TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

1946

DONDURULMUS BOGA SPERMASININ SAKLANMASI:
DEPOLAMADA SIVI NITROJENE BiR ALTERNATIF OLARAK
-152°C ULTRA DONDURUCULARIN KULLANIMININ
ARASTIRILMASI

Israa Mahmoud ALHAMAD

DOLERME VE SUNi TOHUMLAMA ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Dog. Dr. Mehmet Borga TIRPAN

ANKARA
2019



TURKIYE CUMHURIYETI
ANKARA UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERIi ENSTITUSU

DONDURULMUS BOGA SPERMASININ SAKLANMASI:
DEPOLAMADA SIVI NITROJENE BiR ALTERNATIF OLARAK
-152°C ULTRA DONDURUCULARIN KULLANIMININ
ARASTIRILMASI

Israa Mahmoud ALHAMAD

DOLERME VE SUNi TOHUMLAMA ANABILIM DALI
YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN

Dog. Dr. Mehmet Borga TIRPAN

ANKARA
2019



ETiK BEYAN

Ankara Universitesi

Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine,

Yiksek lisans tezi olarak hazirlaylp sundugum “Dondurulmus boga
spermasinin saklanmasi: Depolamada sivi nitrojene bir alternatif olarak -
152°C ultra dondurucularin kullaniminin arastirilmasi” baslikli tez; bilimsel
ahlak ve degerlere uygun olarak tarafimdan yazilmistir. Tezimin
fikir/hipotezi timiiyle tez damismanim ve bana aittir. Tezde yer alan
deneysel caligma/arastirma tarafimdan yapilmis olup, tiim cilimleler,

yorumlar bana aittir.

Yukarida belirtilen hususlarin dogrulugunu beyan ederim.

Ogrencinin Ad1 Soyadi: Israa ALHAMAD
Tarih: 29.08.2018

Imza:



KABUL VE ONAY

Turkiye Cumhuriyeti

Ankara Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii

Délerme ve Suni Tohumlama Yiiksek lisans Programi
CergevesindeYiriitiilmiis olan bu galisma, asagidaki jiiri tarafindan
Yiiksek lisans Tezi olarak Kabul edilmistir .

Savunma Tarihi : 29/ 08/ 2019

= 7/——'% #tg-
Prof.Dr<Ali DASKIN

Ankara Universitesi

Jiiri Bagkani
Dog.Dr.M Borga TIRPAN Dr.Ogr.Uyesi.Sukri GUNGOR
Ankara Universitesi Mehmet Akif Ersoy Universitesi

Tez hakkinda alanan jiiri karari, Ankara Universitesi Saglik Bilimler Enstitiisii Yonetim Kurulu tarafindan

onaylanmistir,

Prof.Dr.Mehmet Akan
Saglik Bilimler Enstitiisii Miidiirii



ONSOZ

Cagdas c¢iftlik hayvani yetistiriciliginde temel amag¢ birim hayvan basina
maksimum verim elde etmektir. Bu amag yiiksek verimli hayvanlarin genotiplerinin
korunmasi ve yayginlastirilmasi ile gergeklestirilebilir. Genetik olarak iistiin irklarin
yayginlagmasinda spermanin dondurulmasi ve ¢dziilmesi ile yapilan suni tohumlama
uygulamasinin gerekliligi yadsinamaz bir gergektir. Giiniimiizde gelisen teknoloji ile
birlikte birgok hayvan tiiriinde sperma basariyla dondurulmakta ve disilerin
dondurulmus spermayla suni tohumlanmas: ile yavru elde edilebilmektedir. Ancak
spermatozoa fertilitesini koruyabilmek icin dondurma ve saklama surecinde en iyi
sartlar saglanmalidir. Bu alanda spermanin basariyla dondurulmasi ve donan
spermanin fertilitesini koruyarak saklamada optimum kosullarin saglanmasi igin
arastirmalar devam etmektedir. Evcil hayvanlarda spermanin dondurulmasi ve uzun
stireli saklanmasinda giinlimiizde en iyi bilinen yontem sivi azottur. Bu caligsmada,
boga spermasinin —152°C derin dondurucuda dondurulup saklanmasinin sivi azot
buharinda dondurma ve sivi azotta saklanmasina -bazi spermatolojik parametreler

acisindan- bir alternatif olup olamayacag: arastirilmistir.

Yiiksek lisans tez calismam siiresince yardim ve desteklerinden dolay:
danigmanim. Dog. Dr. M. Borga Tirpan’a, Anabilim Dalimiz 6gretim iiyelerine, idari
personeline, Suni Tohumlama Laboratuvari ¢alisanlarina, yiiksek lisans egitimime
baglamami saglayan ve egitimim siiresince yanimda yer alan aileme ve tez

calismamin her asamasinda emegi olan herkese siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Suni tohumlamanin tarihgesi birkag¢ yiizy1l Oncesine dayanmaktadir. Suni
tohumlamanin amact; genetik acidan iistiin 6zellikteki disi ve erkeklerden bulasici
hastalik riskini ortadan kaldirarak, yavru elde edilmesini saglamaktir. Ayni zamanda
suni tohumlama iiretici agisindan bir¢ok faydaya sahiptir. Isletmelerde uygulanan
suni tohumlama islemi sayesinde, bogalara ayrilan barinma, beslenme ve saglik
giderleri azalmaktadir. Bunun yani sira, bogalarin ciftlesme sirasinda disilere zarar
verme ihtimalini ortadan kaldirmaktadir. Ayrica disinin dogum siirecinin kontrol

edilmesini kolaylastirmaktadir (Gordon, 2004).

Leeuwenhoek’in 17. ylizyilda spermayr mikroskop altinda kesfetmesi, suni
tohumlama agisindan ilk bilimsel adim olarak goriilmektedir (Gordon, 2004). 19.
ylizyilda ise suni tohumlama birgok iilkede, tavsanlara, kopeklere ve atlara
uygulanmustir (Foote, 2002). Suni tohumlamadaki en 6nemli gelisme, 1912 yilinda
Rus biyolog Ivanov’un kdpek ve domuzda suni tohumlama gelistirmekle kalmayip,
aynt zamanda atlara da bu islemi uygulayarak normal gebelik oranlarma yakin

oranlari elde etmesi olarak goriilmektedir (Gordon, 2004).

Sonraki yillarda suni tohumlamanin gelismesi ve spermanin uzun siireli
korunmasi igin etkili yollar bulunmaya calisilmigtir. Ornegin: Taze spermalara
gliserol eklemek ve bakteriyel hastaliklara karst koruyarak hastaligin disiye
bulasmasini onlemek igin (Phillips,1939) ¢esitli uygulamalar ile suni tohumlama

gelistirilmistir (Polge ve Rowson, 1952).

Bugiine kadar yapilan ¢esitli arastirmalarda spermanin uzun siireli saklanmasi
ve korunmasi i¢in farkli yontemler denenmis ve gelistirilmistir. Giinlimiizde
spermanin depolanmasi ve uzun siire korumasinin en iyi yollarindan birisinin sivi

nitrojen icinde saklamak oldugu diistiniilmektedir (Akhter ve ark., 2010). Suni



tohumlama uygulamalarinda kullanilmak iizere dondurulmus sperma ihtiyacinin
artmasindan dolayr depolama ve saklama kosullarinin pratiklestirilmesine ve
tyilestirilmesine gerek duyuldugu bilinmektedir. Bunun yani sira bazi bolgelerde
kullanilan s1vi nitrojen, nitrojen tanklar1 ve gerekli teknik destegi saglamak zor
oldugu icin yiliksek maliyetlidir. Bu nedenle, dondurulmus spermalarin korunmasi
igin s1v1 nitrojene ulasim zorlugunun iistesinden gelinmesi ve geleneksel yonteme en
yakin sonucu verebilecek yeni alternatif yontemler gelistirmek i¢in yeni arastirmalar

yapilmasi gerekmektedir.

Yukarida verilen amacla yapilan bir arastirmada geleneksel yontemlerde
kullanilan sivi nitrojen -196°C'nin sicakligina en yakin olan -152°C'ye ulasabilen
dondurucularin kullanilmasi 6nerilmistir (Watson, 2000). Bu dondurucularin daha
fazla depolamaya olanak saglayarak, sivi nitrojen kullanimlarinda yasanan kaza
riskini azaltacagi ve sivi nitrojen eklemelerinden kaynakli maliyeti diislirecegi

diistiniilmektedir.

1.1. Sperma Saklama

1.1.1. Dondurarak Saklamanin Tarihgesi

Spallanzani 1776 yilinda sifirin altindaki sicakliklarin spermanin biiyiime ve
yasama duyarlilig1 lizerindeki etkisi ile ilgili bir ¢alisma yapmis ve memelilerden
birinin spermasini bir siseye koyarak karin igerisine yerlestirmistir. Daha sonra
dondurulmus olan spermalar1 dogal atmosfer sicakliginda ¢oziilerek meydana gelen

hareketliligi gézlemlemistir.

1924 yilinda ise Krzhyshkovskij ve Pavlov, memeli tdrlerinden birinin

spermasint -23°C’de buz ve alkol karigimi iginde saklamis ve daha sonra



spermatozoa ¢ozdiiriildiigli zaman hiicrelerin bir kisminin hareketlerini geri

kazandigini saptamislardir.

20. ylizy1lin baglarinda, kat1 veya sivi gazlar kullanarak 0°C'nin altindaki 1s1da
spermatozoonu dondurmak igin daha gelismis araglar bulunmustur. Ilk baslarda
yapilan denemeler basarisiz olsa da, 1907 yilinda Ivanov at spermasini -15°C'de

dondurarak hafif titresim hareketi gézlemlemistir.

1938 yilinda bilim adami Jahnel’in ¢alismalari olumlu sonuglar gostermistir.
Jahnel sivi nitrojen (-196°C) ve kuru buz (-79°C) kullanarak insan spermasini
dondurmay1 basarmis ve donma derecesini -100°C’ye kadar ulastirarak, 40 giin sonra

cozilen spermalarda da hareket gézlemleyebilmistir Sekil (1.1).

Kanister

Payetler

10 Dakika

sivi nitrojen

\__ &

Sekil 1.1. Depoda siv1 nitrojen kullanilmasi.

1949 yilinda gergeklestirilen baska bir calismada 19 koyunun her birine G¢ ya
da bes suni tohumlama uygulamasi yapilmig, alinan spermalar 15 dakikaligina -78
derecede dondurulduktan sonra koyunlardan yedi tanesinde gebelikelde edildigi

bildirilmistir. 1950 yilinda ise Emmens ve Blackshaw 11 inege yaptiklari suni



tohumlama uygulamasindan bes buzagi elde etmistir. Yapilan bu ¢aligmalardan sonra
kriyoprezervasyon teknigi spermanin uzun siireli korunmasinda yaygin olarak

kullanilan bir teknik olarak kabul edilmistir (Burdy, 2006).

1.1.2. Spermanin Plazma Zarn

Spermanin plazma zar1 kolesterolile ¢ift fosfolipidik tabakasi igerir. Ayni
zamanda proteinler ve kompleks karbonhidratlar1 da igermektedir (Meyers, 2009).
Karbonhidrat yapilar1 proteinlere veya spesifik yaglara baglanir ve plazma zarinin dis

yuzeyinde bulunur (Gadella ve ark., 2001).

Tiim memeli tiirlerinde spermanin plazma zar1 asagidaki temel fosfolipidleri
icerir: (PE) fosfatidiletanolamin, (P1) fosfatidilinositol, (PS) fosfatidilserin, (PC)
fosfatidilkolin ve lizofosfatidilkolin ve kardiyolipin. Bogalarda ise (PC/PE) orani
diger hayvanlardan daha yuksektir (Parks ve Graham, 1992 ; He ve ark., 2001).

1.1.3. Boga Spermasinin Dondurularak Saklanmasi

Teknolojide meydana gelen gelismeler suni tohumlamanin ortaya ¢ikmasina
ve spermanin korunma siiresinin artmasina olanak tanimistir. Bu sayede {istiin
genetik ozelliklere sahip bogalardan yiiksek kazanimlar elde etmek miimkiin hale

gelmistir.

Suni tohumlama uygulamasi i¢in spermatolojik 6zellikler oldukga ¢ok
onemlidir. Sperma kalitesi ¢esitli kriterlere gore degisir. Bu kriterlerden en 6nemlisi

ise gevredir (Foote, 1978)

Sperma kalitesi iki seviyede isleyen faktorlerin bir kombinasyonu ile

belirlenir:



e 1lk olarak boga diizeyinde beslenme ve sicaklik gibi kosullarmn boga

performansi ve sperma kalitesi lizerinde 6nemli bir etkisi vardir.

e Ikinci olarak, spermatozoon diizeyinde spermanin islem sirasinda maruz

kaldig1 durumlarla ilgilidir.

Sogutma, dondurma ve ¢ozdiirme sirasinda, meydana gelen fiziksel ve

kimyasal islemler nedeniyle spermanin % 50'sine yakini zarar goriir (Watson, 2000).

1.2. Kriyoprezervasyonun Sperma Uzerindeki Etkisi

Kriyoprezervasyon siireci, yapi, kimyasal bilesim ve sperma fonksiyonu
acisindan bazi zararli etkilere neden olur.Bu siirecte spermanin hareket kabiliyeti,

morfolojik dzellikleri ve fertilite kapasitesi degisir (Salamon ve Maxwell, 2000).

Sitoplazma zar1 en ¢ok kriyoprezervasyon siirecinden etkilenir (Parks ve
Graham, 1992).Bu siire¢te maruz kaldig1 fiziksel ve kimyasal islemlerden dolay
spermada yapisal degisiklikler goriiliir (Medeiros ve ark., 2000). Donma sirasindaki
soguk sok ve ¢ozdlrme sirasindaki sicaklik soku plazma zarimnin gegirgenlik 6zelligi
tizerinde Onemli degisikliklere neden olabilir (Ricker ve ark., 2006). Dondurarak
saklama (Kriyoprezervasyon) sirasinda zarda meydana gelen degisimi agiklayan

bir¢ok varsayim vardir. Bu varsayimlar sunlardir;

e Yan lipitler zar igerisinde yeniden yapilanabilir ya da birikebilir, boylece
soguk sok sirasinda zarin gegirgenligi dengesizlesir (Hammerstedt ve ark.,
1990). Lipit (yaglar) bilesenleri sogutma islemi sirasinda yeniden diizenlenir,
¢cUnkti lipit katmani farkli yag bantlar1 halinde birlesmeye baslar ve proteinler
arasinda yeni bir baglanti olusturur (Hammerstedt ve ark., 1990). Boylece,
proteinlerin diizenlenmesinde bir degisiklik olur. Bu da protein kanallar

yoluyla fonksiyon kaybina ve enzim sizintilarinin ortaya ¢ikmasina neden



olur. Ayrica kalsiyum kanallar1 etkilenir ve hiicreye kalsiyum iyonlarinin
girmesinin artmasi sonucunda spermada meydana gelir (sperma nekrozu

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

e Kriyoprezervasyon sirasinda sivi arttikca plazma zari sivisinda degisimler
olusur ve bdylece kristal halden jel hale doniistir (Buhr, 1994; Drobnis,
1993).

e Spermanin plazma zarmin yapisin1 etkileyen {giincii faktdr ise
kriyoprezervasyon sonucu ortaya ¢ikan lipid peroksidasyonun zari olumsuz
yonde etkileyen reaktif oksijen turleri Uretmesidir (Hareketli, diisiik
metabolizma, zar hasari, enzim sizintis1 ve azalmis kapasitesi). Zardaki
doymamis yag asitlerinin yiiksek orani, oksidasyona kars1 daha duyarlidir ve
bu nedenle oksijen oldugunda daha hassastir (White, 1993). Bunun nedeni
sperma zarindaki mekanik strese ek olarak donma ve ¢ozdirme sirasinda
ozmotik degisiklik ve sicaklik degisimleridir (Curry ve Watson,1994; Morri,
2007).

Bu nedenlerden dolay1 spermaya uygulanan her islem, olusturulan kosullar ve
kullanilan materyaller, spermanin korunma stiresini arttirmay1 etkileyen faktorlerdir.
Bu faktorlere dikkat edilmesi durumunda spermanin uzun siire depolanmasi ve

spermanin ¢oziim sonu fertilite kabiliyetinin devam etmesi saglanir.

1.2.1. Dondurma isleminin Sperma Uzerindeki Etkisi

Spermatazoon, fiziksel bir hiicre olarak gelisir ve fertilite kabiliyetine sahip
bir hiicre olarak son asamasina ulagmak icin gelismeye devam eder. Spermatazoon
lic ana alana sahiptir. Fonksiyonel DNA'y1 igeren kafasi, bir destek kuvveti olan ara

parca ve sonunda da kuyrugu bulunmaktadir.



Dondurma isleminde sitoplazma zar1 sayesinde spermanin bir kismi kaybolur
ve sperma kromatini yeniden sekillenir,spermatozoa bu hasarlari onaramaz. Bu
nedenle ideal kosullar altinda bile spermatazoonda donma sirecinde bir miktar hasar

olusur (Andrabi, 2007).

1.2.2. Dondurarak Saklamanin Sperma Metabolizmasi Uzerine Etkisi

Spermatazoon,fertilizasyon ile elde edilen genetik materyalin ¢ogaltilmasi
icin Ozel olarak tasarlanmis, viicuttaki en kii¢iik hiicrelerden biridir. Viicuttaki diger
birgcok hucre gibi hiicresel sistemi korumak, gorevlerini surdirebilmek ve yerine
getirebilmek icin strekli bir enerji kaynagina ihtiyag duymaktadir. Bu ihtiyag aktivite

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

Spermalar, tremek i¢in viicuttaki diger hiicreler gibi, seker, oksidatif
fosforilasyon ve sitrik asit dongiisii kullanarak ayni metabolik mekanizmaya

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

Kriyoprezervasyon sirasinda, plazma zarinda yapisal degisiklikler ve yeniden
duzenlemeler meydana gelir.Cozdlirme sonrasi spermatozoa hiicrelerinin zarinda
meydana gelen yapisal degisiklikler, enerji seviyelerindeki ve olusum
merkezlerindeki degisikliklerle baglantilidir. Enerji seviyesindeki degisim plazma
zarmin metobolizmasi ilizerinde de degisiklige neden olmaktadir (Cerolini ve ark.,

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

Disiik sicakliklarda depolama sirasinda spermanin metabolik aktivitesinde
kademeli olarak azalma oldugu zaman zararli yan iirlinlerin iiretimini sinirlayabilir.
Ama ayn1 zamanda metabolik aktiviteyi ve buna bagli olarak spermanin hareketini de

etkilemektedir ( Januskauskas ve Zillinskas, 2002; Ruiz-Pesini ve ark., 2001).



Spermada oksijen ve metabolizma saglandig1 zaman sperma viicudun disinda
saklanabilir. Ancak, dondurarak saklama sirasinda, hiicreler oksidatif strese ek olarak
fiziksel strese de maruz kalmaktadir (Chatterjee ve ark., 2001 ve Mazur ve ark.,

2000).

Taze sperma ile, derin dondurucuda saklanan sperma karsilagtirildigi zaman,
derin dondurucuda saklanan spermanin, oksijen tretimi ve kalsiyum hidroksit
konsantrasyonu ve H>O> iiretimindeki farka bagli olarak daha kisa dmre ve daha

diisiik verimlilige sahip oldugu goriilmektedir (Andrabi, 2007 ve Samper, 2001).

1.2.3. Kriyoprezervasyonun Sperma Yapisina Etkisi

Sperma depolanmasi spermada metabolizma oranini azaltir ve boylece donma
sicakliklarinda (-196°C sicaklikta) uzun siireli koruma saglar. Dondurulmus
spermalarda, diisiik sicakliktan dolay1 plazma zar1 zarar goriirse bundan kaynakli

olarak sparma da zarar gorecektir.

Dondurulan sperma ¢6ziindiigli zaman zarin yapisini degistirir. COziinme
gergeklestigi sirada protein aktivitesinde degisiklikler meydana gelir. Bu nedenle sivi
ve c¢oOziinen maddelerde gecirgenlikte degisiklik meydana gelir. Bu da canh

spermalarda 6nemli bir kayba neden olmaktadir (Bailey ve ark., 2003).

Her hayvan tirl, kendine 6zgli bir membran bilesimine sahiptir ve soguga
kars1 olan duyarliliki tiirlere gore farklilik gostermektedir (Medeiros ve ark., 2002).
Membranin etkinligi i¢in iki temel faktdr vardir; birisi hiicre fonksiyonlari i¢in 6n
kosul olan fosfolipid konsantrasyonu ve digeri ise membranin gegirgenligidir.
Membranlar soguga maruz kaldiginda, lipitler normal sividan kristalimsi siviya ve
daha sonra jele doniisiir ve lipit asetil zincirleri dengesizlige ugrar (Lynch ve Parks,

1992; Medeiros ve ark., 2002 ve Watson, 2000). Jel, kalan lipit ve proteinler ile



etkilesime girer ve bu etkilesim noktas1 zayif ve kirillgan olur. Bu durum iyonlarin

zardan kolayca ge¢melerini saglar (Hammerstedt ve ark., 1990).

1.3. Diisiik Sicaklikta — 152 °C'de Derin Depolama

Kriyojenik korumali spermanin {iretimi ve depolanmasi i¢in sivi azot
gerekmektedir (England, 1993; Sherman, 1973 ve Watson, 1990). Sivi azot
reseptorleri ile depolama islemi sirasinda bu sivi ugar ve sabit bir sicaklik saglamak
icin numunelere siirekli siv1 nitrojen eklemek gerekir. Sivi nitrojenin siirekli ugmasi,
spermay1 olumsuz yonde etkiler ve sicakligini artirabilir. Buna bagli olarak spermada
hasar olusabilir ve bu hasar, tankiya yeniden sivi temini saglansa bile tamir edilemez
(O'Connor, 2017). Bu nedenle, sivi nitrojen kullanmadan spermayi depolamak igin

alternatif yollar bulmak gerekmektedir.

Spermay1 diisiik sicakliklarda saklamak ve basarili sonucglara ulagsmak igin,
Norman ve ark.,, 1958 yilinda metabolizmay1 inhibe etmek amaciyla pH'inin
azaltilmasini onermistir. Shannon ise 1965 yilinda yaptig1 bir arastirmada spermada

metabolik aktiviteyi inhibe etmek i¢in azot gazi1 kullanmistir.

Spermanin donmus halde etkili bir sekilde depolanmasi testiste baslayan ve
epididimis yoluyla ve ejaklasyon sonras1 devam eden spermatozoa gelisim siirecinde
tamamen durmasi anlamma gelir. Watson 1995 yilinda dondurma islemini,
spermanin fertilizasyon saglamak icin belirli bir slire boyunca biiylimesini ve
gelisimini askiya alan bir evre olarak tanimlamistir. Bu nedenle bilimsel olarak, kuru
buzda -79 °C veya sivi nitrojende -196 °C depolanan spermalarin siiresiz olarak

doéllenme yeteneklerini korudugu bilinmektedir (Watson 1995).

Onceki calismalarin bir kismida sigir spermasinin - dondurulmasi ve

depolanmast igin kuru buz (-79°C) kullanilmistir. Nitrojen sogutmali



kriyoprezervasyonun sonuglari ile kiyaslandigi zaman, ¢6ziilme sonrasi sonuglar,
donmus spermanin hareketinin ve metabolik aktivitesinin, 18 aylik depolamadan
sonra s1v1 nitrojende kuru buzda depolananlardan daha yiiksek oldugunu géstermistir

(Sullivan ve Mixner, 1963).

Kopek spermasinda yapilan bir ¢alismada, derin dondurucunun -152°C'nin
s1v1 nitrojene alternatif olarak etkinligini gostermistir, sperma depolanmasinda 120
gin dondurulma siresinden sonra, sperma hareket yiizdeleri, canlilik ve dogal

morfolojik 6zellikleri, sivi azotta saklanan dondurulmus sperma ile karsilastirilmistir

(Alamo ve ark., 2005).

Kecilerde ise numuneler ultra dondurucuda iki ay tutulmus, ¢dziinme sonrasi
yapilan degerlendirmelerde sivi azot kullaniminda elde edilen sonuglara benzer

sonuglara ulasilmistir (Medrano ve ark., 2002).

Diger taraftan, sivi nitrojenle dondurulan ve -70°C'de depolanan insan
spermalarinin  ¢oziinmesinden sonraki sperma hareketinin, sivi nitrojen ile
dondurulan spermalarla kiyaslandiginda daha diisiik oldugu goriilmiistiir. C6ziinme
sonras1 sperma morfolojisindeki farkliliklara iligkin bir tespitte bulunulamamistir

(Trummer ve ark., 1998).

Uzun sureli depolamada numunelere uygulanacak herhangi bir yanlis
islemden korumak ve sabit bir sicaklikta tutmak i¢in -150°C sicaklikta dondurucular

gibi kuru depolama sistemleri gelistirilmistir.

Endiistriyel zenginlestirme (dogurganlasma) alanindaki gelismeler, ultra
sogutmali derin dondurucunun kullanilmaya baslanmasi ile 6zellikle bogalarla ilgili
aragtirmalarda onemli sonuglar vermistir (Alamo, 2005;Yavas ve Daskin, 2012 ve

Medrano ve ark., 2002).
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Geleneksel s1v1 azot saklama kaplariin aksine, dondurucular bir¢cok avantaja

sahiptir. Dondurucularda diisiik numune kontaminasyon riski ve ani sivi dokiilmesi

riski yoktur. Bunun yami sira isletme maliyetleri disiiktiir. Ayrica, derin

dondurucular s1vi1 nitrojene gore daha fazla avantajlara sahiptirler. Bunlar:

1.

Dondurucu -152°C, yeniden kristallesme noktasinda uzun omirli ve

kolay saklama saglar.

Kullanilan cihazin boyutu 128 litre'dir ve toplamda 0.5 ml'lik 200.000
payet kapasitesine sahiptir. Ozellikle sperma bankalarmin kurulmasinda

bu oran 6nemlidir (Alamo ve Batista, 2005).
Kontaminasyon riski, siv1 nitrojen seviyesi kontrolu ortadan kalkar.

Cihaz, kabin igi sicaklik dengesini -152°C'de tutan bir mikro sicaklik
kontrol sistemine sahiptir. Makine sicakligi -100 ile -152°C arasinda

ayarlanabilir.

Cihaz, elektrik kesintisi sirasinda devreye giren sivi nitrojen givenlik
sistemi igermektedir. Elektrik kesintisi durumunda numunelerin sicakligi,
sorun giderilene kadar sivi nitrojen giivenlik sistemi ile ayni sicaklikta

sabit kalir.
Tiim sicaklik degisiklikleri strekli olarak kaydedilir (Anonim, 2009b).

Kabinin sicakligi tiim noktalarda aynidir ve bu durum payetlerin sabit

sicakligini garantiler.

Kullanici saghig tizerinde bogulma, soguk yanigi gibi olumsuz etkileri

yoktur.

Numune eklemek ve ¢ikarmak i¢in sik sik dondurucu kapagini agmak 1s1

derecesini degistirmez.
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Spermay1 diisiik sicakliklarda tutarken géz oniinde bulundurulmasi gereken
onemli faktorlerden birisi buz kristallerinin hiicre duvarlarinin iginde ve disinda
yeniden kristallesmesini Onlemektir. Bu buz kristalleri oldukca kiigiik c¢aptadir
(4.000-7.000 A). Buz kristalleri amorf oldugunda gliserin ve DMSO gibi
kryoprotektif ajanlar kullanilarak bu sekilleriyle korunabilir. Saklama siiresince buz
kristali sekillenme hizi smurlandirilmis olur. Diisiik sicaklik alaninda -130°C saf
suyun yeniden kristallesme noktasidir. Bu sicaklikta amorf buz kristalleri yeniden
kristalize olur (Sekil 1.2). Son arastirmalar kryoprotektanli soliisyonlarda yeniden
kristallesmenin -115°C’de sekillendigini ve boga spermasinin saklanmasinda en az -
148°C’lik sicakliga ihtiya¢c duyuldugunu gostermektedir. Hiicre dis1 buz kristalleri
ezilme nedeniyle hiicre zarlarina zarar verebilir ve hiicre i¢i buzun varlig1 hiicreleri
oldirebilir. Bu nedenle laboratuvarlarin, numuneleri yeniden kristallesme noktasinin
altinda, yaklasik -150 ° C'lik derin dondurucuda tutmalar1 gerektigi belirtilmistir (-
130 ° C saf su icinde). Diisiik sicakliklara ulasilmasi, numunelerde onarilamayan
hasarlar olusmaksizin depolanmasini saglar (Anonim, 2009a ve Mortimer, 2004)

Sekil (1.2).

Dondurucu bdélmesinin i¢inde bir sicaklik kontrol sistemi ile donatilmis,
sicakligi kontrol eden ve -152 derecede stabilitesini saglayan bir sicaklik

termometresi bulunmaktadir.

Dondurucuya dahil edilen teknolojiler, hassas ve yiiksek sicaklik ortami
saglayarak numunelerin uzun siireli depolanmasina uygun bir ortam saglar. Herhangi
bir numunenin girmesi veya ¢ikmasi esnasinda dondurucunun siklikla veya uzun stire
acilmasi, buzdolabi1 bdlmesi i¢inde veya cubuk tasiyicisinda herhangi bir 1s1

degisikligine neden olmaz (Alamo ve Batista, 2006).
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Sekil 1.2. Rekristalizasyon mekanizmasi (Anonim, 2009a).

Geleneksel laboratuvar dondurucular ile kiyaslandigi zaman, onlarin uzun
vadede spermatozoayr depolayacak kadar disiik sicakliklara ulasamadigi

gorulmektedir.

1980'lerin basinda miihendisler, sivi azot dondurma sistemlerinin yerine
gecebilecek bir teknoloji gelistirmiglerdir. Bu teknoloji kendiliginden dizilen bir
dondurucu olarak tanimlanmis ve spermatozoanin uzun sireli -130°C'nin altindaki
sicakliklarda depolamak, korumak ve 1sidaki siirekliligi saglamak i¢in kullanilmigtir.
Dondurulan hicrelerin -130°C'den yiiksek sicakliklara maruz kalmasi, hiicrenin
yasamasina (veya canli kalmasina) zarar verebilir. Yiiksek sicakliga bagli olarak
hiicre bozulmasi, kalici enzim aktivitesi ve hiicresel kurulugu meydana

getirebilmektedir (Burden, 1999).
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-152°C’lik derin dondurucunun avantajlarindan biri, zararli kloroflorokarbon
bilesenlerini ve sivi nitrojen kullanimini engellemesidir. Boylece kontaminasyon ve
¢Oziilme sirasinda sizint1 riski Onlenerek, tehlikeli olan sivi nitrojen ile temasin

azalmasindan dolay1 aragtirmacinin giivenligini artar.

Derin dondurucu ile dondurulma geleneksel yontemlerden daha disiik
maliyetlidir. Dondurucu icgindeki depolama kapasitesinin geleneksel yontemlerde
kullanilanlardan daha fazla oldugu gorilmistir (0.5 ml'lik 100.000 payete
ulagsmaktadir). Ayrica, numunelerin saklama alanlarina tasinmasi i¢in harcanan siire
geleneksel tasimayla kiyaslandigi zaman daha azdir. Dondurulmus payetlerin
depolanmasi i¢in dondurucuya aktarilmasinda gecen siire 10 dakika olarak
hesaplanirken; bu, geleneksel yontemlerle (sivi nitrojen ile) gerceklestirildiginde

hesaplanan siirenin daha altindadir.

1.4. Laboratuvarda Spermalarin Degerlendirilmesi ve Incelenmesi

Bilgisayar ve dijital teknoloji alanindaki gelismeler sayesinde CASA adinda,
daha dogru ve etkili bir sperma degerlendirme sistemi kullanilmaya, baglanmis ve bu
sayede bircok dezavantajin ortadan kalkmasi saglanmistir (Davis ve Siemers, 1995
ve Kumar ve ark., 2010). CASA, sistemin kullanigliligini, analiz hizin1 ve sperma
kalitesini tespit eden etkili bir aractir. Bu ara¢ sayesinde daha fazla sayida spermanin
analiz edilmesi ve hareket rotas1 olusturulmasi saglanmistir. Bu teknik ayn1 zamanda
taze ve dondurulmus spermalarin fonksiyonel etkinligi hakkinda dogru bilgiler
saglamasinin yani sira iiremede verimli erkeklerin kullanilmasini da saglamaktadir
(Kubovicova ve ark., 2011). Spermanin kalite kontroldi, ireticiler, yetistiriciler ve
s1g1r spermasi saglayan sperma iiretim merkezleri i¢in 6nemlidir. Bu merkezler i¢in
spermay1 analiz ederek en yliksek kalitede olanin belirlenmesinde CASA sistemi ¢ok
onemli bir yere sahip olmustur. Mitokondri aktivitesini ve biiylime potansiyelini ve

binlerce hiicrenin akrozomunun ve DNA'sinin giivenligini saniyeler i¢inde inceler.
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Suni tohumlamadan sonra kabul edilebilir dol verimi saglanmasi igin,
dondurulmus ve ¢Oziilmiis spermadan her bir payette (konsantrasyonda) yeterli
miktarda bulunmali ve bircok 6nemli dogurganlik 6zelligine sahip olmalidir. Son
olarak sperma, dogal morfolojisini, DNA giivenligini ve aktif mitokondriyi
korumalidir. Ayni zamanda disi iireme sistemini oosite penetrasyonuna yardimci
olan ilerici hareketi surdirmelidir. Sperma analizi kolay gibi gériinse de sonrasinda
kapsaml1 bir analiz ve onaylanabilir sonuglar elde etmek i¢in detaylara dikkat etmek

onemlidir (Budworth ve ark., 1998 ).

Suni tohumlamada déllenme sonrast sparmanin kullanima uygulugu analiz
edilir. Bu degerlendirme icin sperma hareket indeksi ve hareketin 6zellikleri 6nemli
gostergelerdendir. Bunlar sperma Kalitesinin belirlenmesinde kullanilacak 6nemli
kriterlerdir (Kubovicova ve ark., 2011). Optik mikroskop oncelikle canli ve o&lii
spermanin yiizdesini, spermanin hareketlilik ve ilerleyici hareket oranini belirlemek
i¢in kullamilmistir (Correa ve ark., 1997; Rodriguez-Martinez, 2003 ve Yamashiro ve
ark., 2011). Bu geleneksel testler sirasinda islem gérmiis numunede degerlendirilen
spermalarin sayisinda azalma saptanmistir. Bu azalmalarin sebeplerinden birisi de

iyatrojenik hatalardir (Graham, 2008).

CASA sistemi tarafindan hesaplanan hiz gostergeleri bolimi (David ve ark.,
1981), test edilen spermanin hareket rotasini1 olusturduktan sonra CASA sisteminin

hesapladig1 mesafe yoriingelerine gore iig tiire ayrilir (Sekil 1.3).

e VSL (um/s) Dogrusal hiz: Olgiilen bir spermatozoonun ortalama bas hizi,

rotanin baglangicina kadar olan diiz bir ¢izgidedir.

e VAP (um/s) Ortalama yol hizi: Spermatozoonun ortalama bas hizi,

ortalama rota ¢izgisi boyunca noktadan noktayadir.
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e VCL (um/s) Egrisel hiz Biikiilme hizi, spermatozoonun asil yolu
boyunca noktadan noktaya ortalama bas hizini temsil eder (Davis ve

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

Yukaridaki belirtilen hizlar1 degerlendirmek i¢in yapilan bir dizi test, sperma
fonksiyon bozuklugunu belirlemeye yardimci olur, bdylece spermanin 6ngoru

degerini artar ve laboratuvar sonuglari oransal olarak daha dogru bir seviyeye ¢ikar.

Bu c¢alismada dondurulmus spermalarin saklanmasinda, -152°C derin
dondurucularin, azot tanklarinda depolamaya bir alternatif olup olamayacagi
arastirilmistir. Farkli depolama kosullarinda saklanan spermalarin ¢6ziim sonu
laboratuvar analizleri yapilarak, dondurulmus spermanin Kkalitesinin saklama

kosullarina gore ne derece etkilendiginin ortaya konulmasi amaglanmustir.

Sekil 1.3. Sperma hiz1 degerlendirme (David ve ark., 1981).
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2. GEREC VE YONTEM

Calismada 40 adet holstein ve 40 adet simental irkina ait ithal spermalar
kullanildi. Dondurulmus spermalarin saklama kosullarini karsilastirmak i¢in her irka
ait ayn1 Uretim tarihli spermalar ikiye boliindii ve toplam 40 adet sperma -152°C
derecede bir hafta bekletildi. Ayn1 iiretim tarihli diger spermalar ise sivi nitrojen
tankinda depolandi. Daha sonra 4 gruba ait tiim spermalar 37°C su banyosunda 30
saniye bekletilerek ¢ozdiiriildii ve CASA sisteminde ¢6ziim sonu motilite, spermanin
kinetic parametreleri ve anormal spermatozoon degerleri agisindan incelemeye
alindi. Her gruba ait spermalarin motilite ve kinetik parametrelerinin
degerlendirilmesi i¢in bu gruplara ait ¢ozdiiriilen spermalardan 0.5 mikrolitre lam
tizerine damlatildiktan sonra lamel kapatilarak 1sitmali tabla entegreli CASA
sisteminde analizleri yapildi. Her bir gruba ait spermalarin anormal spermatozoa
oranmin degerlendirmesi igin sperma morfoloji kit’i (Sperm Blue®, Microptics®,
Spain) kullanildi. Inceleme Bilgisayarli Sperma Analiz Cihaz1 (CASA), Sperm Class
Analyzer (SCA® v.4.2)’da 151k mikroskobunda x 600’liik biiyiitmede yapildi. Her
gruba ait ¢ozdiiriilen payetlerden anormal spermatozoa incelemesi i¢in 10 pl sperma
bir lamin iizerine damlatilip froti ¢ekilerek kurutulmaya birakildi. Kurutulan preparat
yatay olarak boyama tepsisine yerlestirilerek {izerine fiksasyon soliisyonu damlatildi.
Preperat 10 dakika fiskse olmasi igin bekletildi. Daha sonra preparatin iizerinden
fiksasyon sivist dikkatlice uzaklastirilarak sperm blue ile 15 dakika boyamaya tabi
tutuldu. Siire sonunda sperm blue boyasi uzaklastirilarak lamel kapatildi. Hazirlanan
preparat CASA sisteminde en az 200 spermatozoa incelenecek sekilde

degerlendirildi.
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2.1. istatistiksel Analiz

Verilere iliskin tanimlayici istatistikler hesaplanmigtir. Olgiimler yoniinden
sicakliklar arasi farkliliklarin incelenmesinde paired sample t test kullanilmistir.
Verilerin degerlendirilmesinde p<0.05 kriterinden yararlanilmistir. Istatistik analizler

icin SPSS 14.01 paket programindan yararlanilmistir.

Sekil 2.1. Ultra-derin dondurucu (SANYO).
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* Hizli ilerici hareketlilik (tip a) * llerici olmayan hareketlilik (tip C)

Yavas ilerici hareketlilik (tip b ) * immotil

Sekil 2.2. Sperma motilite degerlendirmesi.
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3. BULGULAR

3.1.Sperma Motilitesi

-196°C'de dondurulmus ve saklanmis spermanin hareketi ve ilerleme hareketi
degerleri (%69.66, %37.61) -152°C'de depolanan degerlerden (% 54.54,% 28.72)
daha yiiksek bulundu (P <0.001).

Ayrica -196°C'de dondurulmus ve saklanmis spermanin i¢in VSL, VCL ve
VAP hizlarinin degerlerinin birbirine yakin oldugu gozlendi (55.94 +1.72,96.30
+1.43,71.08 £1.58), -152°C'de depolanan sperma i¢in ise hizlarin degerleri (53.76
+1.70, 93.33 £ 1.54, 67.44 £1.58) olarak tespit edildi. Hizlarin sayisal degerleri
ALH, BCF ve WOB’de ise her iki depolama sicakligi i¢in de ayn1 oldugu belirlendi
(3.39£0.076, 8.60 + 0.14, 73.68 £ 0.978) (Cizelge 3.2).

Bunun yani sira hiperaktif spermalarin yiizdesi sirasiyla % 30.79 ve% 25.61
olarak saptand1 (P <0.05) (Cizelge 3.1).

Kinetik (hareket) degerler arasinda istatistiksel bir fark olmadigi ve sayisal

degerlerin yakin oldugu gézlendi (P> 0.05).

3.2. Anormal Sperma

Anormal spermatozoa orani géz oniine alindiginda, sivi nitrojende depolanan
sperma icin % 32 ve -152°C'de derin dondurucuda saklanan sperma igin %45+

olarak saptandi (Sekil 3.1).
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Cizelge 3.1. -196°C'de dondurulmus ve saklanmig spermanin hareketi ve ilerleme

hareketi degerleri ve -152°C'de depolanan degerler.

Defisen Siakl ' Deger St;.e;;rta Std. sapma ’
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Normal (%) 67.75 “ p<0.001
\ e |

Sekil 3.1. Spermadaki morfolojik anormal degeri.

Deneyin sonuglarina bakildiginda derin dondurucuda depolandiktan sonra
spermanin bigimsel niteliklerinden bas, orta kisim ve kuyruk anormallik degerleri
sirayla (10.77 + 0.57,11.38 + 0.65,8.66 = 0.56) olarak kaydedilirken, spermatozoa
sivi nitrojende depoladiktan sonra degerler (8.61 + 0.56, 6.21 + 0.52,5.93 £ 0.48)
olarak kaydedildi.

Spermatozoonlarda gbzlemlenen, akrozoma ait anomaliler arasinda saklama
sicakliklari arasinda istatistiksel bir fark bulunmazken (p>0.05); sitoplazmik damlacik,
bas, orta kistm ve kuyruga bagli anomaliler -196°C’de saklanan spermalarda daha

duisiik ve istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0.001) (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. Dondurma igleminden bir hafta sonra boga i¢in elde edilen ¢6ziim sonu

spermatolojik parametreler.

Degiskenler

NORMAL152
NORMAL196
ANORMALL52

ANORMAL196
Akrozom-15?

Akrozom .19

Sitoplazmik Damlack -152
Sitoplazmik Damlacik -196
BAS -152
BAS -196
KUYRUK- 152
KUYRUK- 196
ORTA-KISIM -152
ORTA-KISIM -136
TEKKUSURLU - 152
TEK KUSURLU- 196
(OK-KUSURLU -152
COK-KUSURLU -196

E &E 8§ 8§ 8§ 8E &8 &E 8§ &8 &E§ 8E 8 &§ 8§ 858 8 8

Deger

0.5%4
0.678
0452
0.320
5,600
5.3
1813
6.250
10.775
8.613
11.388
6.213
8.663
5.938
20.275
14,600
23.838
17,525

Std. HATA

Deger

0.02
0.020
0.02
0.021
0.367
0.380
0417
0.489
0.570
0.569
0.653
0.528
0.562
0.483
1.094
0.970
1137
1222

Std. Sapma

0.137
0.14
0.138
0.131
23
2404
2638
3.093
3.604
3.59
4132
3338
3.556
3.09
6.922
6.134
119
1731

<0,001

<0,001

0.337

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001
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4. TARTISMA

Memelilerdeki spermay1 ¢ok diisiik sicakliklarda korumaya yonelik deneyler,
son yillarda ¢iftlik hayvanlarinda suni tohumlamanin pratik uygulamasi nedeniyle
biiyilk dikkat c¢ekmistir. Ayrica laboratuvarda yapilan spermalar ile ilgili
caligmalarin, diger memeli hiicreleri tarafindan saglanamayan bir¢ok avantaji vardir.
Ornegin, bircok farkli tiirdeki hayvandan sperma toplamak ve sperma hareketini
gozlemlemek nispeten kolaydir. Farkli kosullar altinda donma, erime ve
depolamanin neden oldugu hasar derecesini degerlendirmek igin sperma
hareketliliginin gozlemlenmesi isleminden elde edilen veriler bize sperma hakkinda

gerekli olan bilgiyi saglamasindan dolay1 6nemlidir.

Suni tohumlama biyoteknolojisinde boga spermasinin diisiik sicakliklarda
dondurulmas1 ve saklanmasi spermanin potansiyel fertilitesini olumsuz yonde
etkileyen onemli faktorlerdendir (Uzey ve ark., 2000). Hayvan hiicre ve dokularinin
kryoprezervasyonu sivi azota dayanikli tank ve dondurma makinelerinde
yapilmaktadir. Yasam bilimlerindeki teknolojilerin degisimi ile birlikte iki biiyiik
problem ortaya ¢ikmaktadir. Bunlardan ilki kontaminasyon riski ikincisi ise sivi azot
buhar1 bazli sistemlerdeki 90°C’ye varan 1s1 diisiis ve artiglaridir (Burden, 1999). Bu
nedenle, yapilacak yeni aragtirmalarda dondurma ve saklamada geleneksel
yontemlere alternatif olabilecek, onlarin komplikasyonlarini onleyebilecek yeni
yontemlerin arastirilmas1 ve geleneksel yontemin yerine kabul edilebilir yeni

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

Son yillarda {izerinde c¢alisilan ve spermaya uygulanan kuru dondurma
(desikasyon ve freeze-drying) gibi tekniklerin geleneksel yonteme olas1 bir alternatif
olabilecegi diistiniilmektedir (Holt, 1997, Ward ve ark., 2003). Ancak, bir bagka

secenek, -152°C gibi diisiik sicakliklara kadar inebilen ve bu sekilde sivi azotun -
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196°C’lik sicakligindan ¢ok da uzak olmayan derin dondurucularin kullanimi olarak

bildirilmektedir (Medrano ve ark., 2002).

Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada ise -80°C'de bir ay boyunca saklanan

spermanin sivi azotta depolananlar ile benzer sonuglar verdigi goézlemlenmistir
(Buranaamnuay ve ark., 2016). Bahsedilen ¢alismanin sonuglari bu calismada elde

edilen sonuglardan farklilik gostermektedir. Ultra dondurucuda -152 derecede
depolama sonuglari ile s1v1 azotta depolama sonuglariin farkli ¢ikmasinin sebebinin
depolama siiresinin degismesi oldugu bulunmustur. Canli viicut dogurganlik testine
gore, disilerde tohumlama sonrasi gebelik oranlari, -196 santigrat ve kuru buzda -79
santigrat sivi azotla depolanmis spermalar kullanildigindaki oranlar ile benzer
bulunmustur (Larson ve Graham, 1958; Macpherson, 1960). Bu ¢alismada kullanilan
-152 santigratta ise -196 santigratta elde edilen oranlardan farkli oranlar
gozlemlenmistir. Derin dondurucuda depolanan sperma oraninin parametrelerinde
(Hareketlilik ve morfolojik o6zellikler) sivi azota gore azalmalar goriildd, bu
azalmaya neden olan etmenlerin, her iki ¢alismada kullanilan hayvan tiirlinlin ve

depolama siiresinin farkliligindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.

Bu amagla, geleneksel dondurma ve depolama yontemlerine alternatif
kullanilabilecek yeni yontemler aramak ve geleneksel yontemlerin yerine yeni
teknolojileri gelistirmek istenmektadir (Alamo, 2005). Son yillarda spermalara
uygulanan kuru dondurma (kurutma ve dondurarak kurutma) gibi tekniklerin
geleneksel yonteme alternatif olabilecegi disiiniilmektedir (Holt, 1997 ve Ward,
2003). -152°C gibi diisiik sicakliklara kadar inebilen derin dondurucular geleneksel
yonteme alternatif bir secenek olarak sunulmustur (Medrano ve ark., 2002). Bu
dondurucular siv1 azotun -196°C’lik sicakligina ¢okta uzak olmayan donduruculardir.
Bu tip dondurmanin uzun vadeli bir sperma bankas1 olarak veya kisa stireli bir depo
olarak kullanilip kullanilamayacagin1 gérmek ic¢in uzun siireli kriyokonservasyonu

incelemek gerekmektedir.
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Iki farkli bogadan farkl: tarihlerde toplanip 2012 ile 2014 yillar1 arasinda sivi
azotta dondurulmus sonra ultra dondurucu buzdolabinda saklanan sperma
numuneleri {izerinde yapilan bu c¢alismada -152°C’de depolanan spermanin
hareketliligi, bicimsel nitelikleri ve i¢indeki normal ve anormal sperma oranlari
arastirilip degerlendirilmistir. Calismada -152°C’de depolanan spermanin hareketlilik
orani %54.54 + 2.24 olarak bulunmustur. Bu oran Yavas ile Daskin (2012)’1n yaptigi
arastirmada dort protokolde elde edilen hareketlilik oranina (%55) ve Batista ve ark.,
(2006)’n1n -152°C’de ti¢ farkl siire (60 giin,120 giin, 365 giin) i¢inde depoladiktan
sonra buldugu orana da yakindir (%57-75). Ancak bu calismada bulunan oran
Medrano ve ark., (2002)’nun -150°C’de yaptig1 iki giinlik ve iki aylik depolama
sonrast elde ettigi oranlardan (swrasiyla %33, %44.8) farklidir. Bu deneydeki
degerlerde gozlenen diisiisiin sebebi, depolama siiresinin ve kabul edilen sicakligin (-
150°C'deki Madirano ¢aligmasinda kabul edilen depolama derecesine yakin olmasina

ragmen) farkli olmasindan kaynaklanmaktadir.

-196°C'de dondurulmus ve saklanmis sperma i¢in VSL, VCL ve VAP
hizlarinin degerleri sirayla (55.94 + 1.72, 96.30 +1.43, 71.08 +1.58) olarak
bulunmugtur. -152°C'de depolandiginda hizlarin degerlerinin azaldigi (53.76 +1.70,
93.33 + 154, 67.44 =+1.58) ve azalma sebebinin de depolama sicakliginin

artmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Hizlarin sayisal degerleri ALH, PCV ve WOP’de ise her iki depolama
sicakligi i¢in de benzer bulundu (3.39 + - 8.60 + — 73.68%).

Iki farkli 1s1da (ultra dondurucu -152°C, s1v1 azot -196°C) depolanan sperma
tizerinde yapilan bu ¢alismada anormal spermalarin oraninin ultra dondurucuda (-
152°C) depolandiktan sonra %13 artis oldugunu gdéstermistir (sivi nitrojende orani
%32 £ 0.02, ultra dondurucuda oran1 %45 £ 0.02). Bu artisin sebebi de depolama

esnasinda alinan numunelerin sicakliginin artmasindan kaynaklanmaktadir.

26



Sperma anormalligi acisindan karsilastirildigi zaman bu aragtirmada elde
edilen sonuclar Medrano ve ark., (2002)’nun kegi spermasi tizerinde yaptigi ¢alisma
sonuglarina yakin bulunmustur. Medrano ve ark., (2002)’nun kegi {izerinde yaptigi
caligmasinda sperma -152°C’de iki giin depoladiginda spermanin anormallik orani
%46 ve aynmi sicaklikta iki ay (60 giin) depoladiginda ise %45’c ulastigi
gozlemlenmistir (Medrano ve ark., 2002). Bu c¢alismanin sonuglari daha once
bahsedilen dort farkli protokolde arastirma yapan Yavas ile Daskin (2012)’in elde
ettigi sonuglardan farklidir. Yavas 1le Daskin ¢alismalarinda spermayi 3 siire (1 hafta
— 2 ay — 6 ay) icinde depoladiktan sonra anormalligin oran1 %19 ile %22 arasinda yer
almistir. Bu farkliligin sebebi ise iki ¢alisma arasindaki uygulanan depolama suresi

farklikligindan kaynaklanmaktadir.

Calismada ortaya ¢ikan anormallik, 5 kopek tizerinde 3 farkl siire i¢inde (2
ay-4 ay-1 yil) aym depolama sicakliginda (-152°C) Batista tarafindan yapilan calisma
(anormallik %9.7 ile %10 arasinda yer aldi) sonuglara gére ¢ok daha yiiksektir. Bu
farkliligin sebebi de ¢aligmanin uygulandigi hayvanin farkli olmasi ya da depolama

siresinin uzun olmasi olarak agiklanabilir.

Yapilan deneyin sonuglarina bakilirsa ultra dondurucuda depolandiktan sonra
spermanin bi¢imsel niteliklerinden basin uzunlugu, orta parca ve kuyruk degerleri
sirayla (10.77-11.38-8.66) olarak kaydedilirken sperma siv1 nitrojende depoladiktan
sonra degerler (8.61-6.21-5.93) olarak kaydedildi.

Akrozoma ait bozukluk oranlarinin ise her iki depolama metodunda birbirine
yakin oldugu (Cizelge 3.2) saptanmistir. Sperma organellerindeki anormalligin artis

sebebi sicaklik derecesindeki 44 derecelik fark ile agiklanabilir.

Bugiline kadar spermanin sivi azot i¢inde donmus ve -152°C ‘’de

depolanmasini aragtiran herhangi bir bilimsel bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu
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acidan bu konu ile ilgili yapilan tek arastirmanin bu oldugu sodylenebilir. Ancak -
152°C’de sogutma, donma ve saklamaya sahip bir buzdolabinin kullanildig1, bogalar
iizerinde benzer bir arastirma yapilmuistir (Yavas ve Daskin, 2012). Istatistiksel
analize gore bogalarda, dort grup arasinda sperma parametreleri agisindan biiytik fark
yoktur. Ayrica, donma donemleri arasinda gruplar arasinda anlamli bir farkin
olmadigi ve sperma harcketlerinde azalma, 6lii ve anormal spermalarda artis
olmadig goériilmiistiir. Calismada 6 ay boyunca spermayi1 dondurmak ve saklamak
icin -152°C'lik bir dondurucu kullanmanin sivi nitrojen igin uygun bir alternatif
oldugu ve bogalarin spermalarmin derin dondurucuda dondurulmasi ve depolanmasi

icin ideal bir ortam sagladig1 tespit eedilmistir (Yavas ve Dasgkin, 2012).
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alisma, donmus spermanin -196°C'de saklanmasina bir alternatif olarak -

152°C’deki dondurucularin kullanimini degerlendirmek i¢in yapilmaistir.

Dondurulmus boga spermalart genellikle -196°C'de sivi azotta
depolanmaktadir. Sperma depolanmasinda sivi azot kullanimi basitligi ve mekanik
giivenilirligine ragmen, sivi azot bazl sistemler, sicaklik degisimleri, diizenli azot
destegine ihtiya¢ duyulmasi, numunelerin yiiksek maliyeti olmasi ve kontaminasyon
gibi problemlere sahiptir. Boylece, geleneksel teknik komplikasyonlardan kaginmak

icin alternatifler bulmaya ihtiyag¢ vardir.

Bu arasgtirma kapsaminda farkli giinlerde iki bogadan toplam 80 payet

toplanmis ve ayni giinde toplanan spermalar iki farkli gruba ayrilmistir.

Calismanin deney grubunun spermalari bir hafta boyunca -152°C'de ve
kontrol grubunun spermalar ise geleneksel sekilde -196°C'de saklanmistir. Deney
sliresinin sonunda donmus sperma, 30 saniye boyunca 37°C buhar banyosunda -
196°C ve -152°C derecede ¢ozdiiriilmiistiir. Sonrasinda CASA sistemi kullanilarak

sperma parametreleri incelenmistir.

Daha sonra her iki 1s1 derecesindeki depolama sonuglarina gore spermatozoa
sekil, hareket, ilerici hareket, asamali ve hareket parametrelerine gore

karsilastirilmistir.

Derin dondurucuda -152°C'de depolanan sperma degerlerinin -196'da sivi
nitrojende depolanmis sperma degerleriyle farklilik gosterdikleri goriilmiistiir.
Donmus boga spermalarinin derin dondurucularda depolanmasi ve ¢ozdiiriilmesi

sonrast kullanilabilir limitlerde oldugu belirlenmistir.
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OZET

Dondurulmus Boga Spermasimin Saklanmasi: Depolamada Sivi Nitrojene Bir
Alternatif Olarak -152 °C Ultra Dondurucularin Kullaniminin Arastirilmasi.

Bu calismanin amaci, dondurulmus spermanin -152 ° C derin dondurucuda sivi azot
icinde depolanmasinin geleneksel yontemlerde kullanilan depolama yontemine alternatif bir
¢Oziim olup olmayacaginin arastirilmasidir.

Farkli giinlerde iki bogadan toplam 80 payet toplandi. Aymi gilinde toplanan
spermalar iki farkli gruba ayrildi. Calismanin deney grubu bir hafta boyunca -152 ° C'de
saklanan spermadan ve kontrol grubu da geleneksel sekilde -196 ° C'de saklanmig
spermalardan olusturuldu. Deney siiresinin sonunda donmus sperma, 30 saniye boyunca 37 °©
C buhar banyosunda -196 ° C ve -152 ° C sicaklik derecelerinde ¢6zdiiriildii. Sonra CASA
sistemi kullanilarak spermanin hareketsel parametreleri ve morfolojik 6zelikleri incelendi.

CASA sistemi kullanilarak yapilan degerlendirmenin sonucunda, -196 ° C'de
dondurulmus ve saklanmis spermanin hareketi ve ilerleme hareketi (%69.66, %37.61) -152 °
Cde (% 54.54,% 28.72) depolanan degerlerden daha yiiksek bulundu (p <0.001).
Hiperaktiviteye sahip spermalarin yiizdesi sirasiyla % 30.79 ve % 25.61 (p <0.05) olarak
saptandi. Kinetik (hareket) degerler arasinda istatistiksel bir fark olmadigi ve sayisal
degerlere yakin oldugu goruldi (P> 0.05). Anormal sperma orani géz ontine alindiginda, sivi
nitrojende depolanan sperm igin % 32 ve -152°C'de buzdolabinda saklanan spermanin %45
oldugu saptandi.

Sperma degerlendirilmesinden sonra alinan verilerin istatistiksel analizi sonucunda, -
152°C derin dondurucuda depolanan spermalarin ¢éziim sonu spermatolojik parametrelerinin
kabul edilebilir araliklarda oldugu saptandi.

Anahtar Sozciikler: Boga spermasi, 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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