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Spermatozoon liyofilizasyonu: Hayvan genetik kaynaklarinin
korunmasi icin yeni bir saklama modeli olabilir mi?
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Ozet: Her ilkenin, kendine 6zgii hayvan genetik kaynaklarini, nesli tikenme tehlikesine karsin veya gelecekte gen
aktarim calismalari igin korumasi, Gnemli bir stratejik planlamadir. Gen bankalarinda sivi azot bagimli olarak saklanan
spermatozoon genetik materyallerinin, sivi azot ile kontaminasyon riskinin bulunmasi ve sivi azot ikmali aksakliklari-
na bagl olarak, spermatozoonlarin zarar gorerek fertilizasyon yetenegini kaybetmesi muhtemeldir. Son yillarda sivi
azot ile spermatozoon saklama modeline alternatif olarak gosterilen spermatozoon liyofilizasyonu (dondurup-kuru-
tarak saklama) islemi sonucunda, spermatozoon motilite kaybi ve hiicre membran hasari gériilmesine ragmen DNA
butinligu korunmaktadir. Liyofilize spermatozoon genetik materyalinin, intra-sitoplazmik spermatozoon enjeksiyo-
nu (ICSI) ile laboratuvar hayvanlari basta olmak tizere yaban hayvanlari ve ciftlik hayvanlarinda in vitro fertilizasyon
uygulamasi ile yavru alinmasi miimkiindur. Bu derlemede liyofilize spermatozoon protokolleri, saklama kosullari ve
in vitro fertilizasyon calismalari hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Gen bankasi, kriyokonservasyon, dondurarak- kurutma, yardimci tireme teknikleri.

Lyophilization of sperm: Can it be a new storage model
for conservation of animal genetic resources?

Abstract: The conservation of the unique animal genetic resources for endangered or future gene transfer studies is
an important strategic planning for each country. Sperm stored in gene banks are at the risk of contamination with
liquid nitrogen and also sperm can be damaged and lose fertilization ability due to liquid nitrogen replenishment
failure. Sperm lyophilization (freeze-drying) process, which is indicated as an alternative to sperm storage model
with liquid nitrogen, preserves sperm DNA integrity despite the loss of motility and cell membrane damage of the
sperm. By using of intracytoplasmic sperm injection method, it is possible to produce offsprings from lyophilized
sperm samples in wild animals and farm animals as well as in laboratory animals. In this review, it was aimed to give

Review Article / Derleme

information about lyophilized sperm protocols, storage ¢

onditions and in vitro fertilization studies.
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Giris

Her Ulkenin, bulundugu cevreye uyum saglamis, ta-
rimsal ekosistemin halkasi olan kendine 6zgu hayvan
genetik kaynaklari bulunmaktadir. Bu hayvan gene-
tik kaynaklarindan bazilarinin nesli, bilingsiz melez-
leme, avlanma ve dogal afetler gibi ¢esitli unsurlarla
tikenmis veya tikenme tehlikesi altindadir. Mevcut
hayvan genetik kaynaklarinin, nesli tiikenme tehli-
kesine karsin veya gelecekte gen aktarim calisma-
lari i¢in korunmasi, her llkenin benimsedigi 6nemli
bir stratejik planlamadir. Birlesmis Milletler Gida ve
Tarim Orguiti (FAO) tarafindan hayvan genetik kay-
naklarinin korunmasi ve strddrtlebilir kullanimi icin
U¢ yontem onerilmektedir; i) dogal yasam alanin-
da yetistirici sartlarinda (in situ in vivo) koruma, ii)

dogal yasam alani disinda 6zel koruma surilerinde
canh (ex situ in vivo) koruma ve iii) spermatozoon,
embriyo, oosit, somatik hiicre ve DNA gibi genetik
materyallerin dondurularak, uzun streler saklanma-
sini saglayan gen bankalarinda (ex situ in vitro) ko-
ruma [10].

Binlerce hayvana ait genetik materyalin pratik
olarak korunmasina imkan saglayan gen bankalari,
Ulkemizin de dahil oldugu 64 tlkede kurulmus, 41
Ulkede de kurulmalar planlanmistir. Hayvan gene-
tik materyalleri arasinda sperma kriyoprezervasyo-
nu (dondurup-saklama), diger genetik materyalle-
re gore, kolay elde edilebilir olmasi ve daha pratik
yavru alabilme imkani saglamasiyla, gen bankala-
rinin temelini olusturmaktadir [3]. Ancak sivi azota
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bagimli olarak kullanilan bu teknigin, sivi azot ile
kontaminasyon riskinin bulunmasi ve sivi azot ikmali
aksakliklarina bagli olarak, spermatozoonlarin zarar
gorerek fertilizasyon yetenegini kaybetmesi muh-
temel sonuctur. Bu durum arastirmacilari, sivi azot
ile saklama metoduna alternatif ydntem arayislarina
yonlendirmistir. Son dénemde yapilan arastirmalar
sonucunda, bu alternatif yontemlerin basinda sper-
matozoon liyofilizasyonu gelmektedir [6, 16, 36, 53].

Bu derlemede, farkli memeli tirlerinden, liyofi-
lize spermatozoon protokolleri, saklama kosullari ve
in vitro fertilizasyon calismalari hakkinda gtincel bil-
giler sunularak, gelecekte yapilacak olan ¢alismalara
katki saglamasi amaclanmistir.

Liyofilizasyon Nedir?

Prokaryot ve dkaryot hiicreler yaklasik %70-90 ora-
ninda su icermektedir. Su hicreler icerisinde biyo-
kimyasal aktiviteleri destekleyen, onlarin metabolik
aktivitelerinin devam etmesini saglayan bir ¢ozlici
oldugu gibi olumsuz kosullarda ise hiicre yapisi-
nin bozulmasi ve otoliz sireci igin gereken ortami
saglayan bir molekuldir [9, 17]. Liyofilizasyon veya
dondurarak kurutma (freeze-drying) islemi, biyolojik
materyallerin dondurulup, diistik basing altinda bu-
zun sliblimasyonu (buzun sivi hale gegmeden uzak-
lagmasi) ile su miktarinin herhangi bir metabolik
reaksiyonu desteklemeyecek seviyeye kadar azaltil-
masi islemidir. Boylece liyofilize edilen Uriinlerin oda
sicakliginda veya +4°C'de daha az maliyetle muha-
faza edilmesi ve tasinmasi mimkin olmaktadir [31,
54].

Liyofilizasyon Metodunun Tarihsel Geligimi

Liyofilizasyon isleminin tarihsel gelisimi, Eskimolarin
avladiklari baliklari soguk, kuru Arktik riizgarlara ma-
ruz birakarak suyun uzaklastiriimasi ile baslamakta-
dir. Benzer uygulamalara Viking ve inka toplumlarin-
da da rastlanildigi bildirilmektedir. Bu toplumlarda,
basincin ve sicakhgin disik oldugu yiksek tepeleri
dogal yiyecek koruyucu depolar olarak kullandiklari
belirtilmektedir [2, 17]. On dokuzuncu ylzyil basla-
rinda farkli bilim insanlari tarafindan bakteri, viris,
ilag, kan ve doku liyofilizasyon calismalari yapilmistir.
Penisilini kesfeden bakteriyolog A. Fleming klinik ¢a-
lismalarinda liyofilize mikroorganizmalari sik¢a kul-
landigini belirterek ilk olarak “liyofilizasyon” terimini
kullanmistir [7, 14, 15, 45]. GUnumizde liyofilizasyon
metodu, 6zellikle gida ve ilag endustrisindeki Urlin-
leri, islevsel saklama imkani sagladigi icin yaygin
olarak kullanilmaktadir.

Spermatozoon Liyofilizasyonu

Tesadifen gliserolt kesfederek basarili spermato-
zoon kriyoprezervasyon calismalari yapan Polge ve
ark. [44], ayni donemde ilk kez horoz spermatozo-
onlari ile liyofilizasyon ¢alismalari yapmis ancak ba-
sarili sonug bildirilmemistir [8, 48]. Spermatozoon
liyofilizasyon calismalari, Wakayama ve Yanagimachi
[50], tarafindan yapilan calisma ile ivme kazanmis-
tir. Bu arastirmacilar yaptiklari ¢alismada, liyofilize
fare spermatozoonlarinin hareketsiz, 614 olduklari-
ni fakat DNA'larinin bozulmadigini fark etmisler ve
genetik materyali, intra-sitoplazmik spermatozoon
enjeksiyonu (ICSI) yoluyla oositlerin fertilizasyonun-
da kullanarak, yavru alinabilecegini gostermislerdir.
Liyofilizasyon stirecinde olusan mekanik ve ozmotik
stres spermatozoon membraninda hasara yol ag-
makta ve hicre 6limine neden olmaktadir. Ancak
memeli spermatozoon niikleusu son derece stabil
ve yulksek yogunlukta, somatik hicrelere kiyasla
6 kat daha fazla kompakt ve 40 kat daha az DNA
hacmi ile 6zgln bir DNA organizasyonuna sahiptir.
Bu 6zglin DNA yapisi, fertilizasyon 6ncesi ekzojen
ajanlara karsi hicreyi koruma ve hasarlari asgariye
indirme bakimindan hayati 6nem tasimaktadir [52].

Spermatozoonun Liyofilizasyon Asamalari

Spermatozoonun  liyofilizasyona  hazirlanmast:
Liyofilizasyon icin taze veya dondurulmus sperma
kullanilabilecegi gibi epididimal spermatozoon da
kullanilabilmektedir. Liyofilizasyon 6ncesi spermato-
zoonun seminal plazma veya sperma sulandiricila-
rindan seperasyonu igin gesitli ayristirma yontemleri
(percoll gradient, swim up) uygulanmaktadir [17,
48]. Ancak, kog spermasi gibi ekzojen etkenlere karsi
hassas olan tirler icin spermatozoon ayristiriimadan
da liyofilize edilebilmektedir [5, 40]. Liyofilizasyon
icin spermatozoon sulandiricisi olarak, fotal sigir
serumu, monosakkarit veya disakkaritler (trehaloz),
L-glutamin, sodyum piirivat, etilen diamin tetra ase-
tat (EDTA), esansiyel ve esansiyel olmayan amino
asitler ve antibiyotik gibi cesitli tampon, besin ve
koruyucu madde bilesiklerinin eklendigi ticari kiltur
sulandiricilar (TCM-199, DMEM, TRIS) kullanilabilir.
Glncel liyofilize spermatozoon calismalarinda ise
Tris-HCI, EGTA bazli [10 mmol/L Tris-HCI, 50 mmol/L
NaCl ve 50 mmol/L etilen glikol bis (B-amino-etil-e-
ter) tetra asetik asit (EGTA), pH 8.2] sperma sulandi-
ricisi ile basarili sonug alinan galismalar bulunmakta-
dir [17]. Sulandirlan sperma numunesi oda sicakli-
ginda 30 dakika ekilibrasyon sirecine birakilmakta-
dir. Ekilibrasyon sireci sonrasinda istenilen dozlarda
(5x10* spermatozoa/ml gibi) dozlanarak cam veya
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plastik kriyojenik tuplere aktarilir. Kriyojenik tipler
icerisindeki numuneler, sivi azot icerisine daldirlarak
(-196°C, 20-30s) veya azot gazi buharinda (-140°C,
5dk) hizl dondurma islemi gergeklestirilir [47, 49].
Konvansiyonel kriyoprezervasyon yonteminin ak-
sine, dondurma isleminin hizli yapilmasi, hicreler
arasindaki buz kristallerinin hacminin buylk olmasi
dolayisiyla daha basarili liyofilizasyon isleminin ger-
ceklesmesi amaciyla yapilmaktadir [39].

Spermatozoon liyofilizasyonu: Genel olarak
spermatozoon liyofilizasyonu ¢ asamada gercek-
lestiriimektedir; dondurma, esas kurutma ve son
kurutma.

Spermatozoon dondurma islemi liyofilizasyon
cihazinda yapilabildigi gibi, cihazi ve zamani verim-
li kullanmak amaciyla, sivi azot icerisinde veya azot
gazi buharinda yapilmasi tercih edilmektedir [13].
Dondurulmus sperma numuneleri énceden sogu-
tulmus (-30°C - -80°C) liyofilazator icerisine yerles-
tirilerek esas kurutma islemine gecilir. Bu silrecte
kademeli olarak sicaklik artisi (+37°C ye kadar) ve
basincin dusurtlmesi (1,98-0,03 mbar) ile numu-
nelerdeki suyun yaklasik %901 sivi hale gegmeden
dogrudan, kati buz halden gaz haline gecerek yani
stblimasyona ugrayarak uzaklastirilmaktadir (ser-
best suyun tamami ve bagil suyun bir kismi). Ge-
riye kalan, Urlndn yapisal butinliguni saglayan
baglanmis su, esas kurutmada kullanilandan daha
disik atmosferik basing ile birlikte yiksek sicaklik
uygulanarak uzaklastiriimaktadir [17, 48]. Genel ola-
rak bu ic asamada yapilan spermatozoon liyofilizas-
yon islemi, son kurutma islemi uygulanmadan, esas
kurutma suresinin uzatilmasiyla (12-30 saat) iki asa-
mada gergeklestirilebilmektedir [11, 29]. Liyofilize
spermatozoon numuneleri, nemli ortamlardan uzak
vakumlu tipler igerisinde muhafaza edilmeli, 1siktan
korunmalidir. Ongériilen kullanim siiresine gére oda
sicakliginda veya +4°C'de saklanabilecegi gibi daha
uzun stire muhafaza igin -20°C'de veya -80°C'de sak-
lanmasi onerilmektedir [6, 28].

Spermatozoon Liyofilizasyonunu Etkileyen
Faktorler

Bastng ve liyofilizasyon stiresi: Bu iki faktor liyofilizas-
yon esnasinda spermatozoon fonksiyonunu dnemli
derecede etkileyen unsurlardir. Birbirleri arasindaki
etkilesim liyofilizasyon kinetigini ve dehidrasyon
oranini belirler (Tablo 1) [20]. Esas kurutma esnasin-
da farkli basinclar uygulayarak liyofilize edilen fare
spermatozoonlari 0,37 mbar basing altinda, 1,03 ve
0,04 mbar basinca gore DNA bittnltgi ve ICSI ba-
sarisi acisindan daha iyi sonuglar vermektedir [28].
Domuzlarda, spermatozoonun liyofilizasyon suresi-

nin 4 saatten 24 saate uzatilmasi, ICSI uygulamasiyla
yapilan in vitro fertilizasyon basarisini, olumsuz etki-
lemektedir [33].

Tablo 1. Liyofilize spermatozoon ile yavru veya blastosist asa-
masi elde edilen ¢alismalarda, kullanilan solisyon ve liyofili-
zatdr basing, sire kalibrasyonu.

Basing

Siire

Tiir (mbar) (saat) Soliisyon Kaynak

Fare 0,001 12 CZBDMEMvefo- )
tal sigir serumu

Fare  0,0322ve 0,040° 4 Tris-HCI, EGTA [32]

Fare  0,030%ve 0,045> 4
Tavsan 0,023%ve 0,040° 4

Tris-HCI, EDTA [24]
Tris-HCI, EGTA [34]
TCM-199, fétal

Boga 0,19 12-18 M [29]
sIgir serumu
Aygir 0,133 30 DMEM, fotal sigir (1]
serumu

2Esas kurutma ve °son kurutma basing degerleri. CZB; Chatot -
Ziomek — Bavister, DMEM; Dulbecco'un Modifiye Eagle Medyumu,
EGTA; Etilen glikol tetra asetik asit, EDTA; Etilendiamin tetra asetik
asit, TCM-199; Doku kiltir medyumu — 199.

Liyofilizasyon  soliisyonlart  ve pH degeri:
Liyofilizasyon isleminde kullanilacak sollsyonla-
rin spermatozoon DNA bitinliginin korumasi-
ni saglamasi, liyofilizasyon sicakligi ve basincinda
kolayca dehidre olmasi ve islem sonrasinda uygun
sekilde rehidrasyonu onemlidir. Su ana kadar yapi-
lan calismalarda arastirmacilar bu uygunlugu fark-
Il maddelerin kombinasyonlari ile saglamaktadir.
Liyofilizasyon sollsyonuna farkli maddeler ekleye-
rek koruyucu 6zelligini artirmaya yonelik calismalar
devam etmektedir [17]. Liyofilize spermatozoon kul-
lanilarak, ICSI teknigi ile farelerde ilk basarl yavru
elde edildigi calismada, iki yaygin kiltir medyumu-
na (CZB ve DMEM) eklenmis %10 fotal sigir serumu
kullanilmistir [50]. GUnimuzde yaygin olarak kulla-
nilan liyofilizasyon sollsyonu Tris-HCI ve NaCl kom-
binasyonudur. Liyofilizasyon sollsyonlarina EGTA,
EDTA, DMSO, Vit E, sorbitol ve laktoz ilavesi DNA
butliinliglni korumada olumlu etki yaratmaktadir.
Farkli hayvan tirlerinde (fare, boga, aygir, tavsan ve
bazi yaban hayvan tirleri) yapilan liyofilize sperma-
tozoon calismalari sonucunda, DNA biitlnligui igin
en uygun soltsyon pH degerinin 8 oldugu 6ngoril-
mektedir [1, 18, 20, 22, 23, 26, 28, 29, 32].

Liyofilize spermatozoon depolama stiresi ve st-
caklige: in vitro veya in vivo embriyonik gelisme
saglanan calismalarda liyofilize fare, sican, tavsan
spermatozoonlari oda sicakhginda 1 ay muhafaza
edilebilmistir. Domuz spermatozoonlarinin +4 °C'de
3 aydan daha fazla bulundurulmasinin DNA butin-
[GgUnU olumsuz etkiledigi belirtilmektedir [20, 37].
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Kaneko ve Serikawa [25], taze, kisa streli ve +4 °C'de
3 yil sure ile muhafaza edilen liyofilize fare sperma-
tozoonlarinin, fare oositleri ile in vitro embriyonik
gelisim oranlari arasinda, dnemli bir fark olmadigini
belirtmistir. Liyofilize spermatozanin, +4°C'de veya
oda sicakliginda saklama suresi tiirlere gore farkli-
ik gdstermesine ragmen, uzun yillar saklanma igin
-20°C'de veya -80°C'de saklanmasi onerilmektedir
[6, 28].

Etkin Liyofilize Spermatozoon Calismalari

Spermatozoon liyofilizasyonu arastirmalarindaki te-
mel hedef, in vitro fertilizasyon (IVF) veya suni to-
humlama uygulamalarinda kullaniimak Gzere gerekli
olan spermatozoon motilitesinin ve fertilizasyon ka-
pasitesinin korunmasini saglamaktir. Dondurma ve
kurutma sirecinde olusan mekanik ve ozmotik stres,
spermatozoon membraninda hasara yol agmakta,
bunun sonucunda motilite kaybi ve hicre 8lUmu
gerceklesmektedir. Ancak spermatozoonun oosit
icerisine mikroenjeksiyonu, rutin olarak bircok emb-
riyo laboratuvarinda kullanildigi icin motilite kaybi
artik fertilizasyon icin bir engel teskil etmemektedir
[30, 36]. Ayrica liyofilize fare spermatozoonlarindan
Uretilen blastosit asamasindaki embriyolarda kro-
mozal anomaliler, dogan yavrularin biytime hizi ve
patolojik degisiklikleri agisindan taze spermatozoon
ile kiyaslanabilir durumdadir. Bu durum spermato-
zoon genetik materyalinin liyofilizasyon ve rehidras-
yon slreclerinden etkilenmedigini gdstermektedir.
Ayni zamanda bu durum belli oranda DNA hasarina
sahip spermatozoonun, oosit genetik materyalin-
de bulunan DNA onarim genlerinin aktivasyonuyla,
spermatozoon DNA hasarinin, giderilmesiyle agik-
lanmaktadir [12, 19, 21, 30, 37, 51].

Liyofilizasyon sonrasi boda spermatozoonlarinda,
kalsiyum salinimi uyarim yetenegi, hafif dl¢lide azal-
makta ve bu durum oosit aktivasyonunu olumsuz
etkilemekte, fertilizasyon basarisini dnemli olclide
disltrmektedir [20]. Keskintepe ve ark. [29], liyofilize
boga spermatozoonun, oosit aktivasyonunu uya-
ran selatlar (iyonomisin, 6-dimetil amino purine) ile
muamele ederek in vitro fertilizasyon calismalarin-
da kabul edilebilir blastosit oranlari elde etmislerdir.
Kriyoprezervasyon icin en hassas DNAya sahip tir
olan ko¢ spermatozoonu ile liyofilizasyon calismalari
sinirli sayidadir [35]. Liyofilizasyon sollisyonuna an-
tioksidan (rosmarinik asit) ilavesi DNA bttnltgind
artirmakta, ancak fertilizasyon orani ve embriyonik
evre gelisimi acisindan 6nemli bir katki saglama-
maktadir [43]. Yapilan baska bir arastirmada ise li-
yoflize kog spermatozoonun, oosit icerisine mikro-
enjeksiyon uygulamasi ile %32,8 blastosit orani elde

edilmistir [40]. Choi ve ark. [11], liyofilize aygir sper-
matozoonlarinin, spermatozoon sitozol ekstrati ¢i-
karilarak muamele edilmesinin, oosit aktivasyonuna
katki saglayarak, kaliteli embriyo Uretiminde ve yav-
ru alinmasinda destek saylayabilecegini, ¢alismala-
rindan aldiklari iki tay ile kanitlamislardir. Bu ¢alisma
laboratuvar hayvanlar disinda, ¢iftlik hayvanlarinda
yavru alinan tek calismadir. Evcil veya vahsi hayvan
tlrlerinden, bir¢ok hayvanin liyofilize spermatozo-
onlari elde edilmesine ragmen laboratuvar hayvan-
lari disinda yavru alinan calismalar sinirlidir. Bunun
sebebi olarak laboratuvar hayvanlarindan oosit elde
edilmesinin daha pratik olmasinin yani sira in vitro
fertilizasyon sirecinde oosit aktivasyonun da daha
pratik olmasi belirtilmektedir. Farkli hayvan tirlerin-
den elde edilen liyofilize spermatozoon numune-
lerinin, fertilizasyon &zelligini belirlemek amaciyla
fare oositleri ile in vitro fertilizasyon calismalarinin
yayginhgi, bu durumu ispatlar niteliktedir (Tablo 2).

Tablo 2. Farkli tirlere ait liyofilize spermatozoon calismalari
ve basari kriterleri.

Tiir Basari Kriteri Kaynak
insan ICSl ile in Vitro Fertilizasyon  [32]
Kog ICSl ile in Vitro Fertilizasyon [40, 43]
Manda DNA Butinligu [47]
Kedi ICSl ile in Vitro Fertilizasyon  [45]
Kopek :%Ef\iIzuitwu\r/]ilrr%ul;ertilizasyon [41]
Zurafa ICSl ile in Vitro Fertilizasyon  [26]
Jaguar ICSlile in Vitro Fertilizasyon ~ [26]
Sempanze ICSl ile In Vitro Fertilizasyon  [26]
Sansar ICSlile in Vitro Fertilizasyon  [26]
Domuz ICSl ile in Vitro Fertilizasyon ~ [33]
haaby‘\’/;antl‘;‘r’fr DNA Bltdinlig, [25, 34,

(Rat, Hamster, Tavsan) ICSl ile In Vitro Fertilizasyon  38]

ICSI; intra-sitoplazmik spermatozoon enjeksiyonu.

Sonug

Gen bankalarinda sivi azot ile dondurulmus sper-
malarin saklanmasi pratik bir uygulama olarak go-
rilebilir, ancak sivi azotun sirekli buharlasarak fire
vermesi, surekli sivi azot ikmali gerektirmektedir [4].
Zamaninda sivi azot ikmali yapilamamasi durumun-
da, mevcut genetik materyallerin kullanilamaz hale
gelmesi, kacinilmaz bir tehlikedir. Ayrica sizi azot te-
mini, gen bankasinin bulundugu boélgeye goére de-
giskenlik gosteren siresiz bir ekonomik yuktar. Bu
yuzden, gen bankalarinda bulunan genetik mater-
yallerin en az iki gen bankasinda, farkli yontemler ile
her olasiliga karsi yedeklenmesi FAO'nun Onerileri
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icerisindedir [10]. Bu amagla, son yillarda liyofilizas-
yon teknigi yeni bir metot olarak memeli spermato-
zoonlarinda kullaniimaktadir. Sivi azota bagimsiz ve
farkh sicakliklarda (+25°C, +4°C, -20°C, -80°C) daha
ekonomik saklama imkani saglayan bu metodun,
gelecekte 1slah calismalarinda ve genetik cesitliligi
korumak amaciyla gen bankalarinda kullaniimasi
bircok arastirmaci tarafindan éngoérilmektedir [27].
1949 yilinda Polge'nin sperma sulandiricisina tesa-
difen ilave ettigi gliserol ile baslayan spermatozoon
kriyoprezervasyonu, ginimizde herkes tarafindan
kullanilabilen, saha sartlarina uygun bir protokole
uyarlanmistir [44]. Liyofilizasyon calismalarindaki
basing ve liyofilizasyon surelerinin farklihigi, kriyop-
rezervasyon metodu gibi bilim insanlari tarafindan
kabul géren ortak bir liyofilizasyon protokoliniin ol-
madiginin gostergesidir. Bu durum hayvan tirlerine
0zgu, farkli ydontemler ve liyoprotektanlar adini ve-
rebilecegimiz, liyofilizasyonun spermatozoon Uze-
rindeki olumsuz etkilerini, elemine edebilecek mad-
deler ile liyofilizasyon protokollerinin optimizasyon
calismalarina ihtiya¢ oldugunu distndirmektedir.
Hizla gelisen teknoloji ve bilimsel calismalarin isigin-
da, liyofilize spermatozoon metodunun, gelecek yil-
larda hayvancilik endistrisinde ve gen bankalarinda,
rutin yardimci Greme tekniklerinden birisi olarak kul-
lanilmasini, mimkin kilabilecegi diistintimektedir.
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