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OZET

Amag: Insan spermasinin dondurulmasinda farkli glycerin
oranlarinin ve alisim ortamlarinin ¢6ziim motilitesine et-
kisini ara stirmak.

Calismanin Yapildigi Yer: A.U. Veteriner Fakiiltesi, Dé-
lenme ve Sun'i Tohumlama ABD, S.B. Ankara Hastane-
si Dogum ve Bakteriyoloji Klinigi

Materyal ve Metod: Toplam 17 ejakuilat kullaniimigtir. Split
gjakiilat biciminde %5, 8 ve W oranlarinda glycerin ige-
ren spermalar +4 °C de 150 dakika ve +20 °C de 20
dakikalik alisim ortamlarinda dondurulmugtur. Sperma-
larda ¢6ziim motiliteleri degerlendirilmigtir.

Bulgular:  Farkli glycerin oranlari (%5, 8 ve 10) iceren sper-
malarin +4 °C lik alisim ortaminda dondurulmasiyla elde
edilen ¢éziim motiliteleri % 18.23, 23.23 ve 22.5 bulun-
musgtur. Ayni glycerin oranlariyla +20 °C'lik alisimda ise
%25.88, 30.88 ve 27.81 motilite saptanmistir.

Sonug: En uygun ¢bézim motilitesi her (¢ glycerin orani ile
+20 °C de 20 dakikalik alisimla elde edilirken, en yiiksek
motilite (%30.88) %8 glycerin orani ile elde edilmigtir.

AnahtarKelimeler: Sperma, Spermanin dondurulmasi,
Kryoprotektan
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Spermanin inseminasyon calismalarinda kulla-
nilmasi ¢ok eskilere dayanmakla birlikte, dondurulmasi-
nin basarilmasiyla 6zellikle, evcil hayvanlarda yaygin
uygulama alani bulmus, son zamanlarda ise insanlarda
onem kazanmistir.

Spermanin kisa sureli olarak degerlenderilmesi, 6n-
celeri nativ veya sulandirilmis spermanalarin isilarinin
dusurtlmesi (+5 °C) ve bir iki glinluk sureler igcinde kulla-
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SUMMARY

Object: To investigate the effect of different glycerin
rates and equilibration media on postthawing motility in
the freezing of human semen.

Institution:  University of Ankara, Faculty of Veterinary Me-
dicine, Department of Reproduction and Artificial Inse-
mination. Clinic of Gynacology and Bacteriology in An-
kara Hospital of Health Minister?/.

Materials and Methods: Seventeen ejaculates were used.
Ejaculates were divided in to split ejaculates including 5,
8 and 10 percent glycerin, and were frozen after equili-
bation at +4 °C for 150 min. and at +20 °C for 20 min. In
semen samples postthawing motility was evaluated.

Results:  including different glycerin rates (5, 8 and 10 per-
cent) and equilibrated at *4°C frozen semen samples
had 18.23, 23.23 and 22.5 percent motility respectively.
With the same glycerin rates in the equilibration at +20
°C, the motility rates were determined 25.88, 30.88 and
27.81 percent, respectively.

Conclusion: The most suitable postthawing motility was
obtained in all the glycerin rates with equilibrated semen
at +20 °C for 20 minutes, and the highest motility rates
(30.88 percent) were obtained with 8 percent glycerin
rates.
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nilmasiyla yapilabiliyordu. Ancak, dusuk 1sida dondurul-
masi ve daha uzun siure saklanmasi spermaya katilan ki-
mi sollisyonlar ve 6zellikle de koruyucu maddelerle (kryo-
protektan) gergeklestirilmistir (1). Bu ¢alismalara 1949 yi-
linda biyolojik materyalin dondurulmasi ve ¢6ézulmesinde
koruyucu etkisi olan gtycerin'i bulan Polge, Smith ve
Porkes (2) 6énculik etmiglerdir. GiUnimuzde biyolojik ma-
teryalin Ozellikle spermatozoon ve embriyonun dondurul-
masi, basta glycerin ve dimetilsulfoksit (DMSO) olmak
lzere degisik kryoprotektanlar ve sperma sulandiricilari
kullanilarak basariyla yapilabilmektedir.

Spermanin dondurulmasinda genellikle pratik kul-
lanim degeri olan yéntemler kullanilmaktadir. Bunlardan
basiicalari sdyle siralanabilir.
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- Sivi azot buharinda yaklasik -120 °C de payet,
minitib, ampul vb. iginde spermanin dondurulmasi ve
sivi azotta saklanmasi (N2/-196°C).

- Kuru buzda pellei bigiminde spermanin dondu-
rulmasi (C02/-79 °C) ve sivi azot iginde saklanmasi.

Spermanin dondurulmasi ve ¢6zum iglemleri son-
rasinda gerek in vitro degerlendirmeler (Inseminasyon),
gerek in vitro olarak saptanan spermatozoa motilitesi
degerleri, kullanilan sperma sulandiricisi ve kryoprotek-
tan bilesimlerine bagh olarak degisebilmektedir. Bu ne-
denle, arastiricilar farkli sperma sulandiricilari ve kryo-
protektanlar kullanarak In vitro degerlendirmelere yénel-
mislerdir. Nitekim, kimi arastiricilar Test (2) sulandiricisi
kullanarak dondurduklari insan spermalarinda ¢6zim
sonrasinda saptadiklari spermatozoa motilitesini kriter
olarak ele alirken, birgok arastirici da ayni deger-
lendirmeyi Sodyum Sitrat (4) ve Laktoz (5) gibi solis-
yonlar kullanarak yapmiglardir.

Dondurma iglemlerinde sperma sulandiricilarina
katilan kryoprotektanlar ve oranlariyla ilgili olarak birbi-
rinden oldukga farkli sonuglar bildiriimistir. Daha cok
kullanim alani bulan glycerin'in %10'luk oraniyla ¢6zim
sonunda %40'lik motilite ve %10.4'lGk gebelik sonucu
saptanirken (4), degisik calismalarda (3,6) ise ayni
kryoprotektanla %25.7'lik ¢6zim motilitesi ve %27.1-
62.4 arasinda degisen gebelikte elde edilmistir.

Dondurulmus sperma ilk kez 1953 yilinda 3 kadin
Uzerinde uygulanmistir (3). Glinumuzde ise gelismis ul-
kelerde degisik amaglar icin yaygin olarak kulla-
nilmaktadir. Ozellikle son zamanlarda gelisen ve
basariyla uygulanan in vitro fertilizasyon (IVF) / tip be-
bek, Gamete - intra follopian transfer (GIFT) ve degisik
amagli Inseminasyon (iS) uygulamalarinda kulla-
nilmaktadir. Ayrica, taze spermayla gecebilen birgok
hastaligin (AIDS gibi) elimine edilmesi veya kontrolii bu
yéntemle saglanabilecektir (6).

Bu calismalada, Insan spermasinin dondurulmasi
ve saklanmasinda koruyucu etkisi olan glycerin'in
degisik oranlari (%5, 8 ve 10) kullanilarak spermlerin
farkli alisim ortamlarinda dondurulmasinin ¢ézilme son-
rasinda spermatozoa motilitesi Uzerine etkisi arastiril-
migtir.

MATERYAL VE METOD

Calismada stérilité ve infertilité tedavisi amaciyla
Ankara Hastanesi, Bakteriyoloji Klinigine gelen hasta
veya hasta eslerinden alinan toplam 17 ejekulat kulla-
nilmistir.

Elde edilen ejekilatlar oda isisinda bekletilerek li-
kefaksiyonu (sulanmasi-erimesi) saglanmig, baslica
spermatolojlk o6zellikleri belirlenmis ve sulandirma
islemleri sonrasinda %50'nin Uzerinde motilite gO6ste-
renler ¢alismada kullaniimigtir.

Ejekdilatlar, alindiktan yaklasik 2-3 saat sonra gly-
cerin (kryoprotektan) iceren sperma sulandiricisina 1/2
oraninda karistirilmiglardir. Bunun igin, her ejekilat 3
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pargcaya boélinmis (Splitejekilat) ve iginde %5, 8 ve
10 oranlarinda glycerin bulunan Trls (7) solusyonlariyla
sulandiriimiglardir. Spermalar Minitiblere® c¢ekildikten
sonra her degisik glycerin orani igin yeterli sayida mini-
tib +4 °C de 150 dakika ve +20 °C de 20 dakika
alisim (Aquilibrasyon) ortamlarina alinmislardir.

Spermalar alisim sireleri sonunda sivi azot buha-
rinda (-100/-120 °C) 15 dakika sureyle tutularak don-
durulmusglar ve sivi azotta (-196 °C) saklanmayi alin-
miglardir. Minitiblerin ¢6zimi, dondurma igslemlerinden
en az bir giin sonra olmak lzere +40 °C Ik su banyo-
sunda 12 saniye tutularak yapiimigtir.

Cozilen her sperma numunesinden spermatozoa
motilitesi (%) 1sitma tablali phasenkontrast mikroskopta
degerlendirilmis ve farkh glycerin oranlari ve alisim or-
tamlari icin ortalama degerler hesaplanarak istatistiki
dnemlilikleri belirlenmistir (two-way ANOVA).

Ayrica, calismada kullanilan spermalar sulandiril-
ma islemleri sonrasinda gosterdikleri spermatozoa mo-
tilitesine gore, orta (%50), iyi (%60) ve c¢ok iyi (%70)
olarak gruplandiriimiglar ve degisik glycerin oranlarina
ve alisim ortamlarina gore degerlendirilmislerdir.

BULGULAR

Caligsmada kullanilan toplam 17 ejekulatin baslica
spermatolojik 6zellikleri, her 6zellik icin elde olmayan
nedenlerle farkli sayida saptanmis ve ortalama degerle-
ri Tablo 1'de verilmistir. Tablodan izlenecegi gibi ortala-
ma sperma miktari 3.5 ml bulunurken, likefaksiyon si-
resi birbirinden oldukga farkli ve ortalama 81.11 dakika
olmustur. Spermatozoonlarin hareketleri nativ sperma-
da aktif, anlamsiz ve inaktif olmak Uzere %48.4, 20.4
ve 30.8 degerlendirilmis, sulandirma ve dondurma
islemleri sonrasinda (¢6zim) ise bir yonde hareket
edenle degerlendiriimeye alinmis ve motilite (%) olarak
verilmistir (Tablo 1, 3 ve 5).

Diger spermatolojik 6zelliklerden spermatozoa
yogunlugu (95.29x10° /ml), anormal spermatozoa orani
%12.12) ve spermanin pH degeri (7.61) fizyolojik sinir-
lar iginde bulunmustur.

Spermanin dondurulmasinda kullanilan iki farkh et-
ki faktérinin (glycerin orani ve alisim ortami) ¢6zim
sonrasi motilitesi Uzerine etkileri varians analizi yapila-
rak degerlendirilmistir (Tablo 2). Ayni faktorlerin etkisi
altinda gerceklesen ¢c6zim motilitesi ortalama degerleri
ve standart hatalari da Tablo 3'de gosterilmistir. Buna
gore, %5, 8 ve 10 glycerin igeren sulandiricilarla elde
edilen genel motilite degerleri %22.05, 27.05 ve 25.14
olurken, farkhh alisim ortamlarinda ise genel motilite
yuzdeleri 21.37 ve 28.13 (P<0.05) bulunmustur.

Sulandirma iglemleri sonrasinda farkli motilite (ka-
lite) gosteren sperma gruplarinin (orta, iyi ve ¢ok iyi)
degisik glycerin ve alisim ortamlarindan etkilenmeleri
istatistiki olarak degerlendiriimis ve Tablo 4'de gdsteril-
mistir. Farkli kalitedeki spermalarin iki degisik faktorin
etkisi altinda dondurulmalari sonrasi elde edilen ¢6zim
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Tablo 1. Nativ ejekulatlarda saptanan baslica sperma-
tolojik 6zelliklere iligkin degerler.
Table 1. Spermiogram parameters in native ejeculate.

X+Sx n
Sperma miktari (ml) 3.5+0.85 17
Likefaksiyon (dakika) 81.11+24.45 11
Spermatozoa motilitesi (%)
Aktif hareket: 48.8+11.84 17
Anlamsiz hareket 20.4+4.95 17
Inaktif hareket 30.8+7.47 17
Spermatozoa yogunlugu
(X106/ml) 95.29+23.82 16
pH 7.6H1.84 17
Anormal Spermatozoa (%)
Normal 76.19+19.05 16
Juvenil 5.39+1.34 16
Senil 6.3H.57 16
Anormal 12.12+3.03 16
Ol Spermatozoa (%) 56.6£14.15 7

Tablo 2. Degisik glycerin oranlan ve alisim surelerinde
dondurulmus spermalarin ¢ézim sonu motilite degerleri
varians analizi sonuglari.
Table 2. Motility percentage of sperminus in various ce-
rine ratin after defrezing.

VK. S.D. KT. K.O. F P
Genel 101 241.893 —_

GA. 5 17193 3438 1469 P>0.05
Glycerinler A. 2 4.305 2.153 092 P>0.05
AlisimlarA. 1 12739 12739 544 P<0.05
Etkilesim 2 0.149 0.074 0.03 P>0.05

G.i 96 224.700 2.341

motilitesi ortalamalari ve Standard hatalari da Tablo
5'de verilmistir. Tablodan izlenecedi gibi her u¢ kalite
grubunda da farkli glycerin oranindan ¢ok, alisim orta-
min etkisi g6zlenmistir. En ylksek motilite (%23.75) or-
ta kalitedeki spermalarda %5 glycerin orani ve +20°C
de 20 dakikalik alisimla saglanirken, iyi ve cok iyi sper-
ma gruplarinda en yuksek motilite degerleri (%33.57 ve
33.33) %8 glycerin ve yine +20 °C de 20 dakikalik
alisim ortamlarinda bulunmustur.

TARTISMA VE SONUGC

Calismada kullanilan ejekilatlarda saptanan basli-
ca spermatolojik 6zelliklere (spermiogram) iligkin deger-
ler genelde fizyolojik sinirlar iginde olmustur (Tablo 1).
Ancak, spermanin likefaksiyonu (81.11+24.45 dakika)
ve spermatozoonlarin subravital boyama testi (eosin)
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Tablo 3. Degisik glycerin oranlari ve alisim sureleri kul-
lanilarak dondurulmus spermalarin ¢ézum sonu motilite
degerleri (n-17)

Table 3. Sperm motility rates in variaus glycerine
consantration and eguilihrium time.

Glycerin Alisim
(%) +40C/150 dak. +20 oC/20 dak. Genel
5 18.23+2.46 25.88+3.3 22.05+2.13
8 23.23+2.26 30.88+3.46 27.05+2.14
10 22.5+3.43 27.81+3.75 25.14+2.46
Genel 21.37+1.57 28.13+1.91

ile saptanan 06l0 oranlari (%56.6+14.15) normal degerle-
rin (8) Ustinde bulunmaktadir. Bu degerler, spermalari
kullanilan kigilerin oiasi stérilité ve infertilité nedenlerine
bagli olarak veya diger 6zeliklere kiyasla daha az sayi-
da degerlendirilmelerinden kaynaklanmis olabilir.

Spermatozoonlarin dondurulmasinda ve g¢ozilmesi
sirasinda hucre membranlari Gzerinde ve arasinda bu-
lunan suyun kristalizasyonu ve rekristalizasyonu sonu-
cu membranlarda perforasyonlarin (6zellikle akrozom
civarinda) olustugu bilinmektedir (9). Fertilizasyonda
ise, yalnizca motil ve normal akrozomal yapili sperma-
tozoonlar etkili olabilmektedirler (10,11). O nedenle,
gerek in vivo, gerekse in vitro calismalarda sperma-
tozoonlarin fertilit¢ glgclerinin arastiriilmasinda oncelikle
spermatozoa motilitesi ve morfolojik yapisi arastiriimak-
tadir (9,12). Sunulan calismada spermanin dondurul-
mas| ve ¢6zllmesinde kryoprotektan etki, sulandirmaya
katilan glycerinle saglanmaya calisiimistir. Degisik oran-
larda (%5, 8 ve 10) spermaya katilan glycerinle az ¢ok
farkli (p>0.05) sonuglar alinmis, en yiksek sperma-
tozoa motilitesi (%30.88 +3.46) %8'lik oranla elde edil-
mistir.

Sperma sulandiricisina degisik oranlarda glycerin
katarak insan spermalarini donduran arastiricilarin
(3,4,6,9,12,13), ¢6zim sonu spermatozoa motilite
degerleri (%27.1+62.4) arasinda degismis ve bu ca-
lisma sonuglariyla kismen uyum, kismen de farkliliklar
gOstermistir. Farkli ¢6zim motilitesi elde edilmesinde
slphesiz spermaya katilan glycerin orani ve kullanilan
sulandiricinin etkisi s6z konusudur. Ancak, arastiricila-
rin degerlendirmelerinde esas aldiklari sperma-
tozoonlarin hareket bicimleri ve farkli motilite deger yar-
gilari da etkili olmus olabilir.

Calismada olusturulan iki farkli alisim ortaminin
spermatozoa motilitesi Uzerine etkisi oldukga farkl
(P<0.05) bulunmustur. En olumlu sonu¢ (%28.13+1.91)
+20 °C de 20 dakikalik alisimla saglanmis, her g gly-
cerin oraninda da oda isisinda 20 dakikalik alisimla
dondurmanin Gstinligu gézlenmistir.

Benzer bir sonugta, ¢alismada spermatozoa moti-
litesi ydénuyle gruplara ayrilan ejekilatlarda bulun-
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Tablo 4. Farkli motilite gruplarindan (Kalite) spermalarin ¢6zim motilite degerleri varians analizi.
Table 4. The variance analysis of postthowing motility values of the sperms from different motility groups.

V.K S.D. K.T. K.O. F P
Gene) 101 241.893 - - -
G.A. 17 49.413 2.906 1.28 P>0.05
GlycerinlerA. 2 2.169 1.084 0.48 P>0.05
Alisim lar A. 1 13.980 13.98 6.16 P<0.05
Kaliteler A. 2 25.331 12.666 5,58 P<0.05
GXA 2 0.210 0.105 0.05 P>0.05
GXK 4 6.212 1.553 0.68 P>0.05
AXK 2 1.938 0.969 0.43 P>0.05
GXAXK 4 0.573 0.143 0.46 P0.05
Hata 84 190.644 2.270 - -

Tablo 5. Farkh motilite gruplarindan (orta, iyi ve ¢ok iyi) spermalarin dondurulmasi ve ¢6zim motiliteleri.
Table 5. The freezing and postthawing motilities of the sperms from different motility groups.

211

Glycerin Spermatozoa motilitesi (%)
) Orta (n-4) iyi (n-7) Cok iyi (n=6)
4°C/150 dak 20 °C/20 dak. 4°C/150dak 20 °C/20 dak. 4°C/150dak  20°C/20dak.

5 13.7£6.87 23.75+7.46 22.14+4.61 26.43+6.14 16.66+4.01 26.67+4.77

8 12.5+6.25 22.5+11.25 27.8611.87 33.57+4.72 25.0+1.83 33.33+4.21

10 17.5+8.75 20.0+7.9 25.0+5.73 29.28+5.61 23.334.77 30.8316.38
mustur (Tablo 5). Her u¢ motilite grubunda da ¢6zum 5. Vasterling HW. Die kiinstliche Besamung beim Menschen.
motilitesine en olumlu etki (P<0.05) +20 °C de aligimi In: Paufler SK und Mitautoren: Kuntstliche Besamung und
yapilan ejekilatlarda gézlenmis, farkli glycerin oranlari- Eitransplantation bei Tier und Mensch. Verlag M. und H.
nin etkisi olmakla beraber istatistiki olarak &nemsiz Schaper Hannover 1974.
('?>9-05) bulunmustur (Tablo 4). Bu grupta en ylksek 6. Shapiro S, Saphire DG, Stone WH. Changes in American
¢6zum motilite degerleri baslangic motilitesi iyi ve gok AID Practice During the Past Decade, Int J Fertil 1990;
iyi olarak degerlendirilen ejekilatlarin +20 °C de 20 da- 35:284-91.

kikalik alisimlariyla elde edilmistir.
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