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Ozet

Giintimiizde genetik kaynaklarin saklanarak gelecek yillara aktarilmasi 6nemli bir konudur. Balik spermasinin dondurularak

muhafaza edilmesi (kriyoprezervasyon) ozellikle gokkusagi alabaligi (Oncorhynchus mykiss) yetistiriciliginde biiytik bir
potansiyele sahiptir. Sperm hiicrelerinin dondurulmasinda kriyoprotektanlar, soguk soku ve donma esnasinda gelisen hasarlara
kars1 sperm hiicrelerine koruma saglamaktadir. Dondurulan-¢6zdiiriilen sperm hiicrelerinin fizyolojik ve fonksiyonel 6zelliklerinin
anlasilmasi ile kriyobiyolojik arastirmalarda gelismeler saglanmistir. Bu makalede, kriyoprezervasyon igleminin sperm hiicreleri
iizerine olan etki mekanizmalari iizerinde durulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kriyoprezervasyon, genetik kaynak, kriyoprotektan, alabalik

Mechanism of Cryobiological Preservation of Trout Sperm

Abstract

Today, preservation of genetic resources is an important issue to be transferred to the next years. Preservation of fish sperm
by freezing (cryopreservation) has great potential especially in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) culture. Cryoprotectants used
in cropreservation of sperm cells protect them against damages that occuring during cold shock and freezing. Understanding of the
physiological and functional properties of the frozen-solving sperm cells were provided developments in cryobiological researchs.

In this article, the effects cryopreservation process on sperm cells have been focussed.
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GIRIS

Balik spermasinin  muhafaza edilmesi
balik yetistiriciliginde uygulanan seleksiyon
programlarinda  biiyiik Onem tagimaktadir.
Ciinkii aynu tiir baliklarin generasyonlar boyunca
aynt ortam ve kosullarda yetistirilmesi mevcut
populasyonda az bulunan genlerin kaybolmasina
veheterozigotlugunazalmasinanedenolmaktadir.
Genetik varyasyondaki bu azalma, mevcut
balik stogunun ileri donemlerdeki seleksiyon
programlarinda kullanilma potansiyelini
sinirlamakta olup bu durum diisiik yasama orani,
diisiik bitylime orani, yem doniisiim etkinliginde
azalma, hastaliklara yakalanma riskinde artis ve
yavru baliklarda 6liim oranmnin artmasi seklinde
kendini gostermektedir.

Bu nedenle arzu edilen gen havuzlarmin
olusturulmasini saglamak amaciyla gametlerin
muhafaza edilmesi giderek biyik ilgi
gormektedir. Giinimiizde gametlerin muhafaza
edilmesinde yaygmn olarak kullanilan metot
dondurarak (kriyoprezervasyon) muhafazadir.
Nitekim balik spermalarinin dondurulmalariyla

olusturulan sperm bankalari sayesinde arzu edilen
ozelliklere sahip damizlik baliklardan elde edilen
genler yetistiricilikte seleksiyon programlarinda
sperma formunda kullanilmaktadir.

Kriyoprezervasyon

Doku ve hiicrelerin kriyoprezervasyonu
1700’1 yillardan itibaren uygulanmakta olan
bir tekniktir. Bilimsel ve modern anlamda canli
hiicre dondurma caligmalari, 1949 yilinda Polge
ve arkadaglarinin gliseroliin  kriyoprotektan
(soguk sokuna karsi koruma saglayici)
ozelligini bulmasindan sonra baglamis olup ilk
dondurulan hiicre spermatozoa olmustur. Bu
anlamda kriyobiyoloji hiicre, doku, organ ve
organizmalarin dondurulmasini inceleyen bilim
dali olarak Onemini artirmis ve dondurulan
¢ozdiiriilen hiicrelerin fonksiyonel 6zelliklerinin
daha  iyi  anlasilmasi,  kriyobiyolojinin
geligmesine neden olmustur [1]. Giliniimiizde
kriyoprezervasyon teknigi sperma, embryo,
doku ve hiicrelerin muhafaza edilmesinde
rutin olarak uygulanmakta olup akuakiiltiir
alaninda uzmanlasan arastiricilar 6zellikle balik



Y. Bozkurt / Derleme Dergisi, 4(1): 19-24, 2011 20

spermasinin  dondurulmasi {izerinde tizerinde
calismaktadir.

Balik spermasinin uzun siireli muhafazasinda
baslica ii¢ metod kullanilmaktadir. Bu
metotlardan  birincisi, degisik  hacimdeki
payetlere ¢ekilen spermanin sivi azot buharinda
dondurulmasidir. Ikinci metot, pelet metodu
olarak adlandirilan spermanin kuru buz {izerinde

acilan kiiciik hacimdeki delikler igerisine
yerlestirilerek ~ dondurulmasidir.  Ugiincii
metot ise, spermanin sicakligi Dbilgisayar

tarafindan devamli olarak kontrol edilebilen ve
istenilen sicakliga ayarlanabilen bir dondurucu
yardimiyla dondurulmasidir. Bu metotlardan
gerek laboratuar ve gerekse isletme kosullarinda
en yaygin olarak kullanilant spermanin sivi azot
buharinda payet yontemine gére dondurulmasidir

(2].

Sperm Dondurma Prosediirii

Balik spermasmim sivi azot buharinda
dondurulmasi suretiyle uzun siireli muhafaza
edilmesinde uygulanan prosediirii su sekilde
Ozetlemek miimkiindiir:

Spermanmin Alinmasi ve Spermatolojik
Ozelliklerin Belirlenmesi

Damizlik alabaliklardan sperma abdominal
masaj yoluyla dereceli tiiplere alinmaktadir.
Damizlik alabaliklardan alinan  spermanin
makroskobik ve mikroskobik olarak incelemesi
yapilmalidir. Bu baglamda spermanin miktari,
rengi, kivami, motilitesi, yogunlugu ve pH’st
belirlenmektedir [3].

Spermanin Kriyoprotektan iceren
Sulandiricilar ile Sulandiriimasi

Spermanin  kriyoprezervasyon
ilk asamast dondurma isleminden Once
kriyoprotekanlarmn  hiicre icerisine penetre
olmalarmi1 saglamak amaciyla kriyoprotektan
iceren sulandiricilar ile sulandirilmasidir. Basarilt
bir kriyoprezervasyon isleminde spermatozoa
aktivitesinin Onlenmesi oldukca Onemlidir.
Bu amagla sulandirict  kompozisyonunun
gelistirilmesinde ~ baglica  iki yaklasim
bulunmaktadir. ilk yaklastm bahgm seminal
plazma kompozisyonuna benzer sulandiricilarin
kullanilmasidir. ikinci yaklagim ise hazirlamast
kolay olan sulandiricilarin kullanilmasidir [4].

Sulandiricilar - muhafaza  siiresi  ile
sperma  hacminin artirilmasini  saglayarak
sperma ile ¢alisilmasii kolaylastirmaktadir.

isleminin

Sulandiricilarin tasimasi gereken &zellikleri su
sekilde siralamak miimkiindiir [2].

1) Sulandiricida spermatozo’larin yasamasi
icin gerekli olan kimyasal maddeler arasinda
denge olmalidur.

2) Gerek aerob gerekse anaerob kosullarda
spermatozoa’larin  beslenmesini  saglayacak
besin maddelerini igermelidir.

3) Soguk sokuna kars1 spermay1 korumalidir.

4) Spermatozoa’nin metabolizma
atiklarindan meydana gelen toksik etkileri
ortadan  kaldiracak  kimyasal = maddeler
icermelidir.

5) Hiicre i¢inde diizenli bir elektrolit dengesi
ve ozmotik basing saglamalidir.

6) Spermatozo’nin normal metabolik
aktivitesini gosterebilecegi uygun bir ortam
olusturmalidir.

Kriyoprotektan Kullanimi

Kriyoprotektanlar dondurma ve c¢dzme
uygulamalari sirasinda hiicrelerde olusabilecek
zararlart dnlemek amaciyla kullanilan kimyasal
maddeler olarak tanimlanmaktadir.  Genel
olarak koruyucu etkilerini ortamdaki donmamis
fraksiyonu artirarak ve ortamdaki iyon miktarini
azaltarak gosterirler. Hiicre, dondurulmadan

once kriyoprotektanlarla inkubasyona tabi
tutularak, intraselliler bakimdan dengeye
gelmesi  saglanmaktadir. Kriyoprotektanlarin

en onemli 6zellikleri, diisiik molekiiler agirliga
sahip olmalar1 ve toksik etkilerinin ancak belirli
oranlarda katildiklarinda olusmasidir [5].

Hiicrelerin basariyla dondurulmasi, plazma
membranindan suyun ve kriyoprotektanlarin
basit diflizyonunu ve hizli transportunu
gerektirir. Son yillarda membranda transport
islevli protein yapisinda olan su kanallar
(aquaporin)  saptanmigti. Bu  proteinlerin
dondurma sivisina katilmasiyla hiicrenin yagsam
giicii artirilmaktadir [6].

Kriyoprotektan maddeler, hiicre
membranindan niifuz edebilme &zelliklerine
gore; hiicre membanindan gecebilen

(Permeabl-internal) ve hiicre membranindan
gecemeyenler (Permeabl olmayan-eksternal)
olarak iki ayrt grupta incelenmektedir.
Hiicrelerin  kriyoprotektan maddelere maruz
kalmasi hiicrelerden H,O atilmasma neden
olmaktadir. Bu dehidrasyon isleminin ¢ok hizli
bir sekilde gergeklesmesi, hiicrelerin dliimiine
neden olabileceginden kriyoprotektan igeren
soliisyonlarin artan konsantrasyonlarda ilave
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edilmesi gerekmektedir. Doza bagli olarak
cogu kriyoprotektan madde hiicreler icin toksik
ozellik gosterebileceginden bu toksik etkiyi
minimize etmek igin kriyoprotektan yavas bir
sekilde ilave edilmeli, sulandiricilar ile dilie
edilmeli, sulandirict ve kriyoprotektan karigimi
spermaya ilave edilmeden 6nce diisiik sicaklikta
muhafaza edilmelidir [7].

Permeabl (internal) Kriyoprotektanlar

Hiicre igerisine niifuz edebilen
kriyoprotektanlar diisiik molekiil agirligina
sahip olup DMSO, gliserol, etilen glikol, 1.2
propanediol, 2.3 biitanediol, propilen glikol ve
diger bazi alkolleri kapsamaktadir. Donmanin
gerceklesmesinden  Once, ozmotik  basing
farkindan dolay1 sperm hiicreleri igerisindeki
stvi, kriyoprotektan maddeler ile yer degistirir.
Boylece hem hiicre hacmindeki degisiklikler
azaltilir hemde sperm hiicreleri igerisindeki
buz kristallerinin olusumu minimum diizeye
indirilerek dondurma islemi sirasinda hiicrelerin
zarar gormesi minimize edilmis olur [8].

Hiicre igerisine niifuz edebilen
kriyoprotektanlar, H,0’ya baglanabilme
ozellikleri ve diger bilesenlerin  yiiksek
konsantrasyonlarindan ~ kaynaklanan  toksik
etkileri azaltarak koruyucu etkilerini
gostermektedir. Bu gruptaki kriyoprotektanlarin
¢ogu yiiksek oranda H,O’da ¢dziinebilme
yetenegine sahiptir. Bu nedenle bu niteliklere
sahip  kriyoprotektanlar H,O’nun  hidrojen
baglarm1  kopararak ~ H,O’nun  yapisini
degistirir. Ayn1 zamanda bu grupta yeralan
kriyoprotektanlar H,O molekiilleri ile hidrojen
baglar1 olusturabilmektedir [8].

a) DMSO (Dimetil Siilfoksit)

DMSO, kimyasal olarak bir polar kok
etrafinda iki apolar bastan olusan amfipatik
bir bilesiktir. Bu &zellik DMSO’ya hem sivi
hem de organik medyumlarda ¢éziinme imkant
saglamaktadir. Yapilan bir caligmada alabalik
spermasinda ¢oziim sonu en yliksek motilite
orani, sulandiriciya %10-15 oraninda ilave
edilen DMSO’te belirlenmistir [9].

b) Gliserol

Gliserol yiiksek oranda hidrofilik yap1
gosteren bir poliol bilesigidir. Kimyasal
yapisindaki C/OH  oranmin  esit  olmasi

gliserol’un spermatozoa lizerine olan etkisini

artirmaktadir. Gliseroliin toksisitesi, metabolik
doniisiimiinde olusan methlglycosal tarafindan
olusturulmaktadir.

Gliserolin  toksik  etkisi  tiire  gore
degisiklik gostermekte olup, balik spermalari
icin  fertilizasyonda  kontraseptif ~ 6zellik
gostermektedir. Hiicrelerde gliseroliin  toksik
etkisi, membran  biyoenerji  dengesinde
degisiklige ve ozmotik strese yol agmasiyla
kendini gostermektedir [10].

¢) Amid Tiirevi Kriyoprotektanlar

Amid tiirevi kriyoprotektanlar (formamid,
dimetilasetamid (DMA  vb.)  spermanin
dondurulmasinda gliserole gére daha iyi koruma
saglamakta olup daha az kontraseptif 6zellik
gostermektedir. Sulandiricilara %3,5-5 oraninda
katilmasi, donma zararina karsi etkili olmakta
ve ¢Oziim sonu parametrelerinde iyilesme
saglamaktadir. Amidler, alabalik gibi gliserole
duyarli tiirlerin spermasmin dondurulmasinda
alternatif olarak goziikmektedir [11].

Permeabl
Kriyoprotektanlar

Hiicre icerisine niifuz edemeyen eksternal
kriyprotektanlar, iki gruba ayrilmaktadir. Bunlar
hiicre igine niifuz edemeyen diisiik molekiil
agulikli  (glikoz, sukroz, trehaloz, rafinoz,
galaktoz ve diger bazi sekerler) ve yiiksek
molekiil agirlikli (PVA, PVP ve diger baz
polimerler) kriyoprotektanlardir [12].

Hiicre i¢ine niifuz edemeyen diisiik molekiil
agulikli - kriyoprotektanlar, donma islemi
stiresince sekillenen buz kristalleri olusumunu
azaltan etkilerini hiicreleri dehidre ederek
gostermektedir. Hiicre igine niifuz edemeyen
yiiksek molekiil agirlikli  kriyoprotektanlar
ise, hiicrelerin dondurulmasi ve ¢ozdiiriilmesi
sirasinda  olusan  buz  kristallerinin  sekil
ve biiytikliklerini zararsiz olacak bigimde
degistirerek etkilerini gdstermektedir (Mcgann
1978).

Eksternal kriyoprotektanlar, membranlarin
stvi - ve katyonlara karsti permeabilitede
artts saglayarak ozmotik strese karst hiicre
membranlarmt esnek hale getirir. Ayrica,
hiicrede donma/¢éziinme esnasinda gelisen lipit
peroksidasyonunu azaltmaya c¢alisirlar [12].
Eksternal kriyoprotektanlar, makromolekiiller
ve sakkaritler olmak {izere iki kisimda
incelenmektedir.

Olmayan (Eksternal)
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a) Makromolekiiller

Makromolekiillerinden en ¢ok kullanilanlari
sunlardir: Polietilen glikol, ficoll 70, BSA,
dekstran, mannitol ve polivilinilprolidon’diir.

BSA (bovine serum albumin)’nin
lipit  peroksidasyon  inhibitérii  oldugu
diistiniilmektedir [8].

b) Sakkaritler

Sakkaritlerden glukoz, siikroz, trehaloz ve
raffinoz bu gruba girmektedir. Sakkaritler, lethal
etkili intraselliiler kristallesmeyi engellemek i¢in
hiicrede dehidrasyon olustururlar [13].

Sekerler donma ve ¢6ziim esnasinda
olusan membran zararma karsi, membrandaki
fosfolipitlerle etkilesime girip ylizey artist
saglayarak koruma saglamakta ve ¢oziim islemi
sirasinda  sperm hiicrelerinin  ozmotik soka
girmesini 6nlemektedir [8].

¢) Yumurta sarisi

Yumurta sarisinda bulunan diisiik yogunluga
sahip  fosfolipitler —spermatozoa yiizeyine
baglanmakta ve hiicresel adenilat siklazi aktive
ederek kriyoprotektif etki goéstermektedirler.
Birgok arastirmada lipozomlardan elde edilen
fosfolipitlerin koruyucu etkileri arastiriimis olup,
tiire gore koruyucu etkili fosfolipit kaynaklart
saptanmistir [7].

Spermanin  Payet Yontemine Gore
Dondurulmasi
Glinimiizde  spermanimn  dondurulmasi

amactyla kullanllan en yaygmn ve pratik
dondurma yoéntemidir. Bu ydntemde sperma
0.25 ml veya 0.5 ml hacimli payet adi verilen
plastik ¢ubuklarda dondurulur. Sperma ile dolu
olan payetler +4°C’lik ortamda taraklara dizilir.
Buradaki amag payetlerin st iiste yigilmasint
onlemek ve donma esnasinda biitiin payetlerin
s1vi azot buhari ile temas etmesini saglamaktir.
Taraklara dizilen payetler zaman gegirilmeden
donma kazanina aktarilir ve 6zel 1zgara bolimiine
yerlestirilir. Kazan icerisindeki sperma sivi azot
seviyesinden yaklasik 4 cm yukarisinda 10 dk
stirede dondurulur. -110°C ile -120°C arasindaki
sivi azot buharindaki bu sok dondurma sirasinda
azot buharmin yogunlasmasi amactyla kazanin
st kismi kapatili. Ayni ortamda plastik
gobletlere yerlestirilen payetler kazandaki sivi
azot igerisinde -196°C’de depolanir [14].

Spermanin  Pelet Yontemine Gore
Dondurulmasi

Spermanin -79°C’deki kuru buz disklerinde
dondurulmas1 esasma dayanir. CO, gazindan
0zel bir alet yardimiyla elde edilen kuru buz
(kat1 CO,) diski tizerine kiigiik ¢ukurlar agilir.
Daha sonra bu ¢ukurlara +4°C’de ekilibrasyonu
tamamlanmig 0.1 ml kadar sperma damlatilir.
Birka¢ dakika icerisinde donan sperma pelet
tarzinda elde edilir. Peletler 6zel yuvalar1 olan
pelet tasiyicilarina yerlestirildikten sonra -196°C
sicakligindaki sivi azot igerisinde depo edilir

[14].

Dondurulmus Spermanin Saklanmasi

Dondurulmus spermanin depo edilecegi
konteynerin i¢indeki sivi azot’un sicakligi
-196°C’dir. Bu sicakligi stirekli tutan azotun
buharlagsmasidir. Bu nedenle konteynerler azotun
asgari Olgiilerde buharlasmasia izin verecek
sekilde dizayn edilmisti.  Buharlasmanin
fazla olmasi sivi azotun kisa siire igerisinde
tiikketilmesine neden olur. Asiri siviazot tiikketimini
onlemek i¢in konteyner duvari 6zel maddeler ile
izole edilmistir. Konteynerler icerisinde metal
veya plastikten yapilmig kanisterler bulunur.
Kanisterler, konteynere gore degismekle beraber
genellikle 6 adettir. Kanisterlerin igerisinde
gobletler, bunlarmm  igerisindede = donmus
spermalar bulunur. Konteynerler giines 151gindan
uzak serin, rutubetsiz ve hava akiminin olmadigi
yerlerde tutulmalidir [2].

Sperm Coézdiirme Prosediirii

Cozdirme islemi, sperm hiicrelerinin
bulundugu payet veya pellet’lerin 5-30°C
sicaklik araligindaki su banyosuna farkli
siirelerde daldirilmasi suretiyle uygulanan bir
islemdir. Kriyoprezervasyon isleminden sonra
spermatozoa’larin  biiyiikk cogunlugu hasarl
membran ve mitokondriye sahiptir. Bu nedenle
¢cOzdiriilmiis spermanin  hemen kullanilmasi
fertilizasyon oranini artirmaktadir [9].

-196°C’de siviazotigerisinde depolanan pelet
formundaki spermler kendi sulandiricilarinda
¢Ozdlirme islemine tabii tutulur. Bu islemin
ardindan ¢Ozdiiriilen spermalar yumurtalar
iizerine aktarilarak fertilizasyon islemi yapilir.
Payet yontemine goére dondurulan spermalar
konteynerden alinmasinda kanister payetlerin
goriilebilecegi seviyeye kadar yukari kaldirilir.
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Pens yardimiyla alinan payetler zaman
gecirilmeden sicakligi ayarlanmis su banyosuna
aktartlir. Kanisterin kaldirilmasi, payetin alinmasi
ve kanisterin tekrar konteyner igerisindeki
yerine yerlestirilmesi miimkiin oldugunca kisa
stirede yapilmalidir. Su banyosunda ¢ozdiiriilen
payetler bez yardimiyla kurulandiktan sonra ug
kismi kesilir. Bu islemin ardindan spermalar
yumurtalar {izerine aktarilarak fertilizasyon
islemi yapilir [14].

Spermanin Kriyobiyolojik Muhafazasinin
Temel Prensipleri

Spermanin kriyobiyolojik muhafazasi,

a)Dondurularak spermlerin once
kriyoprotektan maddelerle bir araya getirilerek
dengelenmesi,

b) Belirli bir hizla sogutularak, siv1 nitrojen
igerisinde depolanmasi,

¢)Cozdiirme asamasinda dilisyon ile
kriyoprotektanlarin ortamdan uzaklastirilmast
ve gelisimlerine izin verecek fizyolojik
soliisyonlar igerisine alinmasi esasina dayanir.
Biitin bu iglemler yapilirken; hiicre hasari
minimal olmalidir, hiicrenin yapisal bitiinligi
ve fonksiyonel 6zellikleri korunmalidir [7].

SONUC

Hiicreler soguk sokuna maruz kaldiklarinda
membransel ve  ozmotik  degisikliklere
ugramaktadir. Bu degisiklikler hiicrelerin ¢6ziim
sonu yasam/fonksiyonel oOzelliklerini olumsuz
etkilemektedir. Ozellikle hiicrelerin ugrayacagi
soguk soku ve ozmotik zararlarina karsi
sulandiricilara  kriyoprotektanlarin  katilmast,
¢Ozlim sonu canliligi ve fertiliteyi optimize
etmektedir.

Son yillarda gelistirilen bazi membransel
parametreler, kriyoprotektanlarin ortama
hangi oranda katilacaginin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Kriyobiyolojik mekanizmalarin
daha da iyi anlasilmasi, sperm hiicrelerinin
dondurulmasindaki basariy: artirarak fertiliteyi
olumlu yonde etkileyecektir.
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