Harran Univ Vet Fak Derg, 3(2) 84-88; 2014 Arastirma Makalesi

Degisik Ozmotik Basing Diizeyleri ve Kryoprotektif Maddelerin ivesi Kog

Spermasi Uzerine Etkisi

ibrahim Halil AGAS !, Omer VARISLI %, Nafiz YURDAYDIN 3
1Tiirkiye Jokey Kuliibii Sanhurfa Asim istasyonu, Sanliurfa, Tiirkiye.

2Kirikkale Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Kirikkale, Tiirkiye.
3Harran Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali, Sanhurfa, Tiirkiye.

Gelis Tarihi:15.10.2014 Kabul Tarihi:18.12.2014

Ozet: Ginimizde koyunlarda dondurulmus sperma ile yapilan tohumlamalardan vyeterli oranda fertilite elde
edilememektedir. Dondurma islemi esnasinda spermatozoa degisik oranlarda ozmotik basing ve Isi stresine maruz kalir.
Spermatozoa Uzerinde olusan bu olumsuz etkilerin azaltilmasi igin dondurma metotlari ve yeni sulandiricilar
denenmektedir. Bu calismanin amaci, anizo-ozmotik ortam ve kryoprotektanlarin ivesi spermatozoonlari Uzerine olan
etkisini motilite, membran ve akrozom butiinligl yoninden degerlendirmektir. Sunulan arastirmada; ciftlesme sezonu
icerisinde olan iki adet ivesi kogtan suni vajen yontemiyle alinan ejakilatlar birlestirilip kullanildi. Calisma iki asamadan
olusmaktadir. Birinci asamada; sperma 75, 150, 225, 325, 425, 600 ve 900+5 miliosmollik (mOsm)/kg stikroz soltisyonuna 5
dakika maruz birakilip yeniden izo-ozmotik duruma getirildi. ikinci asamada, sperma 0.5, 1.0 ve 1.5 M gliserol (Gly),
dimetilsulfoksid (DMSO), etilen glikol (EG) ve propilen glikol (PG) igeren sollisyonlara 5 dakika maruz birakilip yeniden izo-
ozmotik duruma getirildi. Spermalar motilite, membran ve akrozom bitiinligld yoninden degerlendirildi. Kog
spermatozoonlarinin motilitesi, izo-ozmotik olmayan stres faktérlerinden 6nemli derecede etkilendi (P<0.05). Genel olarak
spermatozoa akrozom butlUnligini izo-ozmotik olmayan ortamdan etkilenmezken, 75 mOsm’lik sikroz sollisyonu
akrozom butlinliginu 6nemli oranda duslrdii. Kryoprotektanlarin spermaya eklenmesi ve uzaklastiriimasi motilite ve
akzorom biitiinligini (0.5 M Gly harig) dnemli derecede etkiledi (P<0.05). Sonug olarak, ivesi kog spermasinin gesitli stres
faktorlerinden degisik 6lglide etkilendigi gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: ivesi, kryoprotektan, ozmotik tolerans, spermatozoon

Effects of various osmotic pressure levels and cryoprodective agents (CAPs) on Awassi Ram

Spermatozoa

Abstract: Effective ram sperm cryopreservation protocols, which would yield acceptable fertility rates following artificial
insemination (Al) in ewes, are currently lacking. During the process of cryopreservation, spermatozoa are exposed to
osmotic pressure and heat stress at different rates. To reduce these negative effects on spermatozoa, new freezing
methods and extenders are being tried to develop. The objectives of the current studies are to compare the effects of
various anisoosmatic conditions, cryoprotective agents (CAPs) on the motility, acrosome and membrane integrity of Awassi
sperm. In the mating season, the sperm was collected from 2 Awassi ram than has been mixed and used. Two experiments
were conducted. In experiment 1, the sperm was exposed to 75, 150, 225, 325, 425, 600 and 9005 mOsm/kg sucrose
solutions, held for 5 min and then returned to isosmotic condition. In experiment 2, the sperm was exposed to 0.5, 1.0 and
1.5 M glycerol (Gly), dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol (EG) and propylene glycol (PG) for 5 min and then returned
to isosmotic condition. The sperm was evaluated by microscopic assessment of the sperm motility, acrosome and
membrane integrity. The motility of ram sperm was significantly affected from anisosmotic stress (P<0.05). While
anisosmotic stress had no effects on acrosomal integrity of ram sperm, there was a significant reduction in acrosomal
integrity for ram sperm after the addition and removal of a 75 mOsm sucrose solution. The abrupt addition and removal of
cryoprotectant had effect on the motility and acrosomal integrity of epididymal ram sperm (P<0.05). There was a decrease
in acrosomal integrity for ram sperm after exposure to cryoprotectant (P<0.05) except 0.5 M Gly (P>0.05). In conclusion,
the current data suggest that ram sperm was affected by cryobiologiably stress conditions at different rates.

Keywords: Awassi, cryoprotectans, osmotic tolerance, sperm

Giris

Koyun yetistiriciligi ve suni tohumlama edilebildigini bildirmislerdir (Salamon ve Maxwell,
uygulamalarinin  yaygin oldugu Avusturalya’da 2000; Windsor ve ark., 1994). Kog¢ spermasinin
yapilan ¢alismalar, dondurulmus sperma ile dondurulmasi igin yapilan ¢alismalarin blylk kismi
intrauterin olarak tohumlanan koyunlarda %48, boga spermasinda kullanilan yontemlerin
trans-servikal ~ tohumlamada %32,  servikal koyunlara aktarilmasi seklinde olmasina ragmen
tohumlamada ise %9’luk gebelik orani elde istenen basari elde edilememistir. Koyunda
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dondurulmus spermayla yapilan tohumlama
sonrasi fertilite oranlarinin sigirdakine kiyasla
oldukga disiik olmasi, erkege ve disiye ait degisik
faktoérlerden  kaynaklanmaktadir.  Erkege ait
faktorlerin basinda spermanin donma hasarina
karsi hassasiyeti gelir (Salamon ve Maxwell, 2000;
Johnson ve ark., 2000).

Spermatozoa membraninin fosfolipid
kompozisyonu, sivi gegirgenligi, lipit faz transisyon
1sisi, Na-K-ATPaz aktivitesi, su ve iyon kanallarinin
ozellikleri turlere gore farklihk gosterdiginden
spermatozoalarin donmaya karsi direngleri de
turlere gore farkhdir (Si ve ark., 2006). Bu
farkliiklar spermanin ozmotik stres ve donmaya
karsi verdigi cevabi da etkilediginden, sperma
dondurma islemleri tir ve irklara goére degiskenlik
gosterebilmektedir. Ancak bu farkliliklara ragmen
dondurma esnasinda spermatozoonlarin benzer
fiziksel ve kimyasal streslere maruz kalmasi,
dondurma isleminin tlr bazinda basarisini
etkilemektedir (Purdy, 2006; Waterhouse ve ark.,
2006). Sulandiriciyla temasa gegen spermatozoa
baslangicta blzasur, sonra gecirgen
kryoprotektanlarin hiicre igerisine girmesiyle eski
haline déner. Dondurma islemi sirasinda ise hiicre
ici suyun, hiicre disina ¢ikmasi sonucu yeniden
blzusir (Wodd ve ark., 2000). Tim bu degisimler
hiucre lzerinde farkli derecelerde stres olusturur.
Spermatozoanin dondurma-¢ézdiirme sonrasinda
hayatta kalabilmesi, s6z konusu degisimlere karsi
gosterecegi dirence baglidir (Songsasen ve ark.,
2002). Dondurma islemi esnasinda meydana gelen
ozmotik degisimler spermatozoalarda o6lumciil
hasarlara yol agabilir (Li ve ark., 2010; Gao ve ark.,
1993). Boga, kog, kopek, maymun, insan ve
ratlarda yapilan g¢alismalarda, sulandirici  ve
kryoprotektanlarin spermatozoa Uzerinde
olusturdugu ozmotik stres ve buna bagh olarak
ozmotik gitven araliklarinin farkhlik gosterdigi
goralmustar (Awad, 2011; Varisli ve ark., 2009;
Strzezek ve Fraser, 2009; Rutllant ve ark., 2003;
Gao ve ark., 1993; Chen ve ark. 2011). Bu
calismanin amaci, ivesi spermasi icin ozmotik ve
kryoprotektan glven araliklarinin tespitidir.

Materyal ve Metot

Calismada, Harran Universitesi Dé&ner
Sermaye isletme MUdirligli  Ziraat-Veteriner
Subesi Arastirma Uygulama Ciftliginde bulunan 2
adet ivesi kog¢ kullanildi. Sperma ¢iftlesme
doneminde bulunan koglardan sun’i vajen
yontemiyle alinip bir saat igerisinde kullanildi.
Alinan spermalar birlestirildi ve nativ motilitesi,
membran bitinligd %70’in Uzerinde bulunanlar
kullanildi. Nativ spermada baslica spermatolojik

ozelliklerden; miktar, motilite, yogunluk, membran
ve akrozom bitiinligi ile pH degerlendirildi.

Ozmotik Stresin Etkisi: 1.5 ml'lik santrifij
tuplerine 10 ul nativ sperma konup Uzerine, 150 pl
degisik ozmotik basingtaki (75, 150, 225, 325, 425,
600, 900+ 5 mOsm/kg olan siikroz) soliisyon
eklendi, 5 dk bekletildikten sonra ortam izo-
ozmotik ortama gelmesi igin, dnceden tespit edilen
miktarda The Dulbecco’s phosphate-buffered
saline (DPBS) ilave edildi. islem sonrasi sperma
motilite, membran ve akrozom butunligu
yoniinden degerlendirildi. Yapilan bu c¢alisma alti
tekrardan olusmustur.

Kryoprotektanlarin Etkisi: 0.5, 1.0 ve 1.5 M
kryoprotektanlar DPBS igerisinde hazirlandi. 1.5
ml’lik santriftij tUplerine 10 pl sperma konup
Gzerine 250 ul 0.5, 1 ve 1,5 M olarak hazirlanan
Gly, DMSO, EG, PG iceren sollisyonlar eklendi. 5 dk
bekletildikten sonra ortam izo-ozmotik ortama
gelmesi i¢in, 6nceden tespit edilen miktarda DPBS
ilave edildi. islem sonrasi sperma motilite,
membran ve akrozom bitUnlGghd yoninden
degerlendirildi.

Spermanin Degerlendirilmesi:

Motilite Muayenesi: Motilite muayenesi 1sitma
tablah faz-kontras mikroskopta yapildi.

Akrozom Muayenesi: Boyamada, Alexa Fluor-
488-PNA (peanut agglutinin) conjugate (Molecular
Probes, Eugene, OR, USA) boyasi ve OLYMPUS
BX51 mikroskopu kullanildi. 3 pl sperma lam
Gzerine yayildiktan sonra kurutuldu ve 100 ul
absolute metanol ile yikanip, kullanilincaya kadar -
20°C'de saklandi. Lamelin boyanacak kisminin
(kicik madeni para buylkliginde) altini cam
kalemi ile isaretlenip, isaretli kisma 200 pl (10 pg
Alexa Fluor-488-PNA iceriyor) boya eklenip 1sik
almayan bir kutuya vyerlestirildi. Kutu isitma
tablasinin Gzerine konarak 30 dk inklbe edildi. 30
dk sonunda boyanin Ust kismi PBS sollisyonunu ile
nazikce yikanarak fazla boyanin akmasi saglandi.
Yeniden 30 dk isitma tablasi tGizerinde inkiibe edildi.
Daha sonra sayim vyapildi. Spermatozoanin
akrozom kismi homojen yesil renk verenler saglam,
vermeyen veya hasarli verenler ise hasarli olarak
kabul edildi. Her bir o6rnek icin 100 adet
spermatozoon sayildi (Varisli ve ark., 2009).

Membran Biitiinligli Muayenesi: Boyama
islemi icin OLYMPUS BX51 fluoresan mikroskop ve
Propidium iodide (PI)/SYBR-14 viability kit
(invitrogen) kullanildi. 1- 5x108/ml sperma icerecek
sekilde 0,5 ml sperma ependorf tiplerine kondu ve
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lizerine 6nce toplam 1puM iceren 5 ul SYBR-14
eklenip 10 dk beklendi daha sonra, 5 uM igeren 2
ul Pl eklenip 5 dk daha sonra, lam lzerine 3 pl
ornek konup zeri lamel kapatilip 100 spermatozoa
sayildi. Pl ile boyanip ve kirmizi flourasan yayanlar
olii. SYBR-14 ile boyanip ve yesil flourasan yayanlar
canh olarak kabul edildi (Varisli ve ark., 2009).

Bulgular

Calisma iki ana bolimden olusmustur. Birinci
kissmda ozmotik stresin, ikinci kisimda ise
kryoprotektanlarin sperm parametrelerine etkisi
degerlendirilmistir. Ozmotik gliven arahgl 325-225
mOsm arasinda tespit edilmistir (Tablo 1). Bu

degerlerin altinda ve Ustliinde olmasina bagh olarak
ozmotik basincin 6nemli oranda motilite ve
membran butiinlGgliine zarar verdigi saptanmistir
(P<0.05). En disik motilite ve membran bitunligiu
75 ve 900 mOsm’larda tespit edilmistir. Ancak
ve kryoprotektanlarin sperma Uzerine etkisi tek akrozom bitiinligiine ozmotik basincin kontrol
yonlu varyans analizi (ANOVA) uygulanarak yapildi. grubuna gore istatistiki 6nemde bir etkisinin

Farkhhgin hangi gruplar arasinda oldugu ise Tukey olmadigi gézlenmistir. Motilite ve membran
testi ile belirlenmistir. Spermatolojik testler arasi

korelasyonun tespiti amaci ile Spearman
korelasyon testi kullanilmistir. Calismada elde
edilen verilerin ortalama degerleri ve standart
sapmalari tespit edilmis, P<0.05 istatistiksel olarak
anlamh fark kabul edilmistir.

istatistiki Analiz

istatistiksel degerlendirmeler icin SPSS 13.5
istatistik programi kullanildi. Degisik ozmotik ortam

bitlnligl testlerinin pozitif yonde bir korelasyon
olusturdugu saptanmistir.

Tablo 1. Ozmotik stresin sperm motilite, membran bitlnligi ve akrozom Uzerine etkisi.

Gruplar Motilite (%) Membran bitiinligi (%) Akrozom Hasari (%)
Kontrol 79.043.2d 82.3+1.9¢ 12.7+1.12b

75 mOsm 3.7+0.62 10.1+1.7°2 11.2+1.32

150 mOsm 21.7+3.1b 23.7+3.2b 14.0+1.52b

225 mOsm 71.743.1d 66.5+3.84 14.0+1.22b

325 mOsm 75.0+2.2d 71.342.2de 17.0+1.62P

425 mOsm 56.7+3.3¢ 52.5+2.3¢ 16.5+1.92b

600 mOsm 24.2+2.7P 23.3+3.6P 18.3+2.1b

900 mOsm 4.,1+0.52 9.7+0.82 19.2+1.1b
istatistiki 5nem * * *

Veriler, ortalama deger +SEM dir.
adAyn siitundaki farkli harfler, istatistiki farklilik gostermektedir (P<0.05) .
* P<0.05 Grup ortalamalari arasindaki fark 6nemlidir.

Tablo 2. Degisik kryoprotentan ve oranlarinin sperm motilite, membran bitiinlGgu ve akrozom (zerine etkisi.

Gruplar Motilite (%) Membran bitiinligi (%) Akrozom Hasari (%)
Kontrol 79.0+3.2d 79.3+£3.0¢ 12.7+1.12
0.5Gly 78.3+3.1d 72.0£2.9¢ 13.0+1.72
1.0 Gly 60.8+4.2bc 61.2+4.8bc 14.2+1.3bc
1.5Gly 19.1+3.7° 23.314 .42 18.2+0.9bc
0.5 DMSO 71.7+1.7bcd 68.8+3.4bc 14.3+1.2bc
1.0 DMSO 67.5+3.6bcd 69.814.7°¢ 16.8+0.9bc
1.5 DMSO 56.7+3.6° 50.8+3.7° 20.3+0.9b
0.5EG 78.3+3.1d 70.3%£2.5¢ 14.7+1.2bc
1.0 EG 75.042.2d 76.5+3.2¢ 16.5+1.4bc
1.5EG 71.7+3.1bcd 73.0+3.0¢ 20.5+1.6P
0.5PG 71.7+4.0bcd 65.0+4.2bc 17.0+1.4bc
1.0 PG 75.8+2.7<d 76.0%2.3¢ 16.0+1.9bc
1.5 PG 70.0+4.5bcd 70.146.2¢ 19.1+1.8bc
istatistiki 5nem * * *

Veriler, ortalama deger +SEM dir.
adAyni siitundaki farkli harfler, istatistiki farklilik géstermektedir (P<0.05).
* P<0.05 Grup ortalamalari arasindaki fark onemlidir.

oldugu saptanmistir. 0.5 M oraninda kullanilan
kryoprotektanlarin spermaya istatistiki onemde bir

Kryoprotektanlarin ~ kimyasal  yapisi  ve
dozlarininin sperm lizerine degisik oranda etkisi
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zarar vermedigi saptanmistir. 1.0 M oraninda
kryoprotektan kullanildiginda ise, sadece gliserol
onemli oranda motiliteyi etkilemistir. Spermaya 1.5
M kryoprotektan olarak eklenen Gliserol ve DMSO
motiliteyi dusirmistir. EG ve PG 0.5-1.5 M
arasinda bir olumsuzluga yol a¢madigl tespit
edilmistir (Tablo 2). Membran butinlGgu motilite
ile benzer bicimde stres faktorlerinden etkilendigi
saptanmistir. Akrozom butinlGginiin motilite ve
membran batanluginden farkh olarak
kryoprotektanlarin oranina bagli olmadan 6nemli
derecede hasar gordlgi tespit edilmistir. Veriler
motilite ve membran biitinlGginin kryoprotektan
dozu ve tiriine bagh olarak etkilenirken, akrozom
batunligunin 0.5 M gliserol harig, tim
kryoprotektanlardan etkilendigi tespit edilmistir.

Tartisma ve Sonug

Kog spermasinin basarili bicimde
dondurulmasi kiictk hayvan yetistiriciligi
sektoriinlin gelismesi bakimindan 6nemli katki
saglayacaktir. Ancak glinimuzde sigirlarda oldugu
gibi kog¢ spermasini dondurma ve dondurulmus
sperma ile suni tohumlama konusunda ciddi
sorunlar mevcuttur. Bu nedenle kog¢ spermasi
lizerine daha ¢ok arastirmaya ihtiya¢ vardir. Bu
bakimdan distuk sicakhk, ozmotik stres ve
kryoprotektif kimyasallarin dondurma sirasinda
spermatozoa Uzerine etkisinin ortaya konmasi ve
kullaniimasi, dondurma protokollerinin
gelistiriimesi bakimindan 6nemlidir (Salamon ve
Maxwell 2000; Johnson ve ark., 2000; Duncan ve
Watson 1992).

Sunulan arastirmada, Ivesi ko¢ spermasi igin
ozmotik gliven araliginin 325-225 mOsm arasinda
oldugu tespit edilmistir (Tablo 1). Soliisyonlarin bu
degerlerin altinda ve ustiinde olmasi ozmotik
basincin 6nemli oranda motilite ve membran
bitinlugine zarar verdigi saptanmistir (p<0.05). En
disik motilite ve membran bitinlGgl 75 ve 900
mOsm’larda olan soliisyonlarda tespit edilmistir.
Ancak akrozom bitinligline ozmotik basincin
kontrol grubuna goére istatistiki 6nemde bir
etkisinin olmadig1 gézlenmistir. Farkh bir koyun irki
kullanilarak yapilan ¢alismada 225 mOsm’lik
hipotonik soliisyonlarda motilite kaybi gozlenmeye
baslandigi bildirilmistir (Varisli ve ark., 2009).
Sigirlarda da bu kayiplarin 270 mOsm’den asagida
gerceklestigi saptanmistir (Guthrie ve ark., 2002).
Sunulan arastirmada hipertonik ortamin motilite
lizerindeki olumsuz etkisi 425 mOsm’de baslarken,
sigirlarda 360 mOsm’de (Guthrie ve ark., 2002)
kopeklerde (Sangsasen ve ark.,) ise 500 mOsm’da
basladigi bildirilmistir. Varisli ve ark., (2009) kog
epididimal ve ejakulat spermasinin ozmotik strese
kargi benzer tepki verdigi, 900 ve 1200 mOsm

sonrasi spermada motilitenin tamamen bittigi, 600
mOsm’da ise motilitenin 6nemli oranda azaldigini
bildirmislerdir.

Bu calismada ozmotik stresin spermatozoa
akrozom bitinligu Gzerine, kontrol grubuna gore,
istatistiki 6nemde bir etkisi tespit edilememistir
(Tablo 1). Sadece 75 mOsm’lilk ozmotik ortam ile
600 ve 900 mOsm arasinda bir fark gézlemlenmistir
(p<0.05). Varisli ve ark., (2009) benzer bigcimde
ejakulat spermada degisik ozmotik ortamlarin
akzorom membrani lzerine etkisini tespit
edemezken, epididimal spermada 75 mOsm’lik
ozmotik ortamin istatistiki dnemde bir etkisinin
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu farklihgin
membran fosfo-lipid yapisindaki degisikliklerden
kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

Sunulan arastirmada, genel olarak
kryoprotektanlarin  motilite Uzerine istatistiki
onemde bir etkisi saptanmamistir. Sadece Gliserol
1 M ve Uzeri, DMSQO’da ise 1.5 M’lik oranlarda
kullanildiginda motilite Uzerine istatistiki 6nemde
zararl etkisi tespit edilmistir. 0.5-1.5 M oraninda
kullanilan EG ve PG’nin bir olumsuz etkisi tespit
edilememistir (Tablo 2). Sunulan arastirma ile
benzer bigcimde bir sonug bildiren Varisli ve ark.,
(2009); ¢alismalarinda kog spermasi
dondurulmasinda kullanilan 1M Gliserol, DMSO ve
Etilen Glikol (EG)'in hiicre igine girip c¢ikarken
verdigi hasar, onemli bir motilite kaybi
olusturmadigini belirtmislerdir. Sigirlarda yapilan
diger bir ¢alismada; 1M Gliserol, DMSO ve Etilen
Glikol (EG)’in sirasiyla %31, %90 ve %6 oraninda
motilite kayiplarina yol agtigi belirtilmistir (Awad,
2011). Kryoprotektanlardan EG, aygir spermasi igin
en fazla toksik etkiye sahip iken (Ball ve ark., 2011),
sigirlarda ve kopekte DMSO daha toksik etki
gbstermektedir (Guthrie ve ark., 2002; Songsasen
ve ark., 2002). Diger taraftan kryoprotektanlarin
olusturdugu toksik etkinin sekli de hayvan tirlerine
gore farkhhk gostermektedir. Ornegin,
kryoprotektanlarin képek (Songsasen ve ark., 2002)
ve maymun (Rutllant ve ark., 2003) spermalarinda
olusturdugu toksik etki daha c¢ok motilite kaybi
seklindeyken rat spermalarinda akrozom
butlnlGgu kaybi seklinde karsimiza ¢ikmaktadir (Si
ve ark., 2006). Yukardaki calismalar goz Onilinde
tutuldugunda, dondurma isleminde kullanilacak
sulandirici, katki maddesi ve kryoprotektanlarin
tire 0Ozgli olarak degerlendirilerek kombine
edilmesi gerektigi gorilmektedir.

Bu calismada; akrozom bitinlGgiiniin motilite
ve membran bitlinlGginden  farkhh  olarak
kryoprotektanlarin oranina bagli olmadan 6nemli
derecede hasar gordiGgl tespit edilmistir. Veriler,
motilite ve membran bitlinlGginin kryoprotektan
dozu ve tiriine bagh olarak etkilenirken, akrozom
bitlnliginin 0.5 M gliserol haric tim
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kryoprotektanlardan etkilendigi tespit edilmistir.
Varisli ve ark., (2009) kryoprotektanlarin kog
epididimal ve ejakulat spermanin akrozom
bltlunligu Gzerine kryoprotektanlarin bir etkisinin
olmadigini bildirmistir. Bu iki galisma arasindaki
farklihk,  kullanilan  koglarin  bireysel, irksal
farklihklarindan ve akrozom biitlinliigi tespitinde
kullanilan  testin  siniflandirma  farkhhklarindan
kaynaklanmis olabilir. Ancak, her iki ¢alismada da
saglam akrozom oraninin %75-95 bandinda olmasi,
olusan farkliligin kullanilan akrozom butlnlGga
tespit siniflandirmasindan degildi diger
sebeplerden kaynaklanabilecegini gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, degisik irka ait koglarin
fizyo-kimyasal ortamlara karsi benzer cevaplar
verse de oOnemli farkhliklarin olusabilecegini
gdstermistir. ivesi kog spermasi igin 225-325 mOsm
arasi ozmotik ortamlarin glivenli oldugu daha
yiksek ve dusik ozmotik ortamlarin, ozmotik
ortamin derecesine bagl olarak kademeli bir sperm
hasarinin olustugu tespit edilmistir. Genel olarak
kryoprotektanlarin  fizyo-kimyasal ~ bir  hasar
olusturmasa da vyiksek dozda Gliserol ve
DMSO'nun ivesi ko¢ spermasi icin toksik oldugu
tespit edilmistir. Sonug olarak, sperm
dondurulmasi amaci ile hazirlanacak sulandiricilar,
sunulan arastirmada tespit edilmis fizyo-kimyasal
sinirlar dikkate alinarak hazirlanirsa, dondurma
islemi olmadan olusan hasarlar azaltilabilir. Bylece
daha basarili sperma dondurma protokolleri
gelistirilebilir.
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