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Ozet

Kriyokonservasyon, iireme biyoteknolojisi, 1slah ve genetik kaynaklarin korunma ve muhafazasi gibi
birgok alanda onemli fayda saglamaktadir. Uygun kriyokonservasyon yontemleri sayesinde iiremede basari
arttirtlabilecektir. Ozellikle kegiler gibi mevsime bagli iireme yapisina sahip tiirlerde kriyokonservasyon biiyiik
avantaj saglamaktadir. Tiirlere gore iireme biyoteknolojilerinin gelistirilmesi, sahip olduklar1 biyolojik
farkliliklarin bir sonucu olup, dondurma ¢dzdiirme sonrasi hayatta kalma orani tiirlere gére 6nemli farklilik
gostermektedir. Sperma membraninin lipid ve protein gibi kompozisyonunu olusturan bilesenlerin ¢ozdiirme
sonrasi kalite tizerinde etkili oldugu bilinmektedir. Teke spermasinin 6zelliklerinin belirlenerek uygun semen
alimi, degerlendirilmesi islemleri ile dondurma protokollerinin gelistirilmesi iireme performansini arttirict Snemli
unsurlar olup, yapay tohumlama ya da diger in vitro — in vivo caligmalarda spermin kullanilabilirligini
etkilemektedir. Kriyokonservasyonun zararh ve 6ldiiriicii etkisinin azaltilmasi dondurma ¢6zdiirme sonrasi sperm
kalitesi tizerinde dogrudan etkilidir. Dondurmada kullanilan ¢ozelti ve biyolojik ortamlarin iyilestirilmesi
gerekmektedir. Bu baglamda tekelerde semen alimi, iglenmesi, kriyokonservasyonu ve ¢ozdiirme siire¢lerini
kapsayan protokollerin maliyet, i glicli ve zaman tasarrufu da saglayarak uygun sperm analiz yontemlerin
olusturulmasi gerekmektedir.

Anahtar kelimeler: Casa, kolesterol, siklodekstrin, sperm analiz, sperm kalite, iireme

Crioconservation of Buck Sperm and Using of Appropriate Method

Abstract

Cryoconservation provides significant benefits in many areas such as reproductive biotechnology,
breeding and protection and conservation of genetic resources. Thanks to appropriate cryoconservation methods,
success in reproduction can be increased. Cryoconservation provides a great advantage especially in species with
seasonal reproductive structure such as goats. The development of reproductive biotechnology by species is a
result of their biological differences, and the survival rate after freezing thawing varies significantly according to
species. It is known that the components that make up the composition of the sperm membrane such as lipid and
protein are effective on the quality after thawing. Determining the characteristics of buck semen and developing
appropriate semen collection, evaluation and freezing protocols are important factors that increase reproductive
performance and affect the availability of sperm in artificial insemination or other in vitro - in vivo studies.
Reducing the detrimental and lethal effect of cryoconservation has a direct effect on sperm quality after freezing
and thawing. The solution and biological environments used in crioconservative diluents need to be improved. In
this context, protocols covering semen collection, processing, cryoconservation and thawing processes in bucks
should be established, and appropriate sperm analysis methods should be used by saving cost, labor and time.
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Giris

Yapay tohumlama 1780 yilindan beri uygulanmasi akabinde (Herman ve ark., 1994) hayvan
biliminin bir¢ok alaninda oldugu gibi tireme biyoteknolojisinde de 6nemli gelisimlere katki saglamistir.
Genetik materyalin yayillmasinda ve 1slah programlarinin uygulanmasinda temel arag¢ olan yapay
tohumlama uygulamalarinda erkek damizliklardan alinan semenlerin kullanimidir. Genetik ilerlemenin
saglanmas1 ve dol verimliligi agisindan kaliteli ireme materyali karli ve siirdiiriilebilir bir hayvansal
iiretim igin biliyllk 6nem arz etmektedir. Yapay tohumlama uygulamasiyla birlikte erkek iireme
hiicrelerinin canli disindaki ¢evrede muhafazasi ve kullanimi temel unsurlardan biri olmustur. Elde
edildikten sonra semenin maruz kaldigi ¢gevre dogrudan semen kalitesini ve bu da yapay tohumlama gibi
uygulamalarin bagarisii etkilemektedir. Ddllenme olasiligimin  arttirilmasinda  kaliteli ve canl
spermanin disi Gireme kanalindaki hayatta kalabilirligi ve yumurtaya ulasarak délleme yeteneginde
olmasi gerekir. Spermanin uzun siire muhafazasinin saglanmasinda kriyokonservasyon teknikleri
uygulanmaktadir. Genetik materyalin yillarca saklanmasi ve muhafazasi gibi ¢cok onemli bir fayda
saglayan kriyokonservasyon beraberinde cok da dénemli bir sorunu getirmistir. Ureme hiicrelerinin
dondurup ¢o6ziindiirme asamasimi da igeren siireg, bu hiicreler iizerinde Oldiiriicii etkiye sahip
olabilmekte, dolleme yeteneklerini 6nemli derece diisiirebilmektedir. Semenin alimindan islenip
tohumlamada kullanana degin gecen siire¢ biyoteknolojik uygulamalar ile iyilestirilmeye ¢alisilmakta,
farkli protokoller ve in vivo ya da in vitro dolleme yontemleri kullanilmaktadir. Semenin uygun
yontemlerle erkeklerden alimmasi sayesinde bir ejakulat ile ¢ok sayida disi dolleme imkani elde
edilmekte, ayn1 zamanda istenen genetik Ozelliklerin daha hizli bir sekilde yayilmasma imkan
saglamaktadir.

Yapay tohumlamanin basarisi bakimindan tiirlere goére 6nemli varyasyon bulunmaktadir. Sigir
ile kiyaslandiginda daha diisiik basar1 oranina sahip keg¢i yetistiriciliginde de gliniimiizde uygulanan
yontemler ve protokoller ile basar arttirilmaya ¢alisilmaktadir. Sigirla kiyaslandiginda nispeten daha
yeni kriyokenservayon ve yapay dolleme uygulamalarina sahip kegilerde semen alim, isleme, katki
maddeleri ve dondurma-¢oziindiirme siirecleri ile analiz islemleri s6z konusu seviyenin yukarilara
cikarilmasin saglayacaktir. Giintimiizde mikroskobik diizeyde yapilan semen analizlerinde hareketlilik,
morfoanomalileri ve akrozom yapilar1 gibi parametreler ile bunlarin dél verimligi ile iliskilendirilmesi
gergeklesmektedir. Dondurma islemi neticesinde spermatozidlerin s6z konusu parametler bakimimdan
birtakim hasarlara ugradigi belirtilmektedir (Curry, 2000; Holt, 2000).

Sperma plazmatik membranmin kolesterol:fosfolipid oraninin, spermatozoidlerin sicaklik
diismesine olan direncini etkiledigi ve bu oranin yiiksek oldugu insan ve tavsan tiirlerine ait
spermatozoidlerin soguk sokuna daha direngli oldugu belirtilmektedir (Watson, 1981; Parks ve Lynch,
1992; White, 1993). Teke spermatozoidlerinin isleme ve dondurma protokolunun arastirilmasinin
dondurma-¢6ziindiirme islemi sonrasinda ele alinan parametreler bakimindan iyilestirme saglama
agisindan 6nemli olacag1 6ngoriilmektedir. Krikonservasyonda basari ve sperm kalitesinin arttirilmasi
uygulanabilir protokollerin olusturulmasi ile miimkiin olacaktir.

Semen Alimimin Onemi

Gilinlimiizde iireme biyoteknolojisi konusunda ¢ok Onemli asamalar kat edilmistir. 1780’1i
yillarda basladigr belirtilen (Herman ve ark.,1994) suni tohumlama uygulamasi basta olmak flizere,
genetik materyalin gelecek nesillere aktarimi ve yayilmasinda biyoteknolojik ¢alismalar bir¢ok alanda
uygulanmaktadir. Islah ¢alismalar1 ve genetik siirecin hizlandirilmasi, nesli tiikenme tehlikesi altinda
olan canlilarin iireme hiicreleri ilizerine c¢aligmalar, iireme kusurlar1 ve/veya bozukluklarina sahip
bireylerin lireme caligmalari, ileri diizey laboratuvar ¢aligmalar1 gibi alanlarda ve konularda tireme
biyoteknolojik ¢alismalar1 gergeklestirilmektedir.

119



Teke Spermasinin Kriyokonservasyonu ve Uygun Yontem Kullanimi

Erkek bireylerden almnan erkek iireme hiicreleri suni tohumlama uygulamalart yaninda,
spermatozoitlerin in vitro — in vivo degerlendirilmeleri ve kullanilmalarinin gergeklestirilmesini
miimkiin kilmistir. Ornegin erkek bireylerden alinan spermatoziotlerin cinsiyetlerinin belirlenerek
kullanilmasi, tiremenin biyolojik etkinliginin arttirilmasi ile 1slah programlarma 11k tutulmasi gibi
bircok yarar saglamaktadir. Erkek bireylerden alinan semen araciligiyla in vitro fekundasyon
calismalarinin gergeklestirilmesi sonucunda in vitro embriyo ¢alismalari gergeklestirilmektedir.

Sperm Uretimi ve Alim Yéntemleri

Geng tekelerde seksiiel davranisin baglamasi, dogumdan itibaren birka¢ hafta iginde (Avrupa
irklart) olabilecegi gibi 1 yillik yasa (Sam ke¢i irki) kadar bir vasyasyon goziikmektedir (Leboeuf ve
ark., 2000). Ergin erkeklerde dogrudan hormonal ve sosyal olaylar tarafindan etkilenen seksiiel
motivasyon ve etkinlik bakimindan belli bir siiriiniin erkekleri arasinda da farklilik bulunmaktadir. Bu
baglamda seksiiel davranis ve etkinlik ile sperm iiretimin beslenme, yas, saglik durumu, hiyerarsik
diizen, konfor durumu, mevsim, disi etkisi, ¢evre sicakligi gibi bazi faktorlerden etkilendigini
sOyleyebiliriz. Rouger, (1974) kizgin olan disilerin besin durumu ve sezon gibi birtakim faktorlerin
interaksiyonu biitiiniinde birlikte erkeklerin cinsel davranislari lizerinde 6nemli etkisinin oldugunu
belirtmistir.

Tekelerde sperm iiretimi konusunda ¢ok az ¢aligma olmasiyla birlikte testis basina giinliik sperm
iiretiminin 2,76 ile 7,23 x10° arasinda degistigi bildirilmektedir (Derashri ve ark., 1992; Walkden-
Brown ve ark., 1994). Yogun alimdan tahmin edilen giinliik sperm ¢ikis1 daima giinliik sperm {iretiminin
% 40-80’ 1 civarindadir (Leboeuf ve ark., 2000). Alpin ve Poitevine irklarinda semen hacimlerinin kig
ve sonbahar aylarinda ve lireme sezonu boyunca yiiksek oldugu; ilkbahar, yazin ve lireme dis1 sezonda
giderek azaldigi bildirilmektedir (Leboeuf ve ark., 2000). Sperm yogunlugu ise bunun tersi bir yénelim
izlemektedir (Corteel, 1977).

Spermatozoit kalitesinin mevsimden onemli derecede etkilendigi bildirilmektedir. Hareketli
spermatozoit yiizdesinin iireme sezonu boyunca daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (Delgadillo, 1990).
Ureme dis1 sezonda, seyreltilmis sperm hareketliliginin birkag hafta icin diisiik degerlerde oldugu, fakat
bu siirenin y1l ve erkek bakimindan farklilik gosterdigi Corteel, (1977) tarafindan bildirilmistir. Sperm
morfolojik anomalilerinin yiizdelerinde az mevsimsel varyasyon goriildiigii bildirilmektedir. Ureme
sezonunda % 5-8 olan morfolojik anomalilerin, diger zamanlarda % 10-18 civarinda oldugu tespit
edilmistir (Corteel, 1977; Delgadillo, 1990; Tuli ve Holtz, 1992.)

Canli hayvanlardan yapay vagina ve elektroejekulasyon metodlari ile semen alinabildigi gibi,
6lmiis hayvanlarin epididimislerinden de semenlerin alinmasi miimkiindiir (Sekil 1; Sekil 2). S6z konusu
yontemlerden en yaygin ve etkin kullanilam yapay vagina yontemidir. Yapay vagina yontemi, tim
semenin kolay ve temiz bir sekilde alinmasina, erkeklerde strese neden olmadig1 ve basit bir yontem
olas1 nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Tekelerde kullanilan yapay vagina yaklasik 17cm
uzunlugunda olmasi, sicakhiginin 43-46 °C arasinda olmasi1 gerekmektedir. Bu yontemin
uygulanmasinda dikkat edilmesi gereken ise erkeklerin antremanli olmalar1 gerekmektedir.
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Sekil 1. Yapay vagina ve aparatlart Sekil 2. Elektroejakulasyon aleti ve aparatlari

Yapay vajina yontemine kiyasla daha agresif bir yontem olan elektroejakulasyon yonteminde
daha ytiksek hacimde, daha diisiik konsantrasyonda ejakulat elde edilmektedir. Yapay vagina yontemine
adapte olamayan, yonetimi zor ve antremanli olmayan hayvanlarda tercih edilen bir yontemdir.

Semen Kalitesinin Degerlendirilmesi

Hayvansal iiretimde beklenen genetik ilerlemenin saglamasi, populasyonun gelecek neslinin
tesisinde erkeklerin birden fazla disi ile giftlesmesi ya da spermlerinin yayilarak suni tohumlama ile
disilerin doéllenmesi gostermektedir ki erkeklerin iireme ve 1slah etkenliginde Onemli bir etkisi
bulunmaktadir. Fertilite bir semenin en son degerlendirilmesidir ve yalnizca tohumlanan disiler
tarafindan ve uzun siire bekleme neticesinde tespit edilmektedir (Bearden ve ark., 2004). Ejakulatin
degerlendirilmesi infertil erkeklerin fiziksel sinamasi i¢in 6nemlidir ve bu baglamda bir tiir igin
standartlar tesis edilebilir ve bu normal standartlardan her sapmalarin tespiti fertilite ile
iliskilendirilebilir. (Hafez, 1993). Amerika Birlesik Devletleri’'nde suni tohumlama organizasyonlari
semen kalitesinden emin olmak i¢in semenin laboratuvar analizleri ger¢eklestirmektedir ve bu amagla
yapilan testlerin bir¢cogu fertilitenin tahmini temelinde ger¢eklestirilmektedir (Chandler ve ark., 1988).
In vivo ve in vitro olarak semenlerin laboratuvar kosullarinda degerlendirilmesi hem siire kazanimi hem
de ekonomi baglaminda yetistirme kolaylig1 saglamaktadir.

Semen kalitesini etkileyen faktorleri genel olarak igsel ve digsal faktorler olarak ikiye
ayirabiliriz. Igsel faktdrler her bir hayvanin kendine &zgii karakterleri temelindedir. Yas, 1k,
kromozomik anomaliler, akrabalik gibi genetik faktorler sayilabilir. Digsal faktorler olarak da hayvanin
idaresi ve ¢evreden kaynaklanan faktorlerdir. Hayvanm beslenme durumu, ¢evre sicakligi, semen alim
siklig1, barinak kosullari, konfor ve saglik durumu digsal faktorlere drnek olarak verilebilir. Semen
kalitesi makroskobik ve mikroskobik genel olarak 2 ana grupta incelenmektedir (Sekil 3). Alinan
semenin rengi, kokusu, pH’s1, vizkositesi ve hacmi makroskobik olarak incelenen Kkalite
parametreleridir.

MAKROSKOBIK MIiKROSKOBIK
*Renk *Konsantrasyon
*Koku *Hareketlilik
*pH * Akrosomik analiz
*Viskozite *Morfoanomaliler

*Hacim

Sekil 3. Semen kalitesinin belirlenmesi (Hafez, 1993; Mocé¢, 2008).
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Semen konsantrasyonu mililitrede bulunan spermatozoid sayisini veren bir parametredir. Semen
karakterine gore degisken oldugu ve suni tohumlamada kullanilacak olan spermatozoid sayisinin
ayarlanabilmesi i¢in 6nemlidir. Manuel olarak hemositometre ile tespit edilebilecegi gibi elektronik
hiicre sayicilar, spektofotometre veya renkmetre, ile semen analiz bilgisayar programlar1 (CASA) ile
otomatik olarak tespit edilebilmektedir (Sekil 4; Sekil 5).

Sekil 5. Bilgisayar destekli sperm
analiz sistemi (CASA)

Sekil 4. SPek‘tootomete -

Diger bir Onemli parametre sperma hareketliligidir. Disi iireme kanalina dahil olan
spermatozoitlerin ddllenmeyi gerceklestirebilmeleri i¢in en kisa siire icerisinde yumurtaya dogru
hareket etmeleri gerekmektedir. Sperm motilitesi semen kalitesi i¢cin onemli bir parametredir ve
dollenme ve diger semen kalitesi 6zellikleri ile yakindan iligkilidir. Sperm motilitesi ve fertilite arasinda
korelasyon (0,15-0,84; Rodriguez-Martinez, 2006; Graham, 2001) ve sperm canlilifi ve fertilitesi
arasindaki korelasyon (0,33-0,66; Graham, 2001) ¢aligsmalara gore farklilik gostermektedir.

* Yas * Maruz Kalinan Sivilar
* Sperm Olgunlagmast * Uyaric1 ve Engelleyiciler
» Etkin Ajanlar * Biyofiziksel ve Fiziksel Faktorler

* Enerji Stogu

Sekil 6. Sperm hareketliligini etkileyen igsel ve digsal faktorler

Hareketlilik dollenme i¢in esansiyeldir. Fakat buna ragmen saglikli bir spermatozoidin 6zelligi
olan hareketlilik yalnizca doélleme kapasitesini belirlemez (Hafez, 1993). Normal bir spermatozoid
hareketlilik yetenegini kaybetmeden dnce dolleme yetenegini kaybedebilir. Bazi i¢sel ve digsal faktorler
sperm hareketliligine etki edebilmektedirler. Sperm motilitesinin degerlendirilmesinde hareket
karakteristikleri de Onemlidir ve in vivo dolleme ile bu karakteristikler yakindan iligkilidir
(Januskauskas ve ark., 2000).

Spermatozid hareketliligi subjektif, bilgisayar programlari ve diger (servikal mukus) yontemler
yardimiyla tespit edilebilmektedir. Subjektif mikroskopik degerlendirme kullanildiginda, ayni semenin
hareketlilik parametreleri tahmininde %30-60’a varan varyasyonlar rapor edilmistir (Verstegen ve ark.,
2002). Bu varyasyonun iistesinden gelmede en yaygin kullanilan sistem ‘CASA’ (Computer-asisted
semen analysis) olarak adlandirilan Dott ve Foster tarafindan tasarlanan bilgisayar sistemidir. Cizelge 1
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ve Sekil 7°de CASA programinda ele aliman motilite parametreleri yer almaktadir. CASA spermatozoid
hareketliliginin objektif olarak tahmin edilmesini saglamaktadir. Ayni zamanda Ornekteki
spermatozoidlerin hareket kalitelerinin, yoriingelerinin ve hizlarinin % olarak elde edilmesini
saglamaktadir. Sperm motilite 6zelliklerinin degerlendirilmesi, semen 6rneklerinin in vivo veya in vitro
fertilizasyon yetenegini degerlendirmek i¢in Onemlidir (Cizelge 1.). CASA sistemi tarafindan
degerlendirilen motilite, birgok sperm hareket kriterinin tekrarlanabilir tahminlerini saglamstir (Holt ve
ark, 1994; Verstegen ve ark., 2002; Gillan ve ark., 2008).

Cizelge 1. CASA programinda kullanin parametreler (Verstegen ve ark., 2002).
VCL (um/s) Egri ¢izgisel hiz
VSL (um/s) Dogrusal hiz
VAP (um/s) Ortalama hiz

LIN (%) Dogrusallik katsayisi
STR (%) Diizliik katsayisi
WOB % Sallanim katsayisi
ALH (um) Lateral bas yer degistirme genisligi ortalamasi
BCF (hz) Bas yer degistirmenin siklig

Curvilinear path

== — = Straight-line path

= =X= = Average path - smoothed

Sekil 7. CASA programinda kullanilan parametreler

Spermatozoidlerin morfolojik analizi, epididimiste olgunlasma veya spermatogenesisteki
problemler hakkinda bilgi vermektedir. Yiiksek oranda morfolojik anomalilerin goriilmesi fertilite ve
coguzluk oranlarimin azalmasina neden olabilmektedir. Morfolojik anomalilar gametler arasindaki
etkilesim bozukluklarina veya yasama yetenegi olmayan embriyolarin iiretimine neden olmaktadirlar
(Mocg, 2008). Spermatozoidlerin morfolojik anomalileri birincil, ikincil ve tigiinciil anomaliler olarak
smiflanabilmektedir.  Birincil  spermatozoid anomalileri  spermatogenesisteki ~ bozukluktan
kaynaklanmakta; ikincil anomaliler spermatozoidlerin  epididimisteki  gegirdigi  siirecten
kaynaklanmakta; ejakulasyon boyunca veya sonrasinda isleme, muhafaza, suni tohumlama siireglerinde
meydana gelen sorunlar da tiglinciil spermatozoid anomalileri olarak bildirilmektedir (Hafez, 1993). S6z
konusu anomaliler genel olarak manuel olarak mikroskop ile yahut da 6zel boyalar kullanarak
mikroskoplarda 1s1k kontrastlarini temelinde yahut da elektronik programlar ile gerceklestirilmektedir.
Sekil 8’de sperm morfolojik anomalileri yer almaktadir. Normal spermatozoidlerde 3 ana bolge (bas,
orta kisim, kuyruk) kolaylikla ayrilabilmektedir. Kuyruksuz bas, kuyruk kivrikliklari, kisa ya da kopuk
kuyruk, bas kisminda meydana gelen anomaliler (¢ok kiigiik yada biiyiik bas, basta uzama), ¢ift kuyruk,
orta kisimda bogum bulunmasi bu anomalilere drnektirler.
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Sekil 8. Morfolojik anomaliler

Semenler %5’e yakin anormal spermatozoid icerebilmektedir ve %20-25 oranlarina varan
anormal morfolojik yapidaki spermatozoid orammin fertiliteyi etkilemedigi bildirilmektedir (Bearden,
2000). Anormal morfolojik yapiya sahip spermatozoidler ilerleyen hareketliligi yapamamaktadir ve bu
yilizden anormal spermatozoid sayisinin artmasi durumunda ilerleyen hareket gosteren spermatozoid
yiizdesi diismektedir (Bearden, 2000).

Akrozom, ¢ekirdegin 6n tarafta kalan kismimni ¢evreleyen, délleme siiresince zona pelucida ve
corona radiataya spermanin penetrasyonu i¢in gerekli enzimleri igeren kisimdir. Eger akrozom kusurlu,
hasarli veya noksan olursa spermatozoid doélleyebilme yeteneginde olmayacaktir (Bearden, 2000).

QR ON/ N/

Morrmal Membrana irregular Separacion Reventado
a) b) c) d)

Sekil 9. Akrozom yapist : (a) normal akrozom, (b) diizensiz membran, (c) boliinmiis, (d) agilmis akrozom

Akrozom yapisina dair normal ve diger anomaliler Sekil 9’da yer almaktadir. Akrozom
degerlendirmede faz kontrastli mikroskop, interference kontrastli mikroskop veya elektronik mikroskop
ile tespit edilebilmektedir. Ejakiilatta bulunan anormal yapili spermatozoidlerin tespitinde Giemsa,
eosina B-Fast green FCF; naftol, sar1 ve eritrosin B gibi boyalar kullanilacagi gibi, florosanlar
kullanilarak akim sitometrisi ile de analiz edilebilmektedir (Mocé, 2008).

Barth ve Oko (1989), morfoanomalilerin tdlere edilebilecek oranlarini §oyle belirtmislerdir:

e (Cekirdeksel anomaliler : < %15-20. Déllenme ve embriyo gelisiminde olumsuz etkilere
sahiptir.

e Spermatozoidlerin yumurtalar1 dolleyebilme kapasitesinde olmamasina neden olan
akrozom ve kuyruk anomalileri : < % 25.

e Normal spermatozoidler : > % 75

e Boguma sahip spermatozoidler: < %30
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Semenin Dondurularak Muhafazasi

Kegilerde genetik 1slah gelistirilmesi ve suni tohumlama uygulanmasi problemlerinin basinda 5
9C> de muhafaza edilen veya taze semene nazaran dondurulmus semenin kullaniminin fertilitenin
azalmasina neden olmasidir. Taze semen kullanimi ile (16-22 °C’de 4-6 saat boyunca) fertilitenin %70-
80 seviyelerine yiikselebilecegi belirtilmektedir (Karatzas ve ark., 1997). 36 saate kadar 5 °C’ de
muhafaza edilen semen ile %75’e yakin fertilite oran1 yakalanabilmektedir (Roca ve ark., 1997). Bunlara
karsin dondurulmus semen ile gerceklestirilen tohumlamalardaki fertilite oranlarinin %60-65
seviyelerine diistiigli goriilmektedir (Salvador ve ark., 2005; Leboeuf ve ark., 1998).

Yukarida anilan ejakulat alim yontemleri araciligiyla alinan dondurulacak olan semenin uygun
kosullar altinda muhafaza edilerek analizlerinin yapilmasi ve islenmesi gerekmektedir. Spermatozoidler
i¢in en uygun kosullar1 olusturmak i¢in en 6nemli kosullardan birisi en kisa stirede, hizli bir sekilde
isleme siirecinin yapilarak dondurulmasi gerekmekte, bu siire¢ igerisinde gerekli sicaklik kosullarin
olusturmak gerekmektedir.

Teke spermatozoidlerinin dondurulmasinda dikkat edilmesi gereken nokta diger tiirlerden farkli
olarak seminal plazmanin kaldirilmasidir. Genel olarak teke semenin dondurularak muhafazasinda
kullanilan sulandiricilar yumurta sarisi ve kaymagi alinmus siittiir. Fakat bu s6z konusu seyreltici
maddeler ile semen plazmasi arasinda meydana gelen zararl interaksiyonlar sperm hiicrelerine toksik
etki yapmakta, dolayisiyla 6lmelerine neden olmaktadir (Purdy, 2005). Bu olumsuz etkiyi azaltmak igin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlardan ilki semen plazmasinin yikanarak uzaklastirilmasidir. Diger
bir yontem s6z konusu seyrelticilerin oranlarimi azaltmaktir. Salamon ve Ritar (1982), yumurta sarisinin
%1,5 miktarmda kullaniminin semen plazmasinin yikanmasina gerek kalmadigini bildirmislerdir. Diger
bir ydontem semen plazmasimin lipazlarinin inhibitérlerinin kullanilmasi; trigliserit igermeyen ama siitiin
kazeinleri gibi proteinlerini i¢eren seyrelticilerin kullanimidir (Purdy, 2005).

En yaygin kullanilan yontem 1:5 veya 1:10 seyreltici araciligiyla ve 10-15 dakika boyunca 500-
1000 gr. Santrifiijleme ile olusan ¢ozeltinin uzaklastirilmasi yontemidir (Leboeuf, 2000). Sperm
kriyokonservasyonunda yumurta sarisi veya yagsiz siit farkli oranlarda kullanilmaktadir. Konyali ve ark.
(2013), yagsiz siit, %20 yumurta sarisi veya %2 yumurta sarisinin Tris ¢dzeltisiyle birlikte kullaniminin
teke spermasinin dondurulmasinda basariyla kullanildigini bildirmislerdir.

Semenin seyreltici medyum ile seyreltilmesi (22 °C)

Sentrifiijleme : 2 ke! , 15 dakika 500 gr.
Yumurta sarisi igeren mvedyurnun ilavesi (22 °C)
Sicakligin 5 °C’ye kad:r yavasca diisiiriilmesi
Gliserol igeren medyum ile seyrelterelz dengeleyerek, payetlere doldurulmasi
Azot buharinda sperma‘;zoidlerin dondurulmasi
v

S1v1 azot i¢ine payetlerin yerlestirilmesi ve muhazasi

Sekil 10. Ornek dondurma protokolu
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Teke Spermasinin Kriyokonservasyonu ve Uygun Yontem Kullanimi

Kolesterol ile Doyurulmus Siklodekstrin Ilavesinin Teke Spermatozoidlerinin
Dondurulmasi Uzerine Etkisi

Dondurulmus semenin kalitesi, taze veya sogutulmus semene nazaran diisiik olmaktadir.
Dondurma siireci esnasinda spermatozoidlerin  %50’ye yakini zarar gormekte, yasam giiciini
kaybetmektedir (Curry, 2000). Ciinkii spermatozoidlerin dondurma siireci boyunca biyokimyasal ve
yapisal zararlar goren, bozukluklara ugrayan spermatozoidlerin, sonug olarak délleme kapasitesitelerini
olumsuz etkilenmektedir. Holt, (2000) bu hasarlarin en 6nemli nedenlerinin ozmotik degisimler ve hiicre
i¢i buz kristallerinin olusumu oldugunu bildirmistir.

Tiirler arasinda sicakligin azalmasina ve soguk sokuna spermatozoidlerin direnci bakimimdan
farklilik bulunmaktadir. Plazmatik membranin kompozisyonu s6z konusu direng iizerinde etkili
olmakta; kolesterol : fosfolipid orani yiiksek olan insan ve tavsan spermalarinin, kolesterol : fosfolipid
orani diisiik olan domuz, teke, boga gibi tiirlere nazaran daha direncli oldugu bildirilmektedir (Watson,
1981; Parks ve Lynch, 1992; White, 1993).

Siklodekstrinler hiicre membranlarinin kolesterol igerigini degistirmede kullanilabilmekte
(Christian ve ark., 1997; Visconti ve ark., 1999) ve eger siklodekstrinler kolesterol ile doyurulursa, onlar
kolesterolii membranlarin i¢ine sokmaktadirlar. Purdy ve Graham (2004), spermatozoidlere kolesterol
ile doyurulmus siklodekstrin uygulamasinin uygulanmayanlara nazaran canlilik ve hareketlilik
parametreleri bakimindan 6nemli derecede daha iyi durumda oldugunu bildirmislerdir. At spermalarinda
yapilan bir ¢aligmada semenin dondurulmasindan 6nce siklodekstrin ilavesinin, hareketli sperma ve
membran biitiinliigline sahip sperma oranlarmin iyilestigi gézlenmistir (Combes ve ark., 2000; Moore
ve ark., 2005; Torres ve ark., 2006). Teke spermasinin dondurulmasinda kullanilan en 6nemli 2 medyum
yumurta saris1 ve yagsiz siittiir. Fakat yalnizca bu dondurma ortamlarmin kullanilmasi istenen ¢dzdiirme
sonrast kaliteyi saglamamaktadir. Konyali ve ark. (2013), kolesterol ile doyurulmus siklodekstrin
uygulamasinin dondurma ¢dzdiirme sonra sperm kalitesini arttirdigini bildirmislerdir. Yine ayni yazarlar
yumurta sarisindan olusan dondurma ¢o6zeltisinin yagsiz siite kiyasla daha yiiksek hareketli ve canli
sperm sagladigini rapor etmislerdir. Cozdiirme sonrasi sperm kalitesi i¢in dondurma medyumunun
yalnizca kolesterol ile doyurulmus siklodekstrinden olugmas1 basar1 saglanmasi i¢in yeterli olmamakta,
yumurta sarisinin sagladigi ortami sunmamaktadir (Konyali ve ark., 2014).

Sonuc¢

Islah ¢aligmalarinin uygulama alaninda énemli bir araci olan suni tohumlama uygulamasinin
temel hammaddesi olan dondurulmus spermatozoidlerin alim, analiz ve isleyerek dondurma siire¢lerinin
gelistirilmesi dol verimliligi orami iyilestirmekle kalmayacak, ekonomi ve genetik ilerleme bakimindan
biiyiik katkilar saglayacaktir. Boga semen isleme ve dondurma tekniklerine nazaran, daha fazla
arastirma ve kendine has protokole ihtiya¢ duyan teke spermalarinin dondurma islemi igin kolesterol
doyurulmus siklodekstrin yontemi etkili bir yontem olmaya adaydir. Standardize edilmis analiz
yontemlerinin kolaylikla uygulanabilirligi ve hata paylarimin minimize edilmesi fertilite i¢in temel bir
adimdir. Bunun yaninda kriyokonservasyonun zararli etkilerinin azaltilmasinda pahali olmayan, zaman
ve is giici bakimindan tasarruf saglayan protokollerin uygulanmasi gerekmektedir. Dondurma
¢ozdiirme Oncesi kolesterol ile doyurulmus siklodekstrin uygulamasi bunlardan biridir. Bu baglamda
teke spermatozoidlerinin isleme ve dondurma protokolu ile katki maddeleri bakimindan yapilacak
arastirmalar dol verme oranini arttirmaya yardimei olacaktir.

Makale, arastirma yayn etigine uygun olarak hazirlanmigtir.
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