’lik derin dondurucunun avantajlarından biri, zararlı kloroflorokarbon 

bileşenlerini ve sıvı nitrojen kullanımını engellemesidir. Böylece kontaminasyon ve 

çözülme sırasında sızıntı riski önlenerek, tehlikeli olan sıvı nitrojen ile temasın 

azalmasından dolayı araştırmacının güvenliğini artar. 

Derin dondurucu ile dondurulma geleneksel yöntemlerden daha düşük 

maliyetlidir. Dondurucu içindeki depolama kapasitesinin geleneksel yöntemlerde 

kullanılanlardan daha fazla olduğu görülmüştür (0.5 ml'lik 100.000 payete 

ulaşmaktadır). Ayrıca, numunelerin saklama alanlarına taşınması için harcanan süre 

geleneksel taşımayla kıyaslandığı zaman daha azdır. Dondurulmuş payetlerin 

depolanması için dondurucuya aktarılmasında geçen süre 10 dakika olarak 

hesaplanırken; bu, geleneksel yöntemlerle (sıvı nitrojen ile) gerçekleştirildiğinde 

hesaplanan sürenin daha altındadır. 

 

1.4. Laboratuvarda Spermaların Değerlendirilmesi ve İncelenmesi 

Bilgisayar ve dijital teknoloji alanındaki gelişmeler sayesinde CASA adında, 

daha doğru ve etkili bir sperma değerlendirme sistemi kullanılmaya, başlanmış ve bu 

sayede birçok dezavantajın ortadan kalkması sağlanmıştır (Davis ve Siemers, 1995 

ve Kumar ve ark., 2010). CASA, sistemin kullanışlılığını, analiz hızını ve sperma 

kalitesini tespit eden etkili bir araçtır. Bu araç sayesinde daha fazla sayıda spermanın 

analiz edilmesi ve hareket rotası oluşturulması sağlanmıştır. Bu teknik aynı zamanda 

taze ve dondurulmuş spermaların fonksiyonel etkinliği hakkında doğru bilgiler 

sağlamasının yanı sıra üremede verimli erkeklerin kullanılmasını da sağlamaktadır 

(Kubovičová ve ark., 2011). Spermanın kalite kontrolü, üreticiler, yetiştiriciler ve 

sığır sperması sağlayan sperma üretim merkezleri için önemlidir. Bu merkezler için 

spermayı analiz ederek en yüksek kalitede olanın belirlenmesinde CASA sistemi çok 

önemli bir yere sahip olmuştur. Mitokondri aktivitesini ve büyüme potansiyelini ve 

binlerce hücrenin akrozomunun ve DNA'sının güvenliğini saniyeler içinde inceler. 
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Suni tohumlamadan sonra kabul edilebilir döl verimi sağlanması için, 

dondurulmuş ve çözülmüş spermadan her bir payette (konsantrasyonda) yeterli 

miktarda bulunmalı ve birçok önemli doğurganlık özelliğine sahip olmalıdır. Son 

olarak sperma, doğal morfolojisini, DNA güvenliğini ve aktif mitokondriyi 

korumalıdır. Aynı zamanda dişi üreme sistemini oosite penetrasyonuna yardımcı 

olan ilerici hareketi sürdürmelidir. Sperma analizi kolay gibi görünse de sonrasında 

kapsamlı bir analiz ve onaylanabilir sonuçlar elde etmek için detaylara dikkat etmek 

önemlidir (Budworth ve ark., 1998 ). 

Suni tohumlamada döllenme sonrası sparmanın kullanıma uyguluğu analiz 

edilir. Bu değerlendirme için sperma hareket indeksi ve hareketin özellikleri önemli 

göstergelerdendir. Bunlar sperma kalitesinin belirlenmesinde kullanılacak önemli 

kriterlerdir (Kubovičová ve ark., 2011). Optik mikroskop öncelikle canlı ve ölü 

spermanın yüzdesini, spermanın hareketlilik ve ilerleyici hareket oranını belirlemek 

için kullanılmıştır (Correa ve ark., 1997; Rodriguez-Martinez, 2003 ve Yamashiro ve 

ark., 2011). Bu geleneksel testler sırasında işlem görmüş numunede değerlendirilen 

spermaların sayısında azalma saptanmıştır. Bu azalmaların sebeplerinden birisi de 

iyatrojenik hatalardır (Graham, 2008). 

CASA sistemi tarafından hesaplanan hız göstergeleri bölümü (David ve ark., 

1981), test edilen spermanın hareket rotasını oluşturduktan sonra CASA sisteminin 

hesapladığı mesafe yörüngelerine göre üç türe ayrılır  (Şekil 1.3). 

• VSL (µm/s) Doğrusal hız: Ölçülen bir spermatozoonun ortalama baş hızı, 

rotanın başlangıcına kadar olan düz bir çizgidedir. 

• VAP (µm/s) Ortalama yol hızı: Spermatozoonun ortalama baş hızı, 

ortalama rota çizgisi boyunca noktadan noktayadır. 
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• VCL (µm/s) Eğrisel hız Bükülme hızı, spermatozoonun asıl yolu 

boyunca noktadan noktaya ortalama baş hızını temsil eder (Davis ve 

Siemers, 1995 ve Verstegen ve ark., 2002). 

Yukarıdaki belirtilen hızları değerlendirmek için yapılan bir dizi test, sperma 

fonksiyon bozukluğunu belirlemeye yardımcı olur, böylece spermanın öngörü 

değerini artar ve laboratuvar sonuçları oransal olarak daha doğru bir seviyeye çıkar. 

Bu çalışmada dondurulmuş spermaların saklanmasında, -152°C derin 

dondurucuların, azot tanklarında depolamaya bir alternatif olup olamayacağı 

araştırılmıştır. Farklı depolama koşullarında saklanan spermaların çözüm sonu 

laboratuvar analizleri yapılarak, dondurulmuş spermanın kalitesinin saklama 

koşullarına göre ne derece etkilendiğinin ortaya konulması amaçlanmıştır. 

 

 

Şekil 1.3. Sperma hızı değerlendirme (David ve ark., 1981). 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

Çalışmada 40 adet holstein ve 40 adet simental ırkına ait ithal spermalar 

kullanıldı. Dondurulmuş spermaların saklama koşullarını karşılaştırmak için her ırka 

ait aynı üretim tarihli spermalar ikiye bölündü ve toplam 40 adet sperma -152°C 

derecede bir hafta bekletildi. Aynı üretim tarihli diğer spermalar ise sıvı nitrojen 

tankında depolandı. Daha sonra 4 gruba ait tüm spermalar 37°C su banyosunda 30 

saniye bekletilerek çözdürüldü ve CASA sisteminde çözüm sonu motilite, spermanın 

kinetic parametreleri ve anormal spermatozoon değerleri açısından incelemeye 

alındı. Her gruba ait spermaların motilite ve kinetik parametrelerinin 

değerlendirilmesi için bu gruplara ait çözdürülen spermalardan 0.5 mikrolitre lam 

üzerine damlatıldıktan sonra lamel kapatılarak ısıtmalı tabla entegreli CASA 

sisteminde analizleri yapıldı. Her bir gruba ait spermaların anormal spermatozoa 

oranının değerlendirmesi için sperma morfoloji kit’i (Sperm Blue®, Microptics®, 

Spain) kullanıldı. İnceleme Bilgisayarlı Sperma Analiz Cihazı (CASA), Sperm Class 

Analyzer (SCA® v.4.2)’da ışık mikroskobunda x 600’lük büyütmede yapıldı. Her 

gruba ait çözdürülen payetlerden anormal spermatozoa incelemesi için 10 μl sperma 

bir lamın üzerine damlatılıp froti çekilerek kurutulmaya bırakıldı. Kurutulan preparat 

yatay olarak boyama tepsisine yerleştirilerek üzerine fiksasyon solüsyonu damlatıldı. 

Preperat 10 dakika fiskse olması için bekletildi. Daha sonra preparatın üzerinden 

fiksasyon sıvısı dikkatlice uzaklaştırılarak sperm blue ile 15 dakika boyamaya tabi 

tutuldu. Süre sonunda sperm blue boyası uzaklaştırılarak lamel kapatıldı. Hazırlanan 

preparat CASA sisteminde en az 200 spermatozoa incelenecek şekilde 

değerlendirildi.  
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2.1. İstatistiksel Analiz 

Verilere ilişkin tanımlayıcı istatistikler hesaplanmıştır. Ölçümler yönünden 

sıcaklıklar arası farklılıkların incelenmesinde paired sample t test kullanılmıştır. 

Verilerin değerlendirilmesinde p<0.05 kriterinden yararlanılmıştır. İstatistik analizler 

için SPSS 14.01 paket programından yararlanılmıştır. 

 

  

Şekil 2.1. Ultra-derin dondurucu (SANYO). 
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Şekil 2.2. Sperma motilite değerlendirmesi. 
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3. BULGULAR  

 

3.1.Sperma Motilitesi 

-196°C'de dondurulmuş ve saklanmış spermanın hareketi ve ilerleme hareketi 

değerleri (%69.66, %37.61) -152°C'de depolanan değerlerden (% 54.54,% 28.72) 

daha yüksek bulundu (P <0.001). 

Ayrıca -196°C'de dondurulmuş ve saklanmış spermanın için VSL, VCL ve 

VAP hızlarının değerlerinin birbirine yakın olduğu gözlendi (55.94 ±1.72,96.30 

±1.43,71.08 ±1.58), -152°C'de depolanan sperma için ise hızların değerleri (53.76 

±1.70, 93.33 ± 1.54, 67.44 ±1.58) olarak tespit edildi. Hızların sayısal değerleri 

ALH, BCF ve WOB’de ise her iki depolama sıcaklığı için de aynı olduğu belirlendi 

(3.39 ± 0.076, 8.60 ± 0.14, 73.68 ± 0.978) (Çizelge 3.2). 

Bunun yanı sıra hiperaktif spermaların yüzdesi sırasıyla % 30.79 ve% 25.61 

olarak saptandı (P <0.05) (Çizelge 3.1). 

Kinetik (hareket) değerler arasında istatistiksel bir fark olmadığı ve sayısal 

değerlerin yakın olduğu gözlendi (P> 0.05).  

 

3.2. Anormal Sperma 

Anormal spermatozoa oranı göz önüne alındığında, sıvı nitrojende depolanan 

sperma için % 32 ve -152°C'de derin dondurucuda saklanan sperma için %45± 

olarak saptandı (Şekil 3.1). 
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Çizelge 3.1. -196°C'de dondurulmuş ve saklanmış spermanın hareketi ve ilerleme 

hareketi değerleri ve -152°C'de depolanan değerler. 
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Şekil 3.1. Spermadaki morfolojik anormal değeri. 

 

Deneyin sonuçlarına bakıldığında derin dondurucuda depolandıktan sonra 

spermanın biçimsel niteliklerinden baş, orta kısım ve kuyruk anormallik değerleri 

sırayla (10.77 ± 0.57,11.38 ± 0.65,8.66 ± 0.56) olarak kaydedilirken, spermatozoa 

sıvı nitrojende depoladıktan sonra değerler (8.61 ± 0.56, 6.21 ± 0.52,5.93 ± 0.48) 

olarak kaydedildi. 

Spermatozoonlarda gözlemlenen, akrozoma ait anomaliler arasında saklama 

sıcaklıkları arasında istatistiksel bir fark bulunmazken (p>0.05); sitoplazmik damlacık, 

baş, orta kısım ve kuyruğa bağlı anomaliler -196ºC’de saklanan spermalarda daha 

düşük ve istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0.001) (Çizelge 3.2). 
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Çizelge 3.2. Dondurma işleminden bir hafta sonra boğa için elde edilen çözüm sonu 

spermatolojik parametreler. 

 

 

 

  



 

24 

 

 

4. TARTIŞMA 

Memelilerdeki spermayı çok düşük sıcaklıklarda korumaya yönelik deneyler, 

son yıllarda çiftlik hayvanlarında suni tohumlamanın pratik uygulaması nedeniyle 

büyük dikkat çekmiştir. Ayrıca laboratuvarda yapılan spermalar ile ilgili 

çalışmaların, diğer memeli hücreleri tarafından sağlanamayan birçok avantajı vardır. 

Örneğin, birçok farklı türdeki hayvandan sperma toplamak ve sperma hareketini 

gözlemlemek nispeten kolaydır. Farklı koşullar altında donma, erime ve 

depolamanın neden olduğu hasar derecesini değerlendirmek için sperma 

hareketliliğinin gözlemlenmesi işleminden elde edilen veriler bize sperma hakkında 

gerekli olan bilgiyi sağlamasından dolayı önemlidir. 

Suni tohumlama biyoteknolojisinde boğa spermasının düşük sıcaklıklarda 

dondurulması ve saklanması spermanın potansiyel fertilitesini olumsuz yönde 

etkileyen önemli faktörlerdendir (Uzey ve ark., 2000). Hayvan hücre ve dokularının 

kryoprezervasyonu sıvı azota dayanıklı tank ve dondurma makinelerinde 

yapılmaktadır. Yaşam bilimlerindeki teknolojilerin değişimi ile birlikte iki büyük 

problem ortaya çıkmaktadır. Bunlardan ilki kontaminasyon riski ikincisi ise sıvı azot 

buharı bazlı sistemlerdeki 90°C’ye varan ısı düşüş ve artışlarıdır (Burden, 1999). Bu 

nedenle, yapılacak yeni araştırmalarda dondurma ve saklamada geleneksel 

yöntemlere alternatif olabilecek, onların komplikasyonlarını önleyebilecek yeni 

yöntemlerin araştırılması ve geleneksel yöntemin yerine kabul edilebilir yeni 

tekniklerin sunulması gereklidir (Alamo ve ark., 2005). 

Son yıllarda üzerinde çalışılan ve spermaya uygulanan kuru dondurma 

(desikasyon ve freeze-drying) gibi tekniklerin geleneksel yönteme olası bir alternatif 

olabileceği düşünülmektedir (Holt, 1997; Ward ve ark., 2003). Ancak, bir başka 

seçenek, -152°C gibi düşük sıcaklıklara kadar inebilen ve bu şekilde sıvı azotun -
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196°C’lik sıcaklığından çok da uzak olmayan derin dondurucuların kullanımı olarak 

bildirilmektedir (Medrano ve ark., 2002). 

Son zamanlarda yapılan bir çalışmada ise -80°C'de bir ay boyunca saklanan 

spermanın sıvı azotta depolananlar ile benzer sonuçlar verdiği gözlemlenmiştir 

(Buranaamnuay ve ark., 2016). Bahsedilen çalışmanın sonuçları bu çalışmada elde 

edilen sonuçlardan farklılık göstermektedir. Ultra dondurucuda -152 derecede 

depolama sonuçları ile sıvı azotta depolama sonuçlarının farklı çıkmasının sebebinin 

depolama süresinin değişmesi olduğu bulunmuştur. Canlı vücut doğurganlık testine 

göre, dişilerde tohumlama sonrası gebelik oranları, -196 santigrat ve kuru buzda -79 

santigrat sıvı azotla depolanmış spermalar kullanıldığındaki oranlar ile benzer 

bulunmuştur (Larson ve Graham, 1958; Macpherson, 1960). Bu çalışmada kullanılan 

-152 santigratta ise -196 santigratta elde edilen oranlardan farklı oranlar 

gözlemlenmiştir. Derin dondurucuda depolanan sperma oranının parametrelerinde 

(Hareketlilik ve morfolojik özellikler)  sıvı azota göre azalmalar görüldü, bu 

azalmaya neden olan etmenlerin, her iki çalışmada kullanılan hayvan türünün ve 

depolama süresinin farklılığından kaynaklandığı düşünülmektedir. 

Bu amaçla, geleneksel dondurma ve depolama yöntemlerine alternatif 

kullanılabilecek yeni yöntemler aramak ve geleneksel yöntemlerin yerine yeni 

teknolojileri geliştirmek istenmektadir (Alamo, 2005). Son yıllarda spermalara 

uygulanan kuru dondurma (kurutma ve dondurarak kurutma) gibi tekniklerin 

geleneksel yönteme alternatif olabileceği düşünülmektedir (Holt, 1997 ve Ward, 

2003). -152oC gibi düşük sıcaklıklara kadar inebilen derin dondurucular geleneksel 

yönteme alternatif bir seçenek olarak sunulmuştur (Medrano ve ark., 2002). Bu 

dondurucular sıvı azotun -196oC’lik sıcaklığına çokta uzak olmayan donduruculardır. 

Bu tip dondurmanın uzun vadeli bir sperma bankası olarak veya kısa süreli bir depo 

olarak kullanılıp kullanılamayacağını görmek için uzun süreli kriyokonservasyonu 

incelemek gerekmektedir.  
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Iki farklı boğadan farklı tarihlerde toplanıp 2012 ile 2014 yılları arasında sıvı 

azotta dondurulmuş sonra ultra dondurucu buzdolabında saklanan sperma 

numuneleri üzerinde yapılan bu çalışmada -152oC’de depolanan spermanın 

hareketliliği, biçimsel nitelikleri ve içindeki normal ve anormal sperma oranları 

araştırılıp değerlendirilmiştir. Çalışmada -152oC’de depolanan spermanın hareketlilik 

oranı %54.54 ± 2.24 olarak bulunmuştur. Bu oran Yavaş ile Daşkın (2012)’ın yaptığı 

araştırmada dört protokolde elde edilen hareketlilik oranına (%55) ve Batista ve ark., 

(2006)’nın -152oC’de üç farklı süre (60 gün,120 gün, 365 gün) içinde depoladıktan 

sonra bulduğu orana da yakındır (%57-75). Ancak bu çalışmada bulunan oran 

Medrano ve ark., (2002)’nun -150oC’de yaptığı iki günlük ve iki aylık depolama 

sonrası elde ettiği oranlardan (sırasıyla %33, %44.8) farklıdır. Bu deneydeki 

değerlerde gözlenen düşüşün sebebi, depolama süresinin ve kabul edilen sıcaklığın (-

150°C'deki Madirano çalışmasında kabul edilen depolama derecesine yakın olmasına 

rağmen) farklı olmasından kaynaklanmaktadır. 

-196°C'de dondurulmuş ve saklanmış sperma için VSL, VCL ve VAP 

hızlarının değerleri sırayla (55.94 ± 1.72, 96.30 ±1.43, 71.08 ±1.58) olarak 

bulunmuştur. -152°C'de depolandığında hızların değerlerinin azaldığı (53.76 ±1.70, 

93.33 ± 1.54, 67.44 ±1.58) ve azalma sebebinin de depolama sıcaklığının 

artmasından kaynaklandığı düşünülmektedir.  

Hızların sayısal değerleri ALH, PCV ve WOP’de ise her iki depolama 

sıcaklığı için de benzer bulundu (3.39 ± - 8.60 ± – 73.68±). 

İki farklı ısıda (ultra dondurucu -152oC, sıvı azot -196oC) depolanan sperma 

üzerinde yapılan bu çalışmada anormal spermaların oranının ultra dondurucuda (-

152oC) depolandıktan sonra %13 artış olduğunu göstermiştir (sıvı nitrojende oranı 

%32 ± 0.02, ultra dondurucuda oranı %45 ± 0.02). Bu artışın sebebi de depolama 

esnasında alınan numunelerin sıcaklığının artmasından kaynaklanmaktadır. 
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Sperma anormalliği açısından karşılaştırıldığı zaman bu araştırmada elde 

edilen sonuçlar Medrano ve ark., (2002)’nun keçi sperması üzerinde yaptığı çalışma 

sonuçlarına yakın bulunmuştur. Medrano ve ark., (2002)’nun keçi üzerinde yaptığı 

çalışmasında sperma -152oC’de iki gün depoladığında spermanın anormallik oranı 

%46 ve aynı sıcaklıkta iki ay (60 gün) depoladığında ise %45’e ulaştığı 

gözlemlenmiştir (Medrano ve ark., 2002). Bu çalışmanın sonuçları daha önce 

bahsedilen dört farklı protokolde araştırma yapan Yavaş ıle Daşkın (2012)’ın elde 

ettiği sonuçlardan farklıdır. Yavaş ıle Daşkın çalışmalarında spermayı 3 süre (1 hafta 

– 2 ay – 6 ay) içinde depoladıktan sonra anormalliğin oranı %19 ile %22 arasında yer 

almıştır. Bu farklılığın sebebi ise iki çalışma arasındaki uygulanan depolama süresi 

farklıklığından kaynaklanmaktadır.  

Çalışmada ortaya çıkan anormallik, 5 köpek üzerinde 3 farklı süre içinde (2 

ay-4 ay-1 yıl) aynı depolama sıcaklığında (-152ºC) Batista tarafından yapılan çalışma 

(anormallik %9.7 ile %10 arasında yer aldı) sonuçlarına göre çok daha yüksektir. Bu 

farklılığın sebebi de çalışmanın uygulandığı hayvanın farklı olması ya da depolama 

süresinin uzun olması olarak açıklanabilir. 

Yapılan deneyin sonuçlarına bakılırsa ultra dondurucuda depolandıktan sonra 

spermanın biçimsel niteliklerinden başın uzunluğu, orta parça ve kuyruk değerleri 

sırayla (10.77-11.38-8.66) olarak kaydedilirken sperma sıvı nitrojende depoladıktan 

sonra değerler (8.61-6.21-5.93) olarak kaydedildi. 

 

Akrozoma ait bozukluk oranlarının ise her iki depolama metodunda birbirine 

yakın olduğu (Çizelge 3.2) saptanmıştır. Sperma organellerindeki anormalliğin artış 

sebebi sıcaklık derecesindeki 44 derecelik fark ile açıklanabilir. 

Bugüne kadar spermanın sıvı azot içinde donmuş ve -152oC ’de 

depolanmasını araştıran herhangi bir bilimsel bir çalışmaya rastlanmamıştır. Bu 
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açıdan bu konu ile ilgili yapılan tek araştırmanın bu olduğu söylenebilir. Ancak -

152oC’de soğutma, donma ve saklamaya sahip bir buzdolabının kullanıldığı, boğalar 

üzerinde benzer bir araştırma yapılmıştır (Yavaş ve Daşkın, 2012). İstatistiksel 

analize göre boğalarda, dört grup arasında sperma parametreleri açısından büyük fark 

yoktur. Ayrıca, donma dönemleri arasında gruplar arasında anlamlı bir farkın 

olmadığı ve sperma hareketlerinde azalma, ölü ve anormal spermalarda artış 

olmadığı görülmüştür. Çalışmada 6 ay boyunca spermayı dondurmak ve saklamak 

için -152ºC'lik bir dondurucu kullanmanın sıvı nitrojen için uygun bir alternatif 

olduğu ve boğaların spermalarının derin dondurucuda dondurulması ve depolanması 

için ideal bir ortam sağladığı tespit eedilmiştir (Yavaş ve Daşkın, 2012). 
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5. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu çalışma, donmuş spermanın -196°C'de saklanmasına bir alternatif olarak -

152°C’deki dondurucuların kullanımını değerlendirmek için yapılmıştır. 

Dondurulmuş boğa spermaları genellikle -196°C'de sıvı azotta 

depolanmaktadır. Sperma depolanmasında sıvı azot kullanımı basitliği ve mekanik 

güvenilirliğine rağmen, sıvı azot bazlı sistemler, sıcaklık değişimleri, düzenli azot 

desteğine ihtiyaç duyulması, numunelerin yüksek maliyeti olması ve kontaminasyon 

gibi problemlere sahiptir. Böylece, geleneksel teknik komplikasyonlardan kaçınmak 

için alternatifler bulmaya ihtiyaç vardır. 

Bu araştırma kapsamında farklı günlerde iki boğadan toplam 80 payet 

toplanmış ve aynı günde toplanan spermalar iki farklı gruba ayrılmıştır.  

Çalışmanın deney grubunun spermaları bir hafta boyunca -152°C'de ve 

kontrol grubunun spermaları ise geleneksel şekilde -196°C'de saklanmıştır. Deney 

süresinin sonunda donmuş sperma, 30 saniye boyunca 37°C buhar banyosunda -

196°C ve -152°C derecede çözdürülmüştür. Sonrasında CASA sistemi kullanılarak 

sperma parametreleri incelenmiştir. 

Daha sonra her iki ısı derecesindeki depolama sonuçlarına göre spermatozoa 

şekil, hareket, ilerici hareket, aşamalı ve hareket parametrelerine göre 

karşılaştırılmıştır. 

Derin dondurucuda -152°C'de depolanan sperma değerlerinin -196'da sıvı 

nitrojende depolanmış sperma değerleriyle farklılık gösterdikleri görülmüştür. 

Donmuş boğa spermalarının derin dondurucularda depolanması ve çözdürülmesi 

sonrası kullanılabilir limitlerde olduğu belirlenmiştir. 
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ÖZET 

Dondurulmuş Boğa Spermasının Saklanması: Depolamada Sıvı Nitrojene Bir 

Alternatif Olarak -152 °C Ultra Dondurucuların Kullanımının Araştırılması. 

Bu çalışmanın amacı, dondurulmuş spermanın -152 ° C derin dondurucuda sıvı azot 

içinde depolanmasının geleneksel yöntemlerde kullanılan depolama yöntemine alternatif bir 

çözüm olup olmayacağının araştırılmasıdır.  

Farklı günlerde iki boğadan toplam 80 payet toplandı. Aynı günde toplanan 

spermalar iki farklı gruba ayrıldı. Çalışmanın deney grubu bir hafta boyunca -152 ° C'de 

saklanan spermadan ve kontrol grubu da geleneksel şekilde -196 ° C'de saklanmış 

spermalardan oluşturuldu. Deney süresinin sonunda donmuş sperma, 30 saniye boyunca 37 ° 

C buhar banyosunda -196 ° C ve -152 ° C sıcaklık derecelerinde çözdürüldü. Sonra CASA 

sistemi kullanılarak spermanın hareketsel parametreleri ve morfolojik özelikleri  incelendi. 

 

CASA sistemi kullanılarak yapılan değerlendirmenin sonucunda, -196 ° C'de 

dondurulmuş ve saklanmış spermanın hareketi ve ilerleme hareketi (%69.66, %37.61) -152 ° 

C'de (% 54.54,% 28.72) depolanan değerlerden daha yüksek bulundu (p <0.001). 

Hiperaktiviteye sahip spermaların yüzdesi sırasıyla % 30.79 ve % 25.61 (p <0.05) olarak 

saptandı. Kinetik (hareket) değerler arasında istatistiksel bir fark olmadığı ve sayısal 

değerlere yakın olduğu görüldü (P> 0.05). Anormal sperma oranı göz önüne alındığında, sıvı 

nitrojende depolanan sperm için % 32 ve -152°C'de buzdolabında saklanan spermanın %45 

olduğu saptandı.  

 

Sperma değerlendirilmesinden sonra alınan verilerin istatistiksel analizi sonucunda, -

152°C derin dondurucuda depolanan spermaların çözüm sonu spermatolojik parametrelerinin 

kabul edilebilir aralıklarda olduğu saptandı. 

 

Anahtar Sözcükler: Boğa sperması, Depolama, -152°C Derin Dondurucu. 
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SUMMARY  

Storage of frozen bull semen: use of ultra-freezers of _152°C as a viable alternative to 

liquid nitrogen in storing. 

The purpose of this study is to control if storing frozen semen in liquid nitrogen in a 

frozen freezer in -152 °C is an alternative solution to storing with conventional methods.  

80 samples were collected from two bulls in different dates. Semen collected in the 

same day were separated into two different groups. Experimental group of the study was 

composed of semen kept in -152 °C for one week and the control group was composed of 

semen preserved in -196 °C in conventional methods. At the end of the experiment period, 

the frozen semen were thawed in 37 °C steam bath from -152 °C and -196 °C. Afterwards 

CASA system was used to examine sperm parameters. (Motility parameters, Morphology 

parameters).  

In the end of the evaluation made by CASA, the values of movement and 

advancement movement of sperm frozen and kept in -196 °C were (%69.66, %37.61) and 

higher than the values of samples stored in -152 °C (% 54.54,% 28.72), (P <0.001). 

The percentages of semen with hyperactivity were respectively 30.79 % and 25.61 

%. (P <0.05). There were no statistical difference between kinetic (movement) values and 

they were close to numeric values (P>0.05). When the abnormal sperm ratio is taken into 

consideration, for the sperm kept in liquid nitrogen it was 32% and for the sperm kept in -

152 °C in freezer was 45% of the sperm liquid. As a result of the statistical analysis of the 

data obtained after the sperm evaluation, it is observed that after the melting of the ice, the 

sperm kept in -152 centigrade degrees had lower kinetic (movement) values than the sperm 

kept in -196 centigrade degrees. Besides, the data obtained from this research revealed that 

the sperm kept in -152 °C is above international normospermic levels.  

Keywords: Bull semen, Storage , -152°C Ultra -low temperature freezer. 
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