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Ozet: Dondurma protokolleri sicaklik degisimi, kriyoprotektanlarin molar konsantrasyonuna maruz kalinmastyla ortaya cikan
toksik ve osmotik stres, hiicre dist ortamda buz olusumu ve ¢6ziilmesi gibi ¢ok sayida zararli olabilecek stres faktdrlerine sahiptir.
Ayrica, kriyopreservasyonun ¢esitli sperm organellerini de etkiledigi bilinmektedir. Erken akrozomal reaksiyonun baslatilmasi, mi-
tokondrial fonksiyon degisikligi, motilitenin azalmasi, kromatin dekondenzasyon kusuru, kromatin yapisinin degisikligi ve DNA
degisikligini baglatmasi, bunlarin tamami spermatozoonlarin fertilitesini ve canli kalma siirelerini etkilemektedir. Sulandiricilara
katilan kriyoprotektan maddeler spermatozoonlarda bazi korumalar saglamakta ve kriyopreservasyonun yan etkilerini minimize
etmektedirler. Kriyopreservasyonun basarisi hayvanlarin bireysel farkliligimin yani sira kriyoprotektanlar arasindaki etkilesimleri,
sulandirict tipi, sogutma hizi, ¢6zdiirme hizi ve dondurma tekniklerini de igine alan bir¢ok faktdre baglidir. Dondurulmus ¢6zdii-
riilmiis spermanin fertilitesi taze spermadan daha diisiik oldugu igin ¢dzdiirme sonrasi spermatozoon kalitesinin dogru degerlen-
dirmesi oldukg¢a 6nemlidir. Bu derlemede, dondurmanin sperma kalitesi ve fertilite iizerine etkilerinin genel bir degerlendirilmesi
yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Spermanin dondurulmas, fertilite, sperm kalitesi

Effects of Cryopreservation on Sperm Quality and Fertility

Abstract: The cryopreservation protocols have a number of potentially damaging stresses such as the change in temperature, the
osmotic and toxic stresses presented by exposure to molar concentrations of cryoprotectants and the formation and dissolution of
ice in the extracellular environment. Various sperm organnels have been known to be affected due to the detrimental effects of
cryopreservation. Induction of prematiire acrosomal reaction, altered mitochondrial function, reduction of motility, failure of cho-
romatin decondensation, change chromatin structure and originate DNA alterations all of which influnce the viability and fertility
of the sperm cells. Addition of cryoprotectant agents in extenders have been used in an attempt to providing some protection to
spermatozoa and minimizing the adverse effects of cryopreservation. The success of cryopreservation depend upon many factors,
including interactions among cryoprotectants, type of extender, cooling rate, thawing rate and freezing techniques as well as varia-
tion among individual animals. Because fertility of frozen thawed semen is poorer than fresh semen, proper evaluation of the post
thaw quality of spermatozoa is very significant. In this review, it was made a general evaluation with the effects on semen quality

and fertility of the cryopreservation.
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Giris tiirlin spermasi dondurulmakta, -196 °C’de s1v1 azot
i¢inde uzun siire saklanabilmekte ve ¢6zdiirme son-
ras1 tatmin edici oranda fertilite sonuglar1 alinabil-
mektedir [21]. Ancak, gilincel tekniklerin ¢ogunda
dondurma igleminin spermatozoonun fonksiyonu
ve fertilite icin olumsuz etkileri oldugu bilinmek-
tedir [28,53].

Hayvancilik sektoriinde vazgecilmez dneme sahip
olan reprodiiksiyon biyoteknolojisi; suni tohumla-
ma, in vitro fertilizasyon, gen transferi ve klonlama
gibi birtakim yenilikleri kapsamaktadir. Bu teknik-
ler arasinda en etkin ve yaygin olani, erkek gamet
hiicrelerinin dondurulmasi ve disi hayvanlarin suni
yolla tohumlanmasi esasina dayanan suni tohum-
lama teknigidir [38]. Gliseroliin kriyoprotektif et-
kisinin kesfedilmesiyle spermanin dondurulmasi ~SPerma hayvan tiirlerine gore degisen teknik ve
alaninda dnemli gelismeler kaydedilmis ve 1950’1i yontemlerle dondurulabilmektedir. Ancak dondur-
yillarm basinda smirh olan sun’i tohumlama uygu- M3 islemlerinin prensipleri ortaktir. Bu prensiplerin
lamalart yaygmlasmstir [15]. Giiniimiizde birgok basinda spermanin uygun medyumlarda sulandiril-
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mast gelmektedir. Yumurta saris1 hemen hemen tiim
tirlerde kisa ve uzun siireli saklamada kullanilmak-
tadir. Sulandiricilarda kullanilan diger bir madde
yagli, yagsiz ve islenmig siittiir. Yumurta saris1 ve
stit hayvansal orjinli olduklarindan kontaminasyon
riskleri vardir [25]. Ayrica, farkli hayvan tiirlerinin
spermalar1 ile sulandiricilar arasindaki iliskilerin
bilinmesi onemlidir. Teke spermasinin saklanma-
sindaki en 6nemli problem, spermatozoonlarin can-
lilig1 {izerine seminal plazmanin yumurta sarisi ve
stit bazli sulandiricilarla zararh tepkimeler goster-
mesidir. Yumurta sarisi iceren sulandiricilarda bu
problem bulboiiretral bez sekresyonunda bulunan
ve seminal plazmada yer alan yumurta sarisi koa-
giile edici enzime (YSKE) baglanmistir. YSKE yu-
murta saris1 lesitinini yag asitlerine ve lisolesitine
doniistiiren bir enzimdir. Lisolesitin ise spermato-
zoonlar iizerine oldiiriicti etki gostermektedir. Keci
spermasindaki bir diger faktor ise seminal plazmada
bulunan SBUIII olarak isimlendirilen ve siit temelli
sulandirict bilesenleri ile etkilesime girerek siitte-
ki trigliseridleri hidrolize ederek spermatozoonlar
iizerine toksik etkili olan oleik asidi ortaya ¢ikaran
bir protein fraksiyonunun spermatozoon canliligini
baskilamasindan sorumlu oldugu saptanmistir [45].

Sulandiricilardaki glukoz ya da fruktoz sper-
matozoanin enerji kaynagini olustururlar. Sulandi-
ricilarda ozmotik basing ve hidrojen iyon konsant-
rasyonunu ayarlamak i¢in sitrat, tris, fosfat ve sitrik
asit gibi tampon maddeler yaygin olarak kullanil-
maktadir. Spermadaki bakteri miktarmin artma-
s1 spermatozoonlar i¢in zararlidir. Bunu 6nlemek
amaciyla, sulandiricilarda hayvansal orijine dayan-
mayan apatojen steril iiriinler veya SPF (specific
pathogen free) yumurta sarisinin kullanilmasinin
daha giivenli oldugu savunulmaktadir [48].

Donma ¢6zme sonu spermatozoa canliligini ar-
tirmak, oksidatif hasar ve osmotik zarar1 azaltmak
temel amac olmustur. Ornegin; arastiricilar sulan-
diricilara antioksidan ekleyerek lipid peroksidasyo-
nun sebep oldugu oksidatif stresi azaltmaya calig-
mislardir. Gliserol ve yumurta sarist sulandiricilar
spermay1 dondurmak i¢in kullanilan ilk sulandirici-
lar arasindadir ve bugiin ana kriyoprotektan olarak
gliserolil igeren bir¢ok sulandirici kullanilir [9]. Su-
landiriciya katilan diisiik dansiteli lipoproteinlerin
(LDL) kullanim1 ile DNA biittinliigiiniin korunma-
sinin miimkiin oldugu kaydedilmektedir [46].

Spermanin Dondurulmasi (Kriyopreservasyon)
ve Dondurmanin Mekanizmasi

Dondurma isleminde amag; canli bir hiicre veya
dokunun c¢ok diisiik sicakliklarda minimum hasarla
fonksiyon kayb1 olmaksizin uzun siireli saklanmasi-
dir [4]. Spermatozoonlart dondurmanin zararli etki-
lerinden korumak i¢in kriyoprotektan maddeler kul-
lanilmaktadir. Kriyoprotektanlar genel olarak ko-
ruyucu etkilerini, ortamdaki donmamis fraksiyonu
artirarak ve iyon miktarini azaltarak gosterirler [39].
Kriyoprotektanlar hiicrenin dondurulmasi esnasin-
da olusan soguk soku zararina, intraselliiler kristal
olusumuna, ¢oéziim esnasinda dekristalizasyona ve
gelisen membransel destabilizasyona kars1 koruyu-
culuk saglarlar [6]. Ancak, hem penetre (hiicre i¢ine
girebilen) hem de penetre olmayan (hiicre igerisine
giremeyen) kriyoprotektanlarin spermatozoonlarda
bazi zararlara sebep olduklari tespit edilmistir. Bu
zararlarin osmotik basing degisikliklerinin bir sonu-
cu olarak fiziksel hasarlardan ya da subseliiler bile-
siklerin biyokimyasal bozukluklarindan kaynaklan-
dig1 kaydedilmektedir [43,55].

Hiicrelerin dondurulmasinda suyun biyolojik
formunun degisimi s6z konusu olup, olay suyun
kristallesmesi ve sekil degistirmesi ile gerceklesir.
Hiicrelerin dondurulma islemi sirasinda ekstrasel-
liller soliisyon kendiliginden veya etkime (seeding)
yontemi ile -5 °C ila -10 °C’de kristallesir. Ektra-
seliller ortam kristallesirken intraselliiler ortam
hiicre membraninin etkisiyle heniiz donmamustir.
S6z konusu olusum sirasinda ekstraseliiler suyun
buzlagmasi nedeniyle ortamda bulunan maddelerin
yogunlugunda artig olur. Bu durum kimi kimyasal
maddelerin hiicre i¢inde ve disinda farkli yogun-
lukta bulunmalarina yol agar. Meydana gelen farkli
yap1 ya da denge nedeniyle bir kisim sivinin hiicre
disina ¢ikmasi ile bu kez de hiicre igerisinde bulu-
nan erimis maddelerin yogunlugunda yiikselme ve
hiicre ici kristallesme sekillenir. Bu siiregler hiicre-
lerin dondurulmasinda oldugu gibi ¢6zdiiriilmesin-
de de sogutma hizinin etkisine bagli olarak az ya da
¢ok ters yonde meydana gelir. Hiicrenin membran
biitiinliigii ve normal yapisi, hiicrenin metabolik
fonksiyonlari i¢in mutlak gereklidir. Normal viicut
1s1sinda hiicre membrani lamelli, iki siral1 fosfolipit
ve protein dizilerinden olusur. Ortamdaki 1s1 degi-
simleri s6z konusu membran yapisimi direkt etki-

Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg.

http://arastirma.tarim.gov.tr/lalahanhmae

Cilt 56, Sayi 1, 2016, 32-39



34 Coskun N ve Karaca F. Dondurmanin Sperma Kalitesi ve Fertilite Uzerine Etkileri

lemesiyle metabolik olaylarda azalma ve hiicre ici
iyon ve molekiil kayiplarina yol agmaktadir [6].

Dondurmanin Spermatozoonlar Uzerine Etkileri
ve Dondurma Hasarlar:

Spermatozoonlar fertilizasyon kabiliyetini kaza-
nincaya kadar, somatik hiicrelerden degisir ve ge-
ligirler. Bir spermatozoon temel olarak, sikistirilmis
¢ekirdek metaryalini i¢eren bir bas, giic kaynagi
olarak gdrev yapan orta kisim ve itici bolge olarak
gorev yapan kuyruk olmak tizere 3 fonksiyonel bol-
geden olusmaktadir. Spermatozoonlar epidididimis-
te olgunlasir, seminal plasma ve digi genital kanal
sekresyonlari ile uyarilirlar [50]. Spermatozoonla-
rin son seklini oosit ve zona pellusida verir. Sper-
matozoonlar tiim bu siiregleri ge¢irmesinin sonucu
olarak, g¢evresel etkilere daha duyarli olmakta ve
kendini yenileme kabiliyetinde azalma gibi isten-
meyen Ozelliklere de sahip olmaktadir. Bu neden-
le ideal kosullar altinda bile dondurma siirecinde
spermatozoonda kacinilmaz bazi zararlar meyda-
na gelmektedir [3]. Spermanin s1vi azot buharinda
dondurulmasinda spermatozoanin soguk sokundan
olumsuz etkilenmeleri nedeniyle spermatolojik
Ozelliklere ait degerler degisebilmektedir. Hiicre
membranlarinda olusan perforasyonlarin, 6zellikle
akrozomda bulunan ve fertilizasyonda gorev alan
enzimlerin kaybina yol agtig1 ve bu spermatozoo-
nun dolleme yapamadigi kabul edilmektedir [51].
Spermatozoonlarin dondurulmasi esnasinda meyda-
na gelen hasarlar arasinda soguk soku, kristal olusu-
mu, osmotik stres ve osmotik sisme yer almaktadir.

Spermatozoonlar i¢in sogutma iglemi sirasinda-
ki 0 °C ile -5 °C ve buz kristallerinin olustugu -6 °C
ile -15 °C arasindaki sicaklik araliklari kritiktir [52].
Spermatozoonlarin soguk sokuna maruz kalmasi
sonucu gelisen zararlar, intraselliiler dehidrasyon,
membran lipit ve proteinlerinde destabilizasyon ve
denatiirasyon, hiicre ve endoplazmik retikiilimunda
ozmotik sisme, plazma membraninda intramembra-
noz kiimelesme ve akrozomal enzimlerin salinimi
olarak siralanabilir [10]. Ayrica soguk sokuna ugra-
yan spermatozoonlarda sirkiiler hareketin artmasi,
motilite kayb1, spermatozoon oosit flizyon kapasite-
sinde azalma, serbest oksijen radikallerinin artis1 ve
fertilitede azalma meydana gelmektedir. Boga, kog,
domuz ve aygir spermatozoonun ani 1st diismesiy-
le olusan soguk sokuna kars1 kopek, kedi ve tavsan

spermatozoonuna gore daha fazla duyarhlik goster-
dikleri kaydedilmektedir [6].

Sicakligin donma derecelerinin altina diisme-
sini takiben hiicre i¢i ve dis1 buz kristalleri olusur.
Sivilardaki kristallesmeyi takiben, donmamis frak-
siyondaki fiziksel 6zellikler degismekte, kristalles-
menin dogurdugu gaz, ortam viskozitesini arttir-
makta ve pH’da 6nemli degisimlere neden olmakta-
dir. Kristallesmenin yarattig1 stres faktorii, hiicrede
ozmotik biizigmeye ve membran lipit fazinda degi-
simlere yol agmaktadir [54].

Ozmotik stres, intra/ekstraselliiler ortamdaki
ozmotik farktan kaynaklanmaktadir [10]. Kriyopro-
tektanlarm ilavesi ortamin hiperozmotik olmasina
ve hiicre membranindan iceriye ge¢mesiyle hiicre-
de dehidrasyonun sekillenmesine neden olmaktadir.
Kriyoprotektanlarin uzaklastirilmasinda hiicreler
tekrar sismekte ve isoozmotik hacme ulagmakta-
dir. Bu tekrarlanan degisimler kritik noktalar1 gec-
tiginde, hiperozmosize bagli irreversibl membran
yikimlar1 olmaktadir. Ayrica hiicredeki kiigiik por-
larin varligi potasyum ve sodyum iyonlarmin giris
cikigini saglayarak, hiicrenin hipoozmotik stres ve
kolloidal ozmotik hemolize duyarliligim artirmak-
tadir [6].

Elektron mikroskobu ile yapilan incelemeler-
de, hiicre zarimin dondurma isleminden ilk etkilenen
bolge oldugu dogrulanmistir. Bu yontemle hiicre za-
rinda tespit edilen yapisal degisiklikler; protriizyon-
lar, dalgalanmalar ve vezikiilasyonlardan; membran
kayiplari, yirtilmalart ve erimeleri gibi membran
biitiinliigiiniin bozuldugu agir harabiyetlere kadar
vardig1 gozlenmistir [36].

Dondurmanin Spermatozoon Metabolizmasi
Uzerine Etkileri

Birgok aktif viicut hiicreleri gibi spermatozoonlar
da sitrik asit dongiisii, oksidatif fosforilizasyon ve
glikolizis i¢in gerekli olan metabolik mekanizmaya
sahiptir. Spermatozoon i¢in ATP baslica ya sitoplaz-
ma icinde glikolizis yolu ile ya da mitokondrideki
oksidatif fosforilizasyon vasitasiyla elde edilir [13].
Genel olarak kriyopreservasyon esnasinda ATP nin
intraseliiler konsantrasyonu azalir veya kaybolur ve
AMP/ADP orani artar [47,13].

Ejakiile edilen spermatozoonlarmn fertilite po-
tansiyelinin degerlendirilmesinde sik¢a kullanilan
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spermatozoal motilitenin, mitokondrial fonksiyo-
na bagiml oldugu bilinmektedir. i¢ mitokondrial
membran i¢inde oksidatif fosforilizasyon yolu ile
iiretilen ATP, motiliteyi slirdiirmek i¢in mikrotubul-
lere transfer edilir. Bu ylizden kriyopreservasyonda
spermatozoon motilitesindeki azalmanin ozellikle
mitokondrial hasar ile ilgili oldugu diisiiniilmekte-
dir [47].

Spermatozoanin kriyopreservasyonu hem oksi-
datif strese hem de fiziksel strese neden olmaktadir
[33]. Oksidatif stres, normal spermatozoon fonksi-
yonlarini etkilemekte ve spermatozoonlarin yiiksek
oksijen basinci altindaki inkiibasyonu, spermatozo-
on motilitesinde hizli bir diislise neden olmaktadir.
Ozellikle aygir spermasinda asir1 oksidatif strese
bagli yan etkiler bariz sekilde goriilmektedir. Bu
duyarhilik; antioksidanlarin sentezlenme kabiliye-
tinin eksikliginden, ¢oklu doymamis yag asitleri
iceriginden ve spermatogenezisin sonlarina dogru
sitoplazmalarinin biiyiikk kismimi kaybetmelerinden
ileri geldigi kaydedilmektedir [1].

Taze sperma ile karsilastirildiginda dondurul-
mus spermanin yasam siiresi kisa ve fertilitesi dii-
stiktlir. Bu durum taze ve dondurulmus spermadaki
0,” ve H,0, mmn iiretim oranina veya intraseliiler ser-
best kalsiyum iyonlarinin yogunlugundaki biiyiik
farkliliga baglanmaktadir [44]. Spermatozoon pro-
teinlerindeki tiyol (merkaptan)lerin 0,” ve H,0, ta-
rafindan oksidasyonunun spermatoozoon motilitesi
ve fertilizasyon yeteneginin engellenmesi ile iligkili
oldugu bildirilmektedir [31].

Kriyopreservasyonun Spermatozoal Yapilar
Uzerine Etkileri

Memeli spermatozoonlar1 viicut disina ¢iktiktan
sonra plazma membranlarinin hassasiyetinden do-
lay1 dusiik 1silara olduk¢a duyarhdirlar. Donma
membran degisikliklerini baglatmakta, ¢ozdiirme
ise membran protein aktivitesi ve permeabilite de-
gisikliklerine bagli olarak, su ve iyonlarin hiicre ici
ile hiicre disindaki farkliliklari, canli spermatozo-
onlarda kayiplara sebep olmaktadir [5]. Membranin
kolesterol/fosfolipid orani, lipid igerigi, hidrokar-
bon zincir doygunlugunun derecesi ve protein/fos-
folipid orani spermatozoon hassasiyetini belirleyici
ozelliklerdendir [34]. Her hayvan tiirtintin farkl bir
membran kompozisyonuna sahip olmalari, sicaklik
degisimlerine kars1 farkli tepkiler vermelerine se-

bep olmaktadir. Membranlar dogal olarak akiskan-
dir ve bu etkili fonksiyonlarinin bir 6n kosuludur.
Membran yapisindaki fosfolipid ve kolesteroliin
yogunluklari, akiskanlig1 etkileyen iki ana faktor
olup, bunlarin orant membran esnekligini belirle-
mektedir. Fosfolipidleri fazla olan tiirlerde esnek
membran yapisi daha sik gdzlenir. Membranlar
sogutuldugunda, lipidler normal akiskan durumla-
rindan likid kristal durumuna gecise maruz kalir-
lar ve yag asidi zincirleri bozulur [34]. Dondurma
esnasinda bu likid kristal durumu jel durumuna
doniisiir, bu sirada burada yag asidi zincirleri kati
bir yap1 olusturarak yeniden diizenlenirler [6]. Bu
degisiklikler membran i¢i enzimlerinin kinetigin-
de degisime yol agarak ¢oziim sonu spermatozoon
canliligini azaltmaktadir. Faz gecis sicaklik derece-
leri lipid yapisina gore degiskenlik gostermektedir.
Genel olarak; daha uzun yag asit zincirlerinin faz
gecis sicakligi daha yiiksektir [40]. Spermatozoo-
nun plazma membranindaki ana fosfolipidler; fos-
fatidil kolin, sfingomiyelin ve fosfatidil etanolamin
olarak isimlendirilirler, bu fosfolipidlerin ¢ift kat-
manli membran igerisindeki pozisyonlar1 farklidir.
Fosfatidil kolin ve sfingomiyelin dis katmanin ile
iliskilidir halbuki fosfatidil etanolaminin i¢ katmana
affinitesi vardir. Membranin stres altinda olmadigi
durumlarda, bu affiniteler belirgin degildir. Soguk
soku fosfolipidlerin ¢ift katmani1 boyunca dagilim-
larin1 degistirmelerine sonugta membran fonksiyon
degisikligine sebep olmaktadir [21].

Spermatozoon membraninin bagka bir dnem-
li bileseni proteinlerdir. Protein-lipit etkilesimleri
membranin fonksiyonel etkinligi i¢in kritiktir. Pro-
tein—lipid etkilesimleri bozulursa jellesme meydana
gelir ve proteinler enzim, reseptor ya da kalsiyum
gibi iyonlar i¢in iyonik kanallar olarak etkili sekilde
fonksiyon yapamazlar [34]. Membran konfigiiras-
yonundaki bozukluklardan, spermatozoonu sararak
disi genital kanalda seklini sabitleyen, kayganlik
saglayan ve yapisinda bolca seker iceren glikoka-
liks denen periferal proteinler de etkilenmektedirler.
Bu periferal proteinler membran sivi durumdan jel
durumuna dénmeye baslarken, hala sivi durumunu
koruyan bolgelere kiimelesme ve yapigsma yaparlar.
Membran lipid konfigiirasyonlar1 i¢in bu degisiklik-
lerin ¢ogunun irreverzibl oldugu, spermatozoonun
1s1s1 yiikseldiginde orijinal membran konfigiirasyo-
nun tekrardan olusturulamadigi bildirilmektedir [3].
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Dondurma islemi, hiicre membrani boyunca
proteinlerin transferiyle iliskili mekanizmay1 etkile-
mekte ve akrozom membraninda akrozomal enzim
proteinlerinin zarar goérmesine neden olmaktadir
[20]. Bu bozulma plazma membraninda glukoz ta-
styan proteinlerde de (GLUT) goriiliir. GLUT prote-
inleri, memeli sperm membranindan heksoz mono-
fosfat gecisinin ana sorumlusudur [24]. GLUT gibi
glukoz tastyict proteinlerin plazma membranindaki
yanlis konumlanmalariin, kriyopreservasyonla il-
gili esas problem oldugu bildirilmektedir. GLUT
proteinler kopek, domuz ve insan spermatozoon
membraninda tespit edilmistir. Bunlarin sperma-
tozoon glukoz ve fruktoz metabolizmasini diizen-
lemekte 6nemli rollerinin oldugu belirtilmektedir
[35].

Molekiiler calismalar, kriyopreservasyonun
spermatozoal mitokondria degisikligi gibi ¢esitli
spermatozoon organellerinde zararli etkilerinin ol-
dugunu gostermektedir [37]. Ozellikle aygir sper-
matozoonlarmin mikroskobik muayenesinde soguk
sokundan mitokondrial krista fonksiyonunun da
etkilendigi belirlenmistir. Mitokondrial yapidaki bu
zarar dondurma sonras1 motilite azalmasinin nedeni
olarak diistiniilmektedir [47].

Kriyopreservasyon sirasinda spermatozoonun
kromatin yapisi ile birlikte DNA’sinin da degistigi
ve zarar gordiigli kaydedilmektedir [17]. Dondurma
ve ¢Ozdiirmenin insan, domuz ve kog¢ spermatozo-
onlarinda anormal kromatin yogunlagsmasini arttira-
bilecegi ifade edilmektedir [50].

Kriyopreservasyonun Kapasitasyon Benzeri
Etkisi

Hiicre i¢i kalsiyum seviyesi spermatozoonun kapa-
sitasyonu, hiperaktivasyonu ve akrozom reaksiyonu
esnasinda yiikselir. Artan kalsiyum iyon konsant-
rasyonunun kapasitasyonla iliskili bir intraseliiler
sinyal yolunu tetikledigi diistiniilmektedir. Kapasi-
tasyon ve kriyopreservasyon spermatozoonlar i¢ine
kalsiyum girisini de iceren bircok benzer degisik-
likleri uyarmaktadir [5]. Ancak spermatozoonlar,
kriyopreservasyon esnasinda normal internal kal-
siyum seviyesini ayarlamada basarisiz olurlar. Kri-
yopreservasyon esnasinda membranlarin yeniden
yapilandirilmast ve carpik lipid-protein iliskileri,
daha fazla kalsiyum iyonunun igeriye akisina neden
oldugu disiiniilmektedir. Anormal kalsiyum iyon

konsantrasyonundan dolay1 normal kapasitasyonun
ve akrozom reaksiyonun bozulmasi, spermatozoa-
nin ¢oziilme sonrasi potansiyel fertilitesini dnemli
derecede riske etmektedir. Diger yandan ¢ozdiirme
sonras1 kriyopreservasyon kaynakli membran degi-
sikliklerinden dolay1 kismi bir kapasitasyon duru-
mu olusmaktadir. Dondurarak saklanan spermato-
zoonlar disi genital kanalinda daha kisa omiirlii ve
fertilizasyon kabiliyetleri 6nemli oranda etkilenmis
spermatozoon Ozelligi gosterirler [51]. Kapasite
olamayan spermatozoonlarda meydana gelen degi-
siklikler klortetrasiklin florasan B teknigi ile bogada
[8], domuzda [32], aygirda [49] ve mandada [22]
belirlenmistir. Ayrica dondurma ve ¢ézdiirme sonu-
cu hiicre i¢i kalsiyum artiglart membran hasariyla
iliskilendirilmektedir [5].

(Cozdiirme Sonrasi Sperma Kalitesinin
Degerlendirilmesi

Sperma kalitesi ve bunun fertilite ile iliskisi hayvan-
sal liretimde biiyiik dneme sahiptir. Bu nedenle in
vitro testler spermatozoa kalitesini belirlemek i¢in
sik sik uygulanir [7]. Cozdiirme sonrast gekirdek,
akrozom, kuyruk, mitokondri ve plazma membra-
n1 spermatozoanin degerlendirmeye gerek duyulan
en onemli bolgeleridir. Bu farkli boliimleri deger-
lendirmek igin bir dizi laboratuvar testleri tasarlan-
mistir. Bdylece spermatozoal hasarin lokalizasyonu
belirlenebilmekte ve daha saglikli bir degerlendir-
me yapilabilmektedir [19]. Plazma membran bii-
tiinliginiin degerlendirilmesinde bugiin kullanilan
laboratuvar prosediirleri oldukga ¢esitlidir. Bunlar
arasinda eozin gibi non-permeabl 6zellikteki boya-
lar ile hipoozmotik sisme testi (HOST) yaygin kul-
lanilan testlerdir [11]. Foote, erkek damizligin fer-
tilite yeteneginin belirlenmesinde; rutin kullanilan
spermatolojik testlerin yani sira, DNA kalitesi, en-
zimatik aktivite, ozmotik stres testleri, inkiibasyon
testleri, artirilmis akrozom reaksiyon orani, mukus
veya jel penetrasyon testi, hamster oosit penetras-
yon testi ve heterospermik tohumlama testlerinin
de uygulandigini bildirmektedir [16]. Fonksiyonel
bolgelerin aktivitelerini belirlemek icin floresan
boyalarla, mitokondriyal ya da akrozomal boyalar
kombine edilerek kullanilmasi daha saglikli ferti-
lite tahmininin elde edilmesini saglamaktadir [23].
Son zamanlarda CASA (Computer asisted semen
analyzer) sistemi ejakiilatin kinetik 6zellikleri hak-
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kinda detayli bilgi vermektedir. CASA ile motilite
ve spermatozoanin karakteristik hareketleri in vivo
fertilite ile iliskilendirilmektedir [18].

Spermatozoonlarin fertilite yeteneginin belir-
lenmesinde, spermatozoonlardaki DNA hasarlari-
nin tespit edilmesi de 6nemlidir. Ciinkii fertil ancak
hasar gdrmiis bir spermatozoona bagli erken embri-
yonik 6liimler goriilebilir. Son yillarda biyokimya-
sal belirleyiciler kullanilarak spermatozoal fonksi-
yonlarin ve DNA hasarinin belirlenmesine yonelik
calismalarin yogunlastig1 goriillmektedir [14].

Kromatin yap1 tahlil testleri (SCSA) ¢esitli tiir-
lerde geleneksel metotlar ile izlenemeyen spermato-
zoal kromatininin denatiirasyonunu belirlemek i¢in
kullanilan flow sitometrik bir prosediirdiir. Dena-
tiirasyona kars1 kromatin duyarliligi, mevcut DNA
zincir kiriklan seviyesi ile iliskilidir ve bu sperma-
tozoonlarin genetik olarak kusurlulugunun bir gos-
tergesi olarak disiiniilmektedir [30]. DNA hasarli
bir spermatozoonun membran biitiinliiglinde ya da
motilitesinde farkedilir bir bozuklugun olmayabile-
cegi fakat bu hasarin fertilizasyon sonrasi embriyo-
nik gelisimde basarisizliga neden olabilecegi kay-
dedilmektedir [42].

Dondurma ve Cozdiirme Oranlarinin
Sperma Kalitesine EtKkisi

Dondurmada kullanilan yontemler ¢6ziim sonu
sperma parametrelerine etki etmektedir. Bilgisayar
destekli dondurma cihazlarinda dondurulan sperma-
tozoonlarm geleneksel olarak azot buharinda don-
durulan spermatozoonlardan bir¢ok in vitro 6zellik
bakimindan daha iyi olduklar1 belirlenmistir Don-
durma esnasinda sadece diisiilen sicaklik degil diis-
me hizi da 6nemlidir [3]. Dondurma iglemi sirasin-
da spermatozoonlarin zarar gormemesi i¢in sicaklik
yavag yavas diistiriilmelidir. Ciinkii sicaklik yavas
disiiriildigii takdirde su daha uzun siire osmotik ba-
sinca maruz kalacagindan, hiicre igerisinde bulunan
su daha fazla disar1 ¢ikabilmekte, hiicre icerisinde
¢oziinen maddelerin konsantrasyonu artmakta, hiic-
re i¢i ve hiicre dis1 su dengesi saglanmaktadir. So-
nucta hiicrede dehidrasyon sekillenmekte ve hiicre
ici donma goriilmektedir. Ancak intraseliiler dehid-
rasyon ve ¢Oziinen konsantrasyonunun artigi gibi
istenmeyen durumlar olmaktadir. Ayrica uzun siire
yiiksek osmolarite ile kars1 karsiya kalan hiicrede

membran lipoproteinlerinde denatiirasyon ve sonu-
nunda sitoliz olugmaktadir [29].

Donma islemi hizli yapildiginda yeterli miktar-
da su hiicre disina ¢ikamaz. Bunun nedeni ise hiicre
dis1 sivida konsantrasyonun hizli sekilde artmasidir.
Hiicre disima ¢ikamayan su, hiicre igerisinde buz
kristallerinin olugsmasina neden olur ve biiyiik intra-
seliiler buz kristalleri fiziksel zarara sebep olur [12].

Spermatozoonun hayatta kalmasi optimum
sogutma oranmna baglhdir. Optimal sogutma orani
intraseliiler ¢oziinen maddelerin asir1 konsantras-
yonlarimi ve intraseliiler dehidrasyonu azaltacaktir,
boylece spermatozoonlarin asirit biiziilmesi azalir.
Ancak, optimum sogutma oranlarinda bile sperma-
tozoonlarda hassasiyet olmaktadir [52].

Donmus spermatozoanin ¢ozdiiriilme siirecinde
ultra mikroskobik diizeyde buz kristallerinin rekris-
talizasyon siireci i¢inde gerceklestigi ve bliylik buz
kristallerine gdre oldukca kiiciik buz kristallerinin
spermatozoaya zarar verdigi bildirilmektedir [51].
Arastirmalarda 1sinma hasarimin 6zellikle -5 C ile
-15°C arasinda gergeklestigi bildirilmistir [26]. Hizli
¢Ozdlirme isleminde 75 °C’de 7 saniye rekristalizas-
yonun en az goriildiigli ve canliligin en fazla sap-
tandig1 bildirilsede, saha sartlarinda tavsiye edilen
1s1 ve siire 37°C’de 30-45 saniyedir. Hizl1 ¢ozdiirme
esnasinda rekristalizasyonun meydana gelmesi igin
zaman smirlidir ve bu spermatozoonlarin hayatta
kalmalarini arttirir. Ancak hiicreden fazla kriyopro-
tektanlarin disar1 akisi igin ¢ozdiirme stiresi yetersiz
oldugunda osmotik stres yaratir, spermatozoonlar
siser ve parcalanir [41].

Dondurmanin Spermatozoon Fertilitesine
Etkileri

Dondurma iglemi, giiniimiiziin en basarili teknikleri
kullanilsada spermatozoonlara zarar vermektedir.
Bunun en temel nedeni dondurma 6ncesi ve sonrast
spermatozoonun fiziksel olarak farkliliga ugrama-
sidir. Bu farkliliklar onu in vitro ve in vivo her tiir-
li etkene kars1 hassaslastirir. Kriyopreservasyonun
hiicre metabolizmasi, ¢ekirdek, hareket organelleri,
sitoskeleton ve plazma membrani iizerine etkileri
fertiliteyi de etkilemektedir [27]. Bu sebeple, sper-
matozoanin ¢Ozdiirme sonrasi kalitesinin uygun
degerlendirilmesi, dondurulmus spermanin fertili-
zasyon kapasitesi i¢inde son derece onemlidir. Fer-
tilite ile sperma 6rnegi i¢indeki motil spermatozoon
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oraninin arasinda dogru bir orant1 vardir. Fertilite
ozelligi olmayan akrozomu degismis bir spermato-
zoon, HOST ile tepkime vermemektedir [12]. In vit-
ro yapilan birgok test spermada motilite, morfoloji,
akrozomal biitiinliik, sperm organellerinin fonksi-
yonlari, metabolizma islevleri ve DNA biitiinliigii
gibi degerlendirmeler fertilitiyle iliskilendirilmek-
tedir. Spermanin dondurulmast iglemleri sirasinda
1s1 degisimlerine ve oksijene maruz kalmasi lipid
peroksidasyona ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
iiretilmesine yol agmaktadir. Lipid peroksidasyon,
hidroksil radikallerinin doymamuis yag asitleriyle re-
aksiyona girmesiyle baslar ve oksijenle temas ettik-
lerinde lipid peroksitlerin olusumuna yol agar. Lipid
peroksidasyon spermatozoada membran hasarina,
respirasyonun inhibisyonuna ve intraselliiler enzim-
lerin disar1 ¢ikmasina, DNA hasarina ve dolayisiyla
fertilitede dnemli diisiislere sebep olmaktadir [2].

Sonug¢

Hiicreler kriyopreservasyon sirasinda soguk sokuna
maruz kaldiklarinda membransel ve ozmotik degi-
sikliklere ugramaktadirlar. Bu degisiklikler ise hiic-
relerin ¢dziim sonu yasamsal ve fonksiyonel 6zel-
liklerini olumsuz etkilemektedir. Dondurma hasari
nedeniyle ¢ozdiirme sonrasi spermatozoon o0osit
flizyon kapasitesi azalabilir veya plazma membran
lipid peroksidasyonuna bagli olarak fertilizasyon
olumsuz etkilenebilir. Kriyopreservasyon akrozom
reaksiyonunda bozulmaya, mitokondriyal fonksi-
yon degisikliklerine, motilitenin azalmasina, kro-
matin yogunlugunun bozulmasina, DNA hasarlarina
neden olarak spermatozoonun canli kalma siiresini
ve fertilitesini diisiirmektedir. Kisacasi dondurma
islemi giiniimiizlin en basarili teknikleri kullanilsa
dahi sperma fonksiyonlar1 lizerine zararl etkilere
sahiptir. Kriyobiyolojik mekanizmalarin daha iyi
anlasilmasi, spermatozoonlarin dondurulmasindaki
basariy1 artirarak fertiliteyi olumlu yonde etkileye-
cegi digiiniilmektedir.
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