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OZET

Son yillarda tireme biyoteknolojilerinden in vitro embriyo tiretimi sigirlarda
yaygin olarak kullanilmakta ve her gegen giinde artarak devam etmektedir. Bu
kapsamda in vitro fertilizasyon agamasinda kullanilan sperma kalitesinin 6nemi de
artmaktadir. Sunulan c¢alismanin amaci 37°C/30 sn, 50°C/15 sn ve 70°C/5 sn su
banyosunda ¢oziindiiriilen Brown Swiss irkina ait dondurulmus spermalarin Percoll ve
Swim up ayrigtirma yontemleriyle ayrigtirllmis deneme gruplar1 ve herhangi bir
ayristirma islemi yapilmamis kontrol grubuyla karsilastirarak Percoll ve Swim up
yontemlerinin spermanin motilitesi, 6lii ve canli oranlari, akrozomal yapis1 ve plazma
membran biitiinligl lizerindeki etkilerini incelemektir. 37°C/30 sn, 50°C/15 sn ve
70°C/5 sn siirede ¢oziindiirme kosullarinda FITC-PSA ortalama degerleri sirasiyla
Percoll grubunda %32,35, %41,35 ve %56,30; Swim-up grubunda %25,25, %32,45 ve
%63,90; Kontrol grubunda %17,90, %18,35 ve %17,45’tir. Ayn1 sicakliklarda 6l
hiicre oranlar sirasiyla Percoll grubunda %31,38, %14,95 ve %30,65; Swim up
grubunda %15,85, %13,60 ve %13,50; Kontrol grubunda 935,58, %46,18 ve
%35,82’tir. Ayni sicakliklarda canli hiicre oranlari sirasiyla Percoll grubunda %68,63,
%85,05 ve %69,35; Swim up grubunda %69,15, %86,40 ve %86,50; Kontrol grubunda
%68,43, %53,83 ve %64,18’tir. Ayni sicakliklar i¢in motilite oranlar1 sirastyla Percoll
grubunda %>55,75, %58,50 ve %48,25; Swim up grubunda %59,75, %55,75 ve
%354,75; Kontrol grubunda %49,25, %45,75 ve %48,75’tir. Ayn1 sicakliklarda HOST
sonuclari sirastyla Percoll grubunda %73,95, %69,50 ve %42,20; Swim up grubunda
%77,55, %72,00 ve %50,15; Kontrol grubunda %62,65, %70,50 ve %50,60 tir.

Sonug olarak, yardimci lireme teknikleri uygulanirken sperma ayrigtirma
yontemlerinden yararlanilmasi ve ¢oziindiirme igleminin pratik olmasi ve ¢oziindiirme

stirecinin uzamasindan kaynaklanacak olumsuz etkiden korunmak maksadiyla
37°C’nin kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Boga, Sperma, Percoll, Swim-up, Sicaklik
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ABSTRACT

THE EFFECTS OF THAWING TEMPERATURES ON SPERM PLASMA
MEMBRANE FUNCTIONAL INTEGRITY AND SPERM MORPHOLOGY
AFTER SWIM-UP AND PERCOLL GRADIENT

In recent years, in vitro embryo production from reproductive biotechnologies
has been widely used in cattle and continues to increase day by day. In this context,
the importance of semen quality used in the in vitro fertilization phase is also
increasing. The aim of the present study is to compare the frozen semen of Brown
Swiss breed thawed in 37°C/30 sec, 50°C/15 sec, and 70°C/5 sec water bath with the
experimental groups, separated by Percoll and Swim-up separation methods, and the
control group without any separation process. In this way, the effects of Percoll and
Swim-up methods on sperm motility, dead and viable ratios, acrosomal structure, and
plasma membrane integrity are examined. At 37°C/30 sec, 50°C/15 sec and 70°C/5
sec thawing conditions, the mean FITC-PSA values were 32.35%, 41.35% and 56.30%
in the Percoll group; 25.25%, 32.45% and 63.90% in the swim-up group; 17.90%,
18.35% and 17.45% in the control group, respectively. Dead cell rates at the same
temperatures were 31.38%, 14.95% and 30.65% in the Percoll group; 15.85%, 13.60%,
and 13.50% in the Swim-up group; 35.58%, 46.18%, and 35.82% in the control group,
respectively. In addition, at the same temperatures, viable cell rates were 68.63%,
85.05%, and 69.35% in the Percoll group; 69.15%, 86.40%, and 86.50% in the Swim-
up group; 68.43%, 53.83%, and 64.18% in the control group, respectively.
Furthermore, at the same temperatures, the motility rates were 55.75%, 58.50%, and
48.25% in the Percoll group; 59.75%, 55.75%, and 54.75% in the Swim-up group;
49.25%, 45.75%, and 48.75% in the control group, respectively. Lastly, at the same
temperatures, the HOST results were 73.95%, 69.50%, and 42.20% in the Percoll
group; 77.55%, 72.00%, and 50.15% in the Swim up group; 62.65%, 70.50%, and
50.60% in the control group, respectively.

As a result, it was concluded that 37°C would be the optimum temperature in
order to benefit from semen separation methods when applying assisted reproductive
techniques, to make the thawing process practical, and to avoid the negative effects
that may arise from the prolongation of the thawing process.

Key Words: Bull, Sperma, Percoll, Swim-up, Temperature
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1. GIRIS

Modern hayvan yetistiriciliginde baslica hedefler; istenen {istiin genotipleri
koruyarak yayginlastirmak ve yavru verimini en yiiksek diizeyde tutarak, elde bulunan
hayvan varligindan maksimum diizeyde yararlanmak seklinde Ozetlenebilir.
Bahsedilen bu hedeflere; suni tohumlama, embriyo transferi, klonlama,
senkronizasyon ve gen transferi gibi modern biyoteknolojik yontemlerin yani sira,
tibbi veya dogal premiks, vitamin ve hormon gibi biyoteknolojik tiriinler kullanilarak

da ulasilabilir (Bedasa, Kebede, & Abraha, 2017; Moore & Hasler, 2017).

Insanlarda suni tohumlama biyoteknolojisinin tarihgesi, resmi olmayan
kayitlara gore ilk kez Kastilya’nin kisir olan IV. Krali Henry (1425-1474)’nin ¢ocuk
sahibi olmasi olayma dayandirilmaktadir. Spermatozoa, ilk olarak 1678'de
Hollanda'da Antoni van Leeuwenhoek ve asistan1 Johannes Ham tarafindan
goriintiilenmis ve insan semeninde yasayan hayvanciklar olarak tarif edilmistir. Evcil
hayvanlarda suni tohumlama dalindaki ilk bilimsel ¢aligmalar ise, spermatozoonun
kesfinden yaklastk 100 yil sonra, Italyan filozof L. Spallanzani tarafindan
gerceklestirilmistir (Ombelet & Van Robays, 2015). Yapilan ¢alismada, kizginlik
gosteren disi kopegin uterusuna viicut sicaklifindaki sperma enjektdr yardimiyla
birakilmig ve uygulama sonrasi saglikli yavrular elde edilmistir. Spallanzani’nin
yapmis oldugu calismalar 1782 yilinda P. Rossi tarafindan basar ile tekrarlanmistir
(Orland, 2017). Fransiz veteriner hekim Repiquet, 1890 yilinda at yetistiriciliginde
suni tohumlama uygulamalarini baslatmis ve bu uygulamalari infertilite tedavisinde
kullanmaya ¢aligmistir. Uygulamaya yonelik ilk ciddi ¢alismalar 1922 yilinda Rus
arastirmact E. 1. Ivanoff tarafindan baslatilmistir. Arastirmaci 1900°li yillarin
baslarinda kanatli, sigir ve koyunlarda bu teknigi basar1 ile uygulamistir (Moore &
Hasler, 2017). Tiirkiye’de ise, ilk suni tohumlama c¢alismalar1 1926 yilinda Prof. Dr.
Michailov’un Onciiliigiinde at¢ilik alaninda yapilmistir (Kiiciikaslan, Yerlikaya, &

Yigit, 2018). 1926 yilinda koyunlarda ve 1949 yilinda da sigirlar iizerinde suni



tohumlama yontemi kullanilmistir. Sigirlarda dondurulmus sperma ile ilk suni

tohumlama uygulamalar1 1952 yilinda gergeklestirilmistir (Moore & Hasler, 2017).

Siit sigirciliginda ilireme programinin basarist; kirleticilerden ari bir sekilde
spermanin  uygun teknik kullanilarak alimmasi, muayenesi, sulandirilmasi,
sogutulmasi, dondurulmasi, saklanmasi, ¢oziindiiriilmesi ve disi genital organina
uygun zamanda birakilmasi gibi bir¢ok faktor ile iligkilidir. Giiniimiizde sigircilik
alaninda suni tohumlama yontemiyle elde edilen yiiksek fertilite oranlar1 dogal agim
ile karsilastirilabilecek diizeye ulasmis ve dondurulmus boga spermasi uzun yillardir
siit sigirciligi endiistrisinde ticari olarak kullanilmaktadir. Bu teknik sayesinde mevcut
hayvan popiilasyonunda kisa siirede istenen yonde genetik ilerleme saglanabilmekte,
erkek damizlik besleme kiilfetinden kurtulunulabilmekte, degerli bir damizlik
bireyden genis dl¢iide yararlanilabilmekte, venereal yolla bulasan hastaliklarin 6niine
gecilebilmekte ve mevcut siiriide bir 6rneklik saglanabilmektedir (Morrell, 2011).
Projeni test ve genomik analiz gibi seleksiyon yontemleri yardimiyla damizlik hayvan
seciminin yiiksek dogrulukta gerceklestirilebilmesi, payet yontemi ile miikemmele
yakin dondurma, depolama ve tohumlama tekniklerinin gelistirilmesinin yaninda,
disilerde reprodiiksiyonu kontrol eden endokrinolojik mekanizmalarin detaylariyla
aydinlatilmasi ile suni tohumlama teknolojisi diinya genelinde hizla yayginlasmistir

(Vishwanath, 2003).

Spermanin dondurulmasi iglemi; genetik materyalin gelecege aktarilmasi,
iilkeler aras1 tasinmast gibi bir¢ok alanda avantaj saglamaktadir (Kusakabe, Szczygiel,
Whittingham, & Yanagimachi, 2001). Ozellikle siit sigirciligi alaninda suni
tohumlama endiistrisi alanindaki gelismeler hizla ilerlemis ve giiniimiizde biitlin
diinyaya yayillmistir. Son yillarda, bu reprodiiksiyon biyoteknolojisi yilda ortalama
130 milyondan fazla disi sigira uygulanmaktadir (Moore & Hasler, 2017). Tiirkiye
Istatistik Kurumu 2017 verilerine gére iilkemizde 15,9 milyon bas boga alt1 olmak
iizere toplam 16,1 milyon biiyiikbas hayvan bulunmaktadir. Ayni yil boga alt1
hayvanlarin yaklagik 3,2 milyonuna suni tohumlama uygulanmistir. Gebelik basina
yaklasik 2,5 tohumlama hesaplandiginda, tlkemizde yaklagitk 8 milyon adet

tohumlama yapilmaktadir.



Spermanin dondurulmasi, yabani ve evcil hayvanlarda yardimer iireme
tekniklerin yayginlagsmasini ve uygulanabilirli§ini artirmaktadir. Ayrica, ¢ogu
memelide spermanin sivi nitrojen (-196°C) ile dondurularak saklanmasindan basarili

sonuglar elde edilmektedir (Moore & Hasler, 2017).

Saglam yapiya sahip motil spermatozoonlar1 immotil hiicrelerden ayirma
islemi; testikiiler dokudan koken alan hiicre dokiintiileri, erkek donoériin iirogenital
kanali ve sperma alirken olusan kontaminasyonlardan koken alan
mikroorganizmalarin ve seminal plazma igeriginde bulunan sperm metabolizmasini
etkileyen bilesenlerin uzaklastirilmasi, in vitro fertilizasyon, intrauterin tohumlama
(IUI) ve diger yardimci iireme tekniklerinde de rutin bir uygulama olarak
kullanilmaktadir (Seidel, 2012). Ozellikle, son yillarda dondr hayvanlardan toplanan
oositlerden in vitro fertilizasyon yontemiyle iiretilen embriyo sayisindaki artis Percoll

ve swim up gibi ayirma yontemlerini daha 6nemli hale getirmistir.

Sunulan tezin amaci, farkli sicaklik ve silirede ¢oziindiirme degerlerinde
(37°C/30 saniye, 50°C/15 saniye, 70°C/5 saniye) ¢oziindiiriiliip, farkli sperma ayirma
yontemleri (Percoll ve Swim up) ile ayristirilan Brown Swiss irkina ait boga
spermatozoonlarinin akrozomal yap1, motilite ve plazma membran biitiinliigiine iliskin
ozelliklerini karsilastirarak incelemek ve yardici tireme teknolojileri agisindan en ideal

olan uygulamay tespit etmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Bogalarda Spermatolojik Ozellikler

Spermatogenezisin son agamasinda biyosentez, kendini onarma, biiyiime,
boliinme ve yenilenme yetenegini kaybeden spermatozoon; hareket etme 6zelligine
sahip haploid yapida bir hiicredir. Bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana kisimdan
olusan spermatozoon, 6zellikle uzunluk ve bas yapis1 bakimindan tiirler aras1 farklilik
gostermektedir. Memeli spermatozoon uzunlugu 28,3 p ile 356,3 p arasinda olmakla
birlikte (Cummins & Woodall, 1985), boga spermatozooonu ise yaklasik 68 p
uzunlugundadir (Ileri, Ak, Pabugcuoglu, & Birler, 1998).

2.2. Spermanin Alinmasi ve Degerlendirilmesi

Evcil hayvanlarin spermasinin toplanmasi, ekonomik nedenlerin yani sira,
genetik 6zelliklerinin sonraki yillara aktarilabilmesi, bilimsel ¢aligmalar yapilabilmesi,
asim yapamayan hastalikli, yasli veya deneyimsiz hayvanlardan yararlanilabilmesi,
erken yasta yavru elde edilebilmesi, tohumlanacak diginin ve erkegin birbirlerinden
uzak yerlerde oldugu durumlarda yavru elde edilebilmesi ve/veya bireyin cinsel saglik
kontroliiniin gerceklestirilmesi gibi amaglara dayanmaktadir (Ax ve ark., 2016; ileri

ve ark., 1998; Nur, 2019).

Memeli hayvanlardan suni vajen, elektro-ejakiilator, vajinaya birakilan
spermanin alimmast ve ampullanin masaji gibi farkli yontemler kullanilarak sperma
toplanmaktadir. Bogalardan genellikle; suni vajen, -elektroejakiilasyon veya
ampullanin masajiyla sperma alinabilmektedir (Pickett, & Berndtson, 1980). Bu
yontemler arasinda yer alan suni vajen yonteminde elde edilen sperma dogala en yakin
ozellikte olup, dondurulabilirligi diger yontemlere gore daha iistiin 6zelliktedir. Bu
nedenle, boga spermasi liretim merkezlerinde suni vajen ile sperma alma ydntemi

yaygin bir sekilde tercih edilmektedir (Ax ve ark., 2016; Barth, 2007; Ileri ve ark.,



1998; Nur, 2019). Beslenme, ¢evre sicakligi ve mevsim, sperma alma siklig1, sperma
alinirken hayvana yapilan muamele, damizligin saglik durumu, nakli, yasi, egzersiz
durumu, 6n sekretin spermaya karigmasi, sperma alma dncesi boganin bosa atlatilmasi,
kullanilan malzemenin asepsi ve antisepsisi, sperma alma sirasinda ortamin sicakligi,
su, nem ve giines 15181 gibi bircok faktdr spermanin kalitesini etkilemektedir (Ax ve
ark., 2016; ileri ve ark., 1998; Nur, 2019). Sperma kalitesi fertilizasyon kapasitesi
iizerinde biiyiik 6neme sahiptir. Suni tohumlama ¢aligmalarinin ekonomik ve verimli

olabilmesi kullanilan spermalarin fertilitesi ile iligkilidir.

Fertilizasyon, fertiliteden farkli bir anlama sahiptir. Fertilizasyon,
spermatozoonun kapasitasyonunu, yumurta ile birleserek oosite penetrasyonunu,
polispermi blogunu ve proniikleuslarin olusumu ve fiizyonunu, maternal ve paternal
kromozomlarin birbirine karigmasint ve ardindan embriyonik bdliinmelerin
baslamasini iceren molekiiler olaylarin bir dizisidir. Fertilite ise, saglikli bireylerin
dogru zamanda c¢iftlesmeleri sonrasi disinin gebe kalmasi olarak tanimlanmaktadir.
Boganin fertilite yetenegi ise; saglikli bir inek ile dogru zamanda yapilan ciftlestirme
sonrasi disiyi gebe birakma yetenegi olarak tanimlanmaktadir (Ax ve ark., 2016; Nur,
2019). Dogru zamanda yapilan suni tohumlama veya dogal asimlar sonucu %90-95
diizeyinde fertilizasyon oranina ulasilabilir. Ne yazik ki fertilize olmus bu oositlerin
%35-70’1 erken embriyonik 6liimle, %10’u ise daha sonraki donemlerde sekillenen
diistiklere baglh olarak kaybedilmektedir. Bogalarda, taze sperma veya dogal asim
sonrasinda (>%75) donmus spermaya gore daha yiiksek fertilite oran1 (>%50) elde
edilmektedir. Bu oranlardan daha diisiik gebelik orani ise infertilite olarak tanimlanir

(Diskin, Parr, & Morris, 2012).

Bir boganin fertilite yetenegi, asim sonrasi direkt gebelik sonuglarina bakilarak
veya gebelik orani ile ilgili parametrelere bakilarak tahmin edilmektedir. Istatistiksel
olarak gebelik sonuglarina bakarak boganin fertilite yetenegini ortaya koyabilmek i¢in,
giivenilir sayida (en az 300) tohumlama veya ciftlestirme gerektiginden, dogal agim
sonrasi gebelik ile ilgili bogaya ait verileri elde etmek ¢ok fazla zaman almaktadir.
Bunun yerine spermatozoon konsantrasyonu, ejakulatta bulunan toplam spermatozoon
sayis1, spermatozoon motilitesi, ileriye dogru hareketin hizi, 6lii-canli orani, akrozom

ve diger morfolojik biitiinliigiin degerlendirilmesinin yani1 sira, DNA Kkalitesi,



enzimatik aktivite, ozmotik stres testleri (Hypoosmotic Swelling Test; HOST),
inkiibasyon testleri (viabilite), artirilmis akrozom reaksiyon orani, mukus veya jel
penetrasyon testi, hamster yumurta penetrasyon testi gibi fertilite ile iliskili
parametrelere bakilarak boganin fertilitesi hakkinda degerlendirme yapilabilmektedir

(Ax ve ark., 2016; Nur, 2019).

2.2.1. Fertilite ile Tliskili Spermatolojik Muayeneler

Veteriner androlojide spermatolojik muayeneler; donér hayvanin reprodiiktif
organlarmin saglik durumu veya potansiyel fertilizasyon yetenegini belirlemek
amaciyla yapilmaktadir. Sperm kalitesinin degerlendirilmesi, damizligin testis ve
eklenti ireme bezlerinin saglig1 ve fonksiyonel fizyolojisi, ejakiilattaki sperm sayisi,
sperm viabilitesi ve morfolojisi ile ilgili bilgiler vermesi yaninda sperm maturasyonu,
spermanin hareket sekli ve hizinin yorumlanmasi klinik androlojinin 6nemli

uygulamalarindandir (Rodriguez-Martinez, 2014).

Alman spermanin kalitesi; boganin saglik durumu, boganin nakli, boganin yast,
on sekret, sperma alma oncesi boganin atlatilmasi, kullanilan malzemenin asepsi ve
antisepsisi, sperma alma sirasindaki ortamin sicakligi, su, nem, giines 15181, damizligin
beslenme rejimi, ¢evre sicakligi ve mevsim, sperma alma siklig1, sperma alinirken
boganin etkilenme diizeyi gibi faktérlerden etkilenmektedir (Ileri ve ark., 1998).
Ejakiilatin potansiyel fertilite yeteneginin belirlenmesinde ejakiilatta bulunan toplam
spermatozoon sayisi, spermatozoon motilitesi, ileriye dogru hareketin hizi, 6lii/canl
spermatozoa orani, akrozom ve diger morfolojik bozukluklar gibi degerlendirmeler
gorsel olarak mikroskopiye dayali yontemlerle degerlendirilmektedir. Bunun yani sira
DNA kalitesi, enzimatik aktivite, ozmotik stres testleri (HOST), yliksek veya diisiik
isilarda inkiibasyon testleri, artirilmis akrozom reaksiyon orani, mukus veya jel
penetrasyon testi ve hamster yumurta penetrasyon testi gibi spermanin fonksiyonel
aktivitesi ile ilgili mikroskopiye ek olarak daha ileri teknolojileri gerektiren testlerden
de yararlanilmaktadir (Aisen, Alvarez, Venturino, & Garde, 2000; Ax et al., 2016;
Bag, Joshi, Rawat, & Mittal, 2002; Barroso et al., 2006; Benchaib ve ark., 2003; Nur
ve ark., 2012). Ejakiilatin fertilite yetenegini ortaya koymak i¢in yapilan subjektif

testlerin hicbiri, infertiliteye neden olan spermatozoondaki biyolojik farkliliklar



tiimilyle aydinlatamamaktadir. Belirtilen testlerin birlikte kullanilmalar1 halinde ise,
daha yiiksek dogrulukta bireyin fertilitesi hakkinda tahmin ytiriitiilmesine olanak
saglanmaktadir (Ax ve ark., 2016; Ball, Sabeur, & Allen, 2008; Yanagimachi, 1994).
Gilinlimiizde fertilitenin tahmininde dogru sonug insidensini artirmak ve test yapan
bireyler ve laboratuvarlar arast farklili§i azaltmak i¢in otomatize metotlar

gelistirilmistir.

Spermanin muayenesi; makroskobik muayene, mikroskobik muayene,
fizikokimyasal muayene ve fonksiyonel muayene olmak iizere dort ayri baslikta
degerlendirilmektedir. Bazi c¢aligmalarda spermanin  mikrobiyal igeriginin
degerlendirildigi mikrobiyolojik muayene de spermatolojik muayeneler i¢ine dahil

edilmistir (Ax ve ark., 2016; leri ve ark., 1998).

2.2.1.1. Spermanin Makroskobik Muayenesi

Hacim: Boga spermasi spermatozoonlar ile hacminin biiyiikk bir kismim
olusturan testikiiler doku ve eklenti iireme bezlerinden kdken alan sivilardan (seminal
plazma) olusmaktadir. Hacim, boganin bir ejakiilasyonundan elde edilen ml cinsinden
toplam sperma (hiicre ve sivi) miktarinin ifadesidir. Genellikle dereceli sperma
toplama kadehinden veya pipetle ml cinsinden belirlenmektedir. Spermanin hacmi,
ejakiilatta bulunan toplam spermatozoon sayisi, sulandirma orani ve elde edilebilecek
payet sayisinin hesaplanmasi i¢in énemlidir. Boganin yasi, 1rki, beslenme durumu,
yasadig1 cevre kosullari, sperma alma siklig1 toplam sperma hacmini etkilemektedir
(Murphy ve ark., 2018). Ayrica sperma alinmadan 6nce, libidonun uyarilmasi, suni
vajen kosullar1 ve hayvana yapilan uyarimlar sperma hacmini etkilemektedir (Ileri ve
ark., 1998). Sperma hacmi bogalar arasinda farklilik gostermektedir. Geng bogalar 1-
2 mL sperma verirken, erigkin ve yashh bogalar 15 mL'ye kadar sperma
verebilmektedir. Ortalama sperma hacmi 5-6 mL olarak kabul edilmektedir (Ball ve
ark., 2008; Ileri ve ark., 1998). Ejakiilasyonun gerceklesmemesi durumu aspermi
olarak adlandirilmaktadir (Ax ve ark., 2016; Nur, 2019). Ejakiilasyon siklig1 ile sperma
hacmi arasinda negatif iligki bildiren caligmalar art arda iki ejakiilat alindiginda,

genellikle ikinci ejakiilatin daha diisiik hacme sahip oldugunu bildirmistir. Seksiiel



dinlenme sonrasi sperma hacminde hafif bir artig goriilebilir (Ax ve ark., 2016;

Pruneda ve ark., 2005).

Renk: Sperma goriiniimii alinan numunenin miktarina gore degismekle birlikte
stit beyazindan koyu kreme kadar degisiklik gostermektedir. Boga ejakulati gériiniim
olarak {iniform yapidadir. Opak goriiniimii, i¢erdigi hiicre yogunluguna baghdir. Yar
saydam ve 15181 gegiren Ornekler az sayida hiicre igerir. Bazi bogalar riboflavin
iceriginden dolay1 sar1 renkte sperma verebilirler (ileri ve ark., 1998). Normal renk
disindaki pembe, kirmizi, kahverengi, kirli sar1 ve yesilimsi renk degisiklikleri
patolojik renk farkliliklar1 olarak tanimlanmaktadir. Spermanin pembe, kirmizi
kahverengi renkte olmasi spermaya kanamadan ileri gelen kanmn (hemospermi)
oldugunu, sar1 renk olmasi spermaya idrarin (lirospermi) karigtigini ve yesilimtirak bir
renk olmasi ise spermaya irin karistigini (piyospermi) gostermektedir (ileri ve ark.,
1998; Nur, 2019). Sperma sag, kir, digki, saman ve diger kirletici maddelerle
kontamine olmamalidir. Tortu igeren, pihtilasmis goriinimli sperma, bir enfeksiyon

varligini isaret etmektedir (Ax ve ark., 2016).

Kivam (Viskozite): Spermanin kivami akiskanligi ile Olclilmektedir.
Spermanin kivami, spermatozoit sayisina bagli olarak sulu kivamdan krema kivamina
kadar degisen viskosite gosterebilmektedir. Boga spermast 1,7-10,5 santipuaz
arasindadir. Viskozite, ejakiilattaki spermatozoon yogunlugu ile dogru orantilidir.
Spermanin goriinlimiindeki opaklik kriterinde oldugu gibi, viskozitesi yiiksek olan

spermalarin yogunlugunun da yiiksek oldugu bildirilmistir (ileri ve ark., 1998).

Koku: Elde edildigi hayvan tiiriine bagli olarak spermanin kendine has
aromatik bir kokusu vardir. igine digki, idrar ve irin gibi herhangi bir maddenin

karismasi kokusunda degisikliklere yol agabilir (Ileri ve ark., 1998).

Mass aktivite (Kitle hareketi): Mass aktivite, spermanin kitlesel olarak
yapti§1 kaynama veya girdap hareketi olarak tamimlanmaktadir. Ozellikle yogun
spermatozoit iceren ejakiilatlara sahip kog, teke ve bogalarda degerlendirilen
parametrelerden birisidir. Ozellikle spermas1 ¢ok yogun ve yiiksek mass aktiviteye

sahip ko¢ ve tekelerde (1,5-4,0x10° mL/spermatozoit) sperma alma tiipiinde de



gozlemlenebilmektedir. Bu nedenle, bazi arastiricilar tarafindan makroskobik
muayene i¢inde degerlendirilmektedir. Ko¢ ve tekelere gore boga spermast (0,6-
2,0x10° mL/spermatozoit) daha diisiik spermatozoit igermektedir. Ozellikle diisiik
spermatozoit igeren ejakiilatlarda sperma alma tiipiinden baki ile mass aktivite tespit
edilememektedir. Bunun yerine mikroskoptan faydalanilarak mass aktivite
degerlendirilmektedir. Dolayisiyla, bazi arastiricilar tarafindan mikroskobik muayene
olarak da degerlendirilebilmektedir (Codognoto ve ark., 2018; Nagata ve ark., 2019).
Bu amagcla ejakiilasyon sonrasi zaman gecirmeden spermadan bir damla alinarak
isitilmig lam iizerine damlatilarak (lamel kapatilmaksizin) mikroskop altinda 10 X
biiylitmede degerlendirilir. Degerlendirmede spermanin yapmis oldugu girdap
hareketi gdzlemlenir (leri ve ark., 1998). Spermada kitle hareketi 0 ile 5 arasinda skor

verilerek degerlendirilmektedir (Tablo 1) (Hossain, Khatun, Islam, & Miazi, 2012).

Tablo 1. Spermada kitle hareketindeki canliligin skor yontemiyle belirlenmesi
(Hossain ve ark., 2012)
SKOR  KITLE HAREKETININ OZELLIKLERI

0 Hareket yoktur

1 Spermatozoonlarin %30'undan azinda hareket vardir. Hareket zayiftir, titresimli degildir.

5 Spermatozoonlarin %30-50'sinde hareket vardir. Hareket giigliidiir fakat dalga ve girdap
hareketi yoktur.

3 Spermatozoonlarin %50-75'inde hareket vardir. Hareket giigliidiir fakat dalga ve girdap
hareketi ¢ok yavas olusmaktadir.

4 Spermatozoonlarin %70-80'inde hareket vardir. Hareket giigliidiir, dalga ve girdap

hareketi hizlidir fakat miikemmel olacak kadar canli degildir.

Spermatozoonlarin %80'inden fazlasinda hareket vardir. Dalga ve girdap hareketi
5 spermlerin siirekli ve hizli bir sekilde hareketiyle olusmaktadir. Hareket o kadar giigliidiir
ki sulandiric1 katmadan bireysel hareketin incelenmesi miimkiin degildir.

2.2.1.2. Spermanin Mikroskobik Muayenesi

Morfolojik olarak birbirinden ayirt edilebilen pargaciklara sahip spermatozoit
kendine has bir metabolizmaya sahiptir (Barbas & Mascarenhas, 2009).
Spermatozoitin yogunlagmig niikleer materyali iceren bir bas, enerji merkezi olarak
gorev yapan mitokondrileri igeren orta parca ve hareket yetenegine sahip kuyruk

olmak iizere, morfolojik olarak ayirt edilebilen ii¢ fonksiyonel bolgesi bulunmaktadir



(Varner, 2007). Sperma muayenesinde spermanin morfolojik goriintiisiinii,
fonksiyonlarini, metabolizmasini ve igerigini degerlendirmek amaciyla spermatozoitin
belirli bolgelerine spesifik basit veya floresan baglanmis boyalar kullanilarak
gerceklestirilen basit 151k, faz kontrast ve floresan mikroskobunun yani sira bilgisayar
destekli goriintiileme sistemleri ve flow sitometri gibi ileri mikroskobik yontemler de

kullanilmaktadir (Ax ve ark., 2016).

Sperma ancak hizli ve etkin bir bi¢imde incelenerek fertilite giicli hakkinda
gercekei bir fikir edinilebilir. Bu nedenle spermanin mevcut sicakligi korunarak, taze
spermada sperma alinir alinmaz, donmus sperma da ise sperma c¢Oziindiiriiliir
¢ozlindiiriilmez muayene igleminin gerceklestirilmesi Onerilir. Bilgisayar destekli
goriintiileme sistemleri ve flow sitometri gibi ileri mikroskobik yontemler hizli

degerlendirmeye daha uygundur (Vincent ve ark., 2014).

Motilite (Hareket Yetenegi):

Spermatogenesis kendi icinde spermatositogenesis ve spermiyogenezis
(spermiasyon) olmak {izere iki asamada sekillenmektedir. Spermatositogenesis
asamasinin bitimiyle birlikte spermatidler sekillenir (Staub & Johnson, 2018). Bu
asamadan sonra, spermatidlerin niikleus ve sitoplazmasinda bazi degisiklikler
sekillenerek tiir spesifik morfolojik yapiya doniisiim siireci (spermiyogenezis) baslar.
Bu doénemde spermatozoonlar protoplazmik damlacik adi verilen bir sitoplazma
kalintisina sahiptir. Boga spermatozoitinin epididimise ulagmasi ile 7 gilin siiren
epididimal migrasyon asamasinda protoplazmik damlaciklarindan kurtularak son
olgunlagma asamasini gecirir (Staub & Johnson, 2018). Sperm motilitesi, testiste
spermatogenezin tamamlanmasi ile fertilizasyon agsamasina kadar erkek ve disi genital
kanaldan koken alan bircok faktor tarafindan diizenlenir (Ax ve ark., 2016).
Spermatozoonlar, sertoli hiicrelerinden salgilanan sivi ile birlikte testikiiler kanallar

icine salindiginda motiliteye sahip degildir.

Sperma spermatozoonlarla birlikte seminal plazmadan olusur. Seminal
plazmanin biiyiik bir kismi erkek eklenti lireme bezlerinden kdken alan salgilardir.

Seminal plazma spermatozoonlar i¢in enerji kaynagi ve vajinanin asidik olan pH'ini

10



dengelemek i¢in tampon gorevi bulunan maddeleri ve epididimisten kdken alan
motiliteyi baskilayan faktorleri de barindirir (Juyena & Stelletta, 2012; Velho ve ark.,
2018). Ejakiilasyon ile birlikte epididimisten kdken alan ve motiliteyi baskilayan
faktorler, erkek eklenti lireme bezi salgilarimin olusturdugu seminal plazma ile
seyreltilerek bu faktorlerin baskilayici etkisi azaltilmaktadir. Ayrica, erkek ve disi
genital kanaldan koken alan bazi enerji kaynaklar (fruktoz), spermin, spermidin,
diisiik molekiiler agirlikli epididimal baskilayici faktdr (akrozom baskilayici faktor),
heparin, asetilkolin ve adenozin, diisiik molekiiler agirlikli motilite uyarict faktor,
siklik adenozin monofosfat (cAMP), tiroksin ve triiyodotironin sperm motilitesinin
baglamasmi stimiile etmektedir. Kisacasi, ejakiilasyon ile hiicre i¢i ve disinda
sekillenen iyon konsantrasyonlarindaki degisiklikler spermatozoit aksonemine ait
motor proteinlerinin fosforilasyonunu aktive ederek motiliteyi uyarmaktadir
(Lindemann & Kanous, 1989). Glikoliz ve oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ATP
iretiminin ana kaynagidir. Glikoliz asil kuyruk parcasinda meydana gelirken,
OXPHOS mitokondrilerin bulundugu orta kisimda sekillenir. OXPHOS yolu ile
iiretilen ATP miktari, glikoliz ile iiretilen ATP miktarindan daha fazladir ve bu
nedenle, sperm motilitesi i¢in gerekli ATP’nin ana kaynagi orta kisimdaki

mitokondrilerdir (Tourmente, Villar-Moya, Rial, & Roldan, 2015).

Spermiyogenezisin tamamlanmasindan fertilizasyon asamasina kadar, erkek
ve disi genital kanaldan kdken alan birgok faktor tarafindan etkilenen spermatozoon
motilitesi, eseyli iireyen tiirlerin fertilizasyonunda énemli fonksiyonlara sahiptir. Bu
nedenle spermatolojik muayeneler arasinda motilitenin 6nemli bir yeri bulunmaktadir
(Yamada, Sakase, Fukushima, & Harayama, 2018). Spermatozoon hareket sekline
gore, ileri dogru hareket edenler (progressif), yerinde durarak dairesel hareket edenler
(sirkiiler), yerinde durarak titresenler (vibrator), geriye dogru hareket edenler (revers)
olarak da siniflandirilmaktadir (Nur, 2019). Motilite ise, bast istikametinde ileriye
dogru hareket eden spermatozoonlarin yiizdesel olarak ifadesidir (ileri ve ark., 1998).
Bu amagla 1sitilmig lam iizerine bir damla sperma, yogunluguna bagh olarak 1:1, 1:2
oraninda serum fizyolojik veya uygun bir soliisyon ile sulandirilir. Uzerine lamel
kapatildiktan sonra, 1s1tma tablali faz-kontrast mikroskopta 400 biiylitmede incelenir.
Gergekgi bir degerlendirme i¢in ayn1 preparatta ii¢ ayri saha incelenerek karar verilir.

Muayene sirasinda sadece ileriye dogru giden spermatozoonlar dikkate alinir. Taze
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boga spermasinin motilitesi >%65-80 diizeyindedir (Ileri ve ark., 1998). Sperm
motilitesi, subjektif olarak mikroskobik muayene disinda bilgisayar-yardimli sperm
analizi (computer-aided sperm analysis-CASA) ve sperm kalitesi analizorii (sperm
quality analyzer-SQA) gibi gelismis analiz sistemleri ile objektif olarak da
degerlendirilmektedir. Genellikle 1sitma tablali faz kontrast mikroskop, kamera ve
bilgisayar birimlerinden olusan bu sistemler spermanin motilitesi, hizi, hareket sekli,
yogunlugu ve sulandirma orani hakkinda ayrintili bilgi sunmaktadir. Ayrica sonuglari
karsilastirma, saklama ve grafik seklinde verebilme 6zellikleri de bulunmaktadir (Ax

ve ark., 2016; Maes, Lopez Rodriguez, Rijsselaere, Vyt, & Van Soom, 2011).

Ejakiilasyon sonrasinda disi genital kanalina ¢ok sayida spermatozoon
birakilir. Ancak, belirli 6zellige sahip spermatozoonun oosite ulasarak oositi fertilize
etmesi, geriye kalan spermotozoonlarin elimine edilmesi arkasindaki mekanizmalar
hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Garcia-Vazquez, Gadea, Matas, & Holt, 2016).
Spermatozoonun fertilizasyon sahasina basariyla ulagsmasi ve oositi ddllemesi iyi
motiliteye, yeterli diizeyde morfolojik biitiinliige ve normal DNA’ya sahip olmasina
baglidir (Holt & Fazeli, 2016). Cogu memelide oldugu gibi boga spermas1 farkl
motilite, DNA biitlinliigli, morfoloji veya sekil ve biiylikliik, sinyal molekiillerine
duyarlilik ve diger birgok Ozellikteki farkliliklar ile karakterize alt popiilasyonlar
barindirmaktadir (Valverde ve ark., 2016). Buna bagl olarak, hareket sekli ve hizi
farkli olan spermatozoonlar ayni ejakiilatta bulunabilir. Motilite, saglikli bir
spermatozoonun temel kosuludur; fakat anormal yapidaki bazi spermatozoonlar da
normal hareket edebilmektedir. Motilite spermatozoonun disi genital organi iginde
fertilizasyon bolgesine ulagsmasinda, oosit ylizeyinde bulunan kumulus hiicreleri ve
zona pellusiday1 gecisinde 6nemli rol oynar. Disi genital sistemindeki spermatozoon
secim siireci, yliksek oranda hareketli spermlerin lehinedir. Morfolojik olarak normal,
kuvvetli motilite yetenegi olan spermatozoonlar servikal mukus i¢inde hizla yiizerek
fertilizasyon bolgesine ulasir. Servikal mukus, motiliteleri iyi olmayan veya zayif bir
hidrodinamik yapiya sahip anormal spermatozoonlar i¢in bir bariyer olusturur. Zayif
veya farkli motilite sergileyen spermler ile tohumlama yapildiktan kisa bir zaman
sonra, servikal kanal akintilar1 yolu ile atildig1 gézlemlenmistir (Valverde ve ark.,

2016).
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Sperm motilitesi, ortam sicakligi, sulandirici ¢esidi, kullanilan lam ve lamelin
1isitilmig olmasi gibi ¢ok sayida i¢ ve dis faktorden etkilenmektedir (Sekil 1) (Ax ve
ark., 2016). Bu nedenle, muayeneler gerceklestirilirken sperma dis ortamin
sicakligindanndan kaynaklanan farkliliklara kars1 korunmalidir (Ax ve ark., 2016; ileri
ve ark., 1998). Christensen, Brockhoff, & Lehn-Jensen (1999) 117 boganin 1635
ejakiilatin1 kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada, taze sperma motilitesi ile fertilite
arasinda (P=0,0002) ve ¢oOziindiirme sonrasi sperm motilitesi ile fertilite arasinda

(P<0,0001) yiiksek bir korelasyon oldugunu bildirmistir.
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Sekil 1. Spermada Motiliteyi Etkileyen Endojen ve Ekzojen Bazi Parametreler

Spermanin disi genital kanaldaki motil yasam siiresi ve fertilizasyon orani
arasinda da siki bir iligki vardir. Bu iligki taze spermada donmus spermaya gore daha
giicliidiir. Inek genital kanalina birakilan taze sperma yaklasik 30-48 saat canli
kalirken, donmus sperma 12-24 saat kadar canliligini siirdiirmektedir (Thompson,
2004). Spermatozoonun yaslanmasina bagl olarak, normal ve anormal spermatozoon
poplilasyonunda degisik zamanlarda ve farkli oranlarda motilitede diisiikliik
gozlemlenmektedir. Seksiliel dinlenme, sicak ve soguk gibi g¢evresel faktorler,

sulandiricinin bilesenleri ve ozmotik basing degisimleri sperm motilitesinde diisiislere
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yol agmaktadir (Payan-Carreira, Miranda, & Nizanski, 2011). Seksiiel dinlenme
sonucu spermatozoonun yaglanmasina bagli olarak olusan reaktif serbest oksijen
parcaciklar1 sperm hiicre zari fosfolipidlerine baglanarak dejenere olmus yag
asitlerinin ortaya ¢ikmasma neden olur. Dejenere olmus yag asidinden tiireyen
peroksitler ve agiga ¢ikan diger dejeneratif etkili lirlinler spermanin motilite yetenegini

olumsuz etkiler (Bollwein & Bittner, 2018).

Spermatozoon Yogunlugu:

Spermatozoon yogunlugu, birim hacimde bulunan spermatozoon sayisinin
ifadesidir. Bogalarda spermatozoon yogunlugu 2 x 10% sperm/mL (geng bogalarda) ile
1,8 x 10° (erigskin bogalarda) arasinda degisiklik gostermektedir. Sperma yogunlugu
hemositometrik, fotometrik, elektronik saya¢ yontemi gibi degisik yoOntemlerle
saptanmaktadir (Anzar, Kroetsch, & Buhr, 2009; Hafez, & Hafez, 2020).
Hemositometre, skorlanmis bolmelere sahip bir mikroskop lamidir. Lamdaki alan
basina diisen sperm sayisinin manuel olarak sayilmasinin zaman alici olmasina
ragmen, dogru sonuglar elde edilmektedir. Bu amagla kalibre edilmis bir
spektrofotometre veya kolorimetre ile hassas ve hizli bir sekilde spermanin yogunlugu
belirlenebilmektedir (Anzar ve ark., 2009; Ax ve ark., 2016). Ayrica flow sitometri ve
baz1 hiicre analiz sistemleri gibi goriintii analizi yapabilen cihazlar da sulandirma orani

dikkate alinarak sperma yogunlugunu tespit etmek icin kullanilabilmektedir.

Spermatolojik Ozellikler ile fertilite arasindaki iligki diger hayvanlara gore
bogalarda daha iyi aydmlatilmistir. Bogalarda kabul edilebilir fertilite orani
bakimindan gerekli motil spermatozoon sayist bireyler arasinda farklilik
gostermektedir. Genellikle dogal asim sonras1 kabul edilebilir diizeyde gebelik orani
elde etmek igin, boga ejakiilatindaki spermatozoon sayisinin mililitrede 500x10°,
motilitenin %70, morfolojik biitiinliige sahip spermatozoon oranin ise %80°den fazla
olmas1 gerekmektedir (Ax ve ark., 2016). Donmus sperma kullanilmas1 halinde bogaya
bagl olarak tohumlama dozu en az 7,5-15x10° spermatozoa olmalidir (Nur, 2019).
Fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in, disi genital kanalda kaliteli ve yeterli sayida
spermatozoon bulunmalidir (Malmgren, 1998). Bu nedenle, spermatozoon

konsantrasyonunun dogru saptanmasi, sulandirma oraninin hesaplanmasi ve uygun
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sekilde dozaj edilebilmesi yoniinden énem arz etmektedir. Ozellikle iiretici firmalar,
ekonomik nedenlerden dolayi ellerinde bulunan kiymetli damizlia ait ejakiilattan
miimkiin oldugunca fazla payet elde edebilmek i¢in payetteki spermatozoit sayisini

diisiirme egilimindedir (Ball ve ark., 2008; Nur ve ark., 2012).

Olii/Canh spermatozoit orani:

Canlilik spermanin kalitesi i¢in 6nemli bir belirte¢ ve basarili bir fertilizasyon
icin 6n kosuldur. Hiicre zar1, diger hiicreler ve ortamlar ile etkilesimi diizenler. Bu
nedenle 6lii canli muayenesi genelde spermatozoona ait hiicre zarinin fonksiyonel
biitiinltigl (gegirgenligi) ile iliskilidir (Bailey, Bilodeau, & Cormier, 2000; Bilodeau,
Chatterjee, Sirard, & Gagnon, 2000). Plazma membrani1 hasar gordiikten sonra, plazma
membrani sperm viabilitesi i¢in gerekli olan iyon ve kofaktor konsantrasyonlarini
koruyamaz (Woelders, 1991). Spermanin testis dokusu i¢inde {liretimi sirasinda, kanal
sistemi ve epididimiste, ejakiilasyon sirasinda, ejakiilasyon sonras1 asamada oldugu
gibi sulandirma, dondurma ve ¢dzilindiirme islemleri sirasinda ve sonrasinda olusan
hiicre oliimii ve hiicre fonksiyonlarinin kaybi, oksidatif stres ile agiklanmaktadir

(Bailey ve ark., 2000; Bilodeau ve ark., 2000).

Boga spermasi her zaman belli oranda (%20-30) 6lii veya membran fonksiyon
biitiinliigli hasarli spermatozoitleri barindirmaktadir. Bir boganin spermatolojik
ozellikleri ortaya konulurken; canli spermatozoon oranina da bakilmalidir (Ax ve ark.,
2016). Canli ve 6lii spermatozoonlarin ayirt edilmesinde; eosin-nigrosin, Propidyum
iodid, karboksifluoresin diasetat gibi mikroskopiye dayali vital boyalardan yararlanilir
(Ax ve ark., 2016; Barth, 2007; Nur ve ark., 2012). Membran biitlinliigiinii belirlemeye
yonelik kullanilan bu yontemlerden elde edilen sonuglar kullanilan boya miktari, lamin
sicakligl, frotinin kalinligi, kuruma sicakligi, sperma sulandiricisinin igerigi,
ortamdaki spermatozoon sayis1 ve uygulayici gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir (Nur ve

ark., 2012).

Sadece hasarli hiicre membranindan gegebilen niikleik asit, intrasitoplazmik
enzim veya membran potansiyelini belirleyen florofor boyama teknolojisinin

gelismesi, taze ve dondurulmus c¢oziindiiriilmiis spermatozoonlarin islevselligini
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degerlendirmek icin yeni imkanlar saglamistir (Januskauskas & Zilinskas, 2002). Bu
boyalarin ¢ogu floresan mikroskop gerektirdigi i¢in, floresan mikroskop kullanma
imkani bulunmayan durumlarda 1s1ik mikroskobuyla uyumlu eosin-nigrosin boyasi
siklikla 6lii/canli muayenesi i¢in kullanilmaktadir. Eosin 6lii hiicrenin sitoplazmasini
pembeye boyarken, nigrosin zeminde fon olusturmaktadir. Bu yontemde, saglam

membran yapisina sahip spermatozoitler (canli hiicreler) renk almazlar.

Morfolojik Muayene:

Morfolojik olarak anormal yapidaki spermatozoonlarin fertilite yetenekleri
yoktur. Bu nedenle, morfolojik muayeneler fertilitenin tahmini i¢in 6nemli bir
parametredir (Barth, 2007; ileri ve ark., 1998). Morfolojik muayene, dzellikle diisiik
fertiliteye sahip ejakiilatlarin eliminasyonunu saglar. Ayrica infertil veya subfertil
damizlik bogalarin {iretimden ¢ikarilmasiyla suni tohumlama merkezi ve
yetistiricilerin ekonomisine katki da saglar (Januskauskas & Zilinskas, 2002). Normal
bir ejakiilatta her zaman saglikli spermatozoitler ile birlikte morfolojik bozukluga
sahip spermatozoitler de bulunabilir. Normal saglikli bir ejakiilatta bu oranin %20’yi

gecmesi istenmez (Ax ve ark., 2016; ileri ve ark., 1998).

Kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, sperm-oosit fiizyonu ve protein tirozin
fosforilasyonu gibi sperma fonksiyonlar1 ic¢in belirli bir miktar serbest oksijen
parcaciklarina (ROS) gereksinim vardir (Agarwal & Allamaneni, 2004). Ancak,
yiiksek seviyede ROS sperm fonksiyonlarini olumsuz etkileyerek infertiliteye yol agar
(Gil-Guzman ve ark., 2001). Olgunlasmamis ve morfolojik olarak anormal olan
spermatozoon ve seminal 10kositler ROS {iretimini artirirlar ve bu artis fertilizasyonu

olumsuz etkiler (Aitken & West, 1990).

Evcil hayvanlarin spermasindaki morfolojik bozukluklarin saptanmasi
amaciyla eosin-nigrosin, opal blue, fast green, Giemsa gibi boyama yontemleri disinda
Hancock, hayem erigi gibi bazi sivi tespit soliisyonlarimin da kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Smirli sayida hiicrenin degerlendirildigi mikroskopiye dayali bu
subjektif yontemlerin sonuglari, kullanilan soliisyonlarin pH’si, sicakligi, boyama

stiresi ve ozmotik basinct gibi 6zelliklerinden etkilenmektedir. Morfolojik
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degerlendirmede, fertilitenin tahmininde dogru sonug insidensini artirmak ve testi
yapan birey ve laboratuvarlar aras1 farklilig1 azaltmak i¢in flow sitometri ve goriintii
analiz sistemleri gibi otomatize metotlar gelistirilmistir. Bu yontemlerden kisa bir
zaman zarfinda binlerce hiicreyi analiz ederek gercege yakin ve yiiksek

tekrarlanabilirlige sahip sonuglar elde edilmektedir (Ax ve ark., 2016).

Kullanilan yontem ve laboratuvarlara bagli olarak, morfolojik bulgularin
degerlendirilmesi i¢in g¢esitli siniflandirma yontemleri kullanilmaktadir. Morfolojik
bozukluklar infertiliteye neden olan (mayor) ve infertiliteye neden olmayan (minor)
morfolojik bozukluklar olmak tiizere iki alt baglikta degerlendirilmektedir. Bazi
arastirmacilar ise morfolojik bozukluklari; birincil, ikincil ve iiglinciil olarak
siniflandirmaktadir. Bu yontemde birincil bozukluklar spermatogenesis sirasinda,
ikincil bozukluklar spermanin kanal sisteminden gegisinde ve {igiinciil bozukluklar
ejakiilasyon sirasinda veya sonrasinda (spermanin alinmasi, sulandirilmasi,
dondurulmasi, depolanmasi vb) sekillenen bozukluklar olarak smiflandirilmigtir

(Menon, Barkema, Wilde, Kastelic, & Thundathil, 2011).

Bas, boyun, orta boliim ve kuyruktan olusan spermatozoonun herhangi bir
kisminda meydana gelen degisiklik morfolojik bozukluk olarak degerlendirilmektedir
(Ax ve ark., 2016; Ileri ve ark., 1998; Nur ve ark., 2012). Anomalileri lokalize oldugu
yere gore (akrozoma, basa, implantasyon ¢ukurluguna, basin orta boliime baglanma
noktasina, orta boliime ve kuyruga bagl bozukluklar) siniflandiran bu yontem yaygin
olarak kullanilmaktadir. Mikroskopiye dayali bu yontemde de morfolojik bozukluklar
primer, sekonder ve tersiyer olarak siniflandirilmaktadir. Genellikle primer
bozukluklarin spermatozoonun bas ve akrozomunda, sekonder bozukluklarin
spermatozoon kuyrugunun orta kisminda, tersiyer bozukluklarm ise diger kuyruk
kisimlarinda lokalize oldugu bildirilmistir (Ax ve ark., 2016). Bu yontemde primer,
diger bir deyisle bag ve akrozoma bagli bozukluklarin %20’yi ge¢cmesi veya total
morfolojik bozukluk oraninin %30’un lizerinde olmasinin infertiliteye neden oldugu

bildirilmistir (Ax ve ark., 2016; Deswal, 2018; Garcia-Paloma, 2015).

Memeli spermatozoitinin apikal ucunda bulunan akrozomal yapi, korona

penetrasyon enzimi, hiyoluronidaz, ndéroaminidaz, proakrozin, akrozin, proteinaz,
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esteraz, fosfataz, fosfolipaz A,, asit fosfataz, aril siilfataz, beta-N-asetil
glukozaminidaz, aryl aminidaz ve kollagenaz gibi proteolitik enzimleri igerir (Ax ve
ark., 2016; ileri ve ark., 1998). Bu enzimlerin fertilizasyonda oOnemli roli
bulunmaktadir. Akrozomal enzimlerin miktar1 ve ¢esidi tiirler arasinda farklilik

gosterir (Ax ve ark., 2016).

Morfolojik incelemelerde akrozomun ayr1 bir Onemi vardir. Boga
spermatozoonunun yaslanmasi veya zararli etkilere bagli olarak apikal bdlgede
bulunan akrozomal enzimleri i¢eren yapilar bozularak akrozomal enzim kayiplari
sekillenir. Bu akrozomal enzimlerdeki kayiplar akrozomal biitiinliigiin goériinlimiinde
degisikliklere yol agar. Muayene sirasinda gozlemlenen bu akrozomal degisiklikler;
genis, graniillii, kiiclik egrilmis, dejenere akrozom ve akrozomsuz spermatozoit olarak

siniflandirilir (Aalseth & Saacke, 1986).

Istenilen oranda gebelik elde etmek icin motilitenin tek basma yeterli
olmadigint bunun yaninda hiyoluronidaz, corona penetrasyon enzimi (CPE),
ndroaminidaz ve tripsin gibi fertilizasyonda etkin rol oynayan enzimleri iceren
akrozomal yapinin biitiinliigiiniin bozulmamis olmasi gerekmektedir (ileri ve ark.,
1998). Fertilizasyona yakin zamanda sekillenen akrozom reaksiyonu; spermatozoonun
bas bolgesinin apikal ucunda bulunan akrozoma ait dis membran ile hiicre
membraninin biitiinliiklerini kaybederek akrozomal i¢erigi olusturan enzimlerin ortaya
cikmasi ile karakterizedir. Bu asamadan sonra, spermatozoidin fertil yagam 6mrii hizla

kisalmaktadir (Januskauskas & Zilinskas, 2002).

Mikroskobik degerlendirmede bazi spermatozoitler birden ¢ok morfolojik
defekte sahip olabilir. Morfolojik degerlendirme yaparken basin u¢ kismina
(akrozoma) en yakin bozukluk sayilir. Bu amagla en az 100 hiicre degerlendirilmelidir.
Ne kadar ¢ok hiicre degerlendirilirse dogruluk insidensi o kadar yiiksek olacaktir. Bu
nedenle, spermatozoonun morfolojik goriintiisiinii, fonksiyonlarini, metabolizmasini
ve igerigini degerlendirmeye yonelik bilgisayar destekli goriintiilleme sistemleri ve
flow sitometri gibi ileri yontemler de kullanilmaktadir. Bu yontemler kisa bir zaman
diliminde binlerce spermatozoitin morfolojik yapisi hakkinda hizlica sonuglar

vermektedir.
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Genetik materyali barindiran basa ait bozukluklar; dar, mizrak ucu formlu,
kiirek, ampul, kuyruksuz, iri, kiigiik, biiziilmiis, armut ve iki basli olarak siniflandirilir.
Basa ait bozukluklar primer bozukluklar olarak degerlendirilmektedir. Bu bozukluklar
genellikle spermatozogenezis asamasinda olusmaktadir (Ax ve ark., 2016). Kuyrugun
kapitulumunun yerlestigi implantasyon ¢ukurlugunun goriiniimii ile ilgili bozukluklar;
diiz, fazla girintili, dar ve genis olarak siniflandirilir. Bagin orta boliime baglanmasi ile
ilgili bozukluklar kuyrugun basa baglanma sekli ile iligkilidir ve abaksiyal baglanma,
paraksiyal baglanma, retroaksiyal baglanma, kirilmis ve kopmus olarak siniflandirilir.
Spermatozoitin enerji kaynagini barindiran orta kisma ait bozukluklar; kalin, kisa,
ince, deforme, kivrik, katlanmis, axillar tip, fibrilli ve protoplazmik damlacik
bulunduruyor seklinde siniflandirilmaktadir. Hareketin sekli ve kaynagi olan kuyruk
kismina ait bozukluklar ise; yumak seklinde, kirik kuyruk, basa sarilmis, rudimenter,
bassiz kuyruk, geriye donme, ¢ift kuyruk ve fibrillesme seklinde siniflandirilir (Menon

ve ark., 2011).

2.2.1.3. Spermanin Fizikokimyasal Muayeneleri

Spermatozoa ve seminal plazma icerigi; ejakiilasyondan fertilizasyona kadar,
gametlerin disi genital kanalda migrasyonu, kolonizasyonu, kapasitasyonu ve
fertilizasyonu gibi fizyolojik olgular1 koordine etmektedir. Spermatozoa ve seminal
plazmada sekillenen degisiklikler fertiliteyi olumsuz etkileyerek infertiliteye neden
olabilir (Ax ve ark., 2016; Nur, 2019). Bu nedenle, ejakiilatin pH’s1, dayaniklilik ve
temizligi ile iliskili degerlendirmeler hayvan saglig1 ve ejakiilat kalitesi hakkinda

onemli bilgiler verir.

pH:

Ejakiilat ortaminda bulunan Na*, K*, Ca?", Mg?" gibi iyonlar birgok tiiriin
sperm motilitesini etkilemektedir (Pegg, 2002). Ayrica, baz1 sperma fonksiyonlari
bikarbonatlar (HCOs) tarafindan aktive edilmektedir (Gagnon & de Lamirande, 2006).
Biyokimyasal olarak HCOs’lar intraseliiler pH degerini yiikseltip Ca** ve cAMP’1

artiran olaylar zincirini baglatarak sperm motilitesini uyarir (Gagnon & de Lamirande,
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2006; Ho & Suarez, 2001). Bu nedenle, ortamin pH degerinin sperm motilitesi ve canli
kalma siiresi tlizerine etkileri bulunur. Ayrica, kontaminasyonun sekillendigi
durumlarda pH etkilenir. Klasik olarak pH o6lgiimiinde indikator kagidindan

faydalanilir. Boga spermasi notre yakin 6,9 pH degerine sahiptir.

Dayaniklilik Testi:

Ortam sicakligr ile iliskilendirilen 1siya dayaniklilik testlerinde; taze veya
dondurulmus spermanin 5°C veya 40-44°C gibi farkli 1s1larda ne kadar siirede motilite
ve morfolojik biitiinliigiinii korudugunu belirlemek amaciyla gerceklestirilir. Bu
testler, hiicre membraninin gegirgenligi ve dondurma sirasinda kullanilan
kriyoprotektanlardan kaynaklanan ozmotik farkliliklara karsi dayanakliligi ortaya
koymak amaciyla gergeklestirilmektedir (Guthrie, Liu, & Critser, 2002). Bu testlerin
hedeflerinden bir tanesi de hipoozmotik veya hiper ozmotik ortama maruz kalan bir
spermatozoitin tekrar izoozmotik ortama alindiginda fonksiyonel biitiinliigiinii

stirdiiriip siirdiiremediginin degerlendirilmesidir.

Metilen Mavisi Rediiksiyon Testi:

Spermatozoa, ortamda bulunan fruktozu hiicre i¢ine alarak enerji iiretiminde
(fruktolizis) kullanir. Fruktolizis sonrasi hidrojen (H) aciga ¢ikar. Aerobik ortamda H,
oksijen (O) ile birleserek su ve laktik asit olugsmaktadir. Metilen mavisi bulunan
anaerobik bir ortamda ise fruktolizis sonrasi olusan H, metilen mavisini rediikte ederek
16ko metilen mavisi gozlemlenmektedir. Metilen mavisinin rediiksiyon hizinin
degerlendirildigi bu testte metilen mavisi rediiksiyon hiz1 3-6 dk (normal), 6-9 dk
(stipheli) ve 9 dk’dan uzun ise sperm fruktolizis hiz1 diisiik olup ¢ogu spermatozoitin

inaktif olduguna isaret eder (ileri ve ark., 1998).

Katalaz Deneyi:

Bakteri, kan, irin, digk1 gibi sperma kirleticileri boganin genital kanali, viicut

yiizeyi ve ¢aligma ortamindan koken alir. Katalaz deneyi, boganin cinsel sagligi ve
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sperma alirken kontaminantlarin spermaya bulasip bulasmadiginin belirlenmesi
amaciyla gergeklestirilmektedir. Hemen hemen biitiin viicut hiicrelerinde bulunan
katalaz enzimi hidrojen peroksiti (H2O») parcalar. Eger ortamda kirletici ve piyojen
etkenler varsa asir1 bir reaksiyon meydana gelerek asir1 gaz ¢ikist gézlemlenmektedir.
Cikan gaz miktarinin 6l¢giilmesi temeline dayanan bu testte bir skalaya sahip katalaz
deney tiipleri kullanilir. Yirmi dakika sonra deney tiliplindeki skaladan reaksiyon
sonucu ag13a ¢ikan gaz miktar: dlgiiliir. Olgiilen deger 300’e kadar temiz, 300-400
arasinda ise siipheli kabul edilmektedir. Bu degerin 400‘den biiylik olmas1 ise

spermada kontaminasyonun meydana geldigini gdstermektedir (ileri ve ark., 1998).

2.2.1.4. Spermanin Mikrobiyal Muayenesi

Hem disi hem de erkek reprodiiktif sistemini etkileyen bakteriyel, protozoon,
viral ve mantar kokenli enfeksiydz hastaliklar; erken embriyonik 6liim, abort, 6lii
dogum ve premature dogumlara neden olur. Bu nedenle, hayvancilik alaninda venereal
kontaminasyonlarin 6niine gegcmek icin dondrler belirli araliklarla kan, kan serumu,
prepusyal yikantt ve sperma gibi Ornekleri alinarak saglik taramasindan
gecirilmektedir (ileri ve ark., 1998). Dondr hayvanlarin ejakiilatlarmin fiziksel ve
mikrobiyolojik muayenesi, hayvanin daha once gecirmis veya gecirmekte oldugu
enfeksiydz, metabolik ve travmatik hastaliklar ile gelecekteki verimlilik durumu

hakkinda genel bir 6n bilgi vermektedir (lleri ve ark., 1998).

Genital kanal enfeksiyonlari, erkek infertilitesinde sadece sperm hiicresi
fonksiyonuna degil, tiim spermatogenezise etki eden en énemli nedendir (Henkel &
Schill, 2009). Spermatogenezisin bozulmasi, seminal kanal daralmalar1 ve
spermatazoon fonksiyonlarmin hasara ugramasi sonucu mikrobiyal ajanlara karsi
hiicresel reaksiyonlar veya seminal plazmada akyuvarlarin aktivasyonuna da neden
olur (Keck, 1998). Bircok arastirma, genital kanal enfeksiyonlarin erkek fertilitesini
etkiledigini ortaya koymustur (Haidl, 1990). Genital kanaldaki mikroorganizmalarin
neden oldugu invazyonlar oksidatif strese ve pro-inflamatuvar sitokinlerin olusmasina
neden olmaktadir (Naz & Evans, 1998; Sanocka, Fraczek, Jedrzejczak, Szumata-
Kakol, & Kurpisz, 2004; Simon & Polan, 1994). Yiiksek seviyede ROS sperm

fonksiyonlarini olumsuz etkileyerek infertiliteye yol acar (Gil-Guzman ve ark., 2001;
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Reda, Almaw, Abreha, Tadeg, & Tadesse, 2020). Mikroorganizmalarin neden oldugu
yangisal degisimler motil spermatozoonun agliitinasyonuna (Monga & Roberts, 1994),
akrozom ve sperm hiicre morfolojisinde geriye doniislimsiiz degisimlere neden

olmaktadir (K6hn ve ark., 2009).

Ejekiilattaki bakteri prevalansi sperm hareketliligini, yasayabilirligini ve
morfolojisini etkiler (Reda ve ark., 2020). Taze boga ejakiilatinda 4-5 logs CFU/mL
diizeyinde mikroorganizma bulunabilir (Thibier & Guerin, 2000). Corynebacterium,
Staphylococcus, Micrococcus, Bacillus, Escherichia, Proteus, Pseudomonas,
Klebsiella, Streptococcus, Citrobacter, Enterobacter ve Stenotrophomonas tiirleri
boga spermasinda en sik goriilen kirleticilerdir (Reda ve ark., 2020). Cogu ortam

kirleticileri olan bu mikroorganizmalar erkek genital kanalindan da kaynaklanabilir.

2.2.1.5. Spermanmn Potansiyel Fertilitesinin Belirlenmesinde Kullanilan

Bazi Fonksiyon Testleri

Damizlik amaciyla kullanilan bir boga kisa bir donem i¢inde dogal agim veya
suni tohumlama yolu ile ¢ok sayida disiyi tohumlar. Bu nedenden dolayi, sahada
boganin fertilite yetenegi ineklerin fertilite yeteneginden ¢ok daha fazla Oneme
sahiptir. Spermatozoitlerin zamana bagli olusan yikimlarin yaninda, disi immiin
sistemine direng gostererek kendini korumasi, ayni ejakiilatta bulunan diger
spermatozoonlar ve baska ejakiilat veya bireylere ait spermatozoonlarla da yarigmasi
ve fertilizasyon bolgesine dnce ulagarak oositi fertilize etmesi gerekir (William, &
Fazeli, 2016; Moore & Hasler, 2017; Staub & Johnson, 2018). Aktif bir hiicre
cekirdegi ve organelleri bulunan spermatozoon, biyosentez, kendini onarma, biiyiime,
boliinme ve yenilenme yetenegi olmaksizin, fertilizasyon asamasina kadar uzun siire
fizyolojik aktivitesini korumak zorundadir (Garcia-Vazquez ve ark., 2016; William, &

Fazeli, 2016).

Rutin sperma analizleri, fertilite hakkinda dnemli bilgiler vermesine ragmen,
bazen fertilite ile ¢elisebilmektedir, bu problem floresan boyalar, spermatozoon-oosit
baglanma testi ve hipoozmotik sisme testi gibi fonksiyon testlerinin uygulanmasiyla

biiylik olgiide coziilebilmektedir (Nur ve ark., 2012; Rodriguez-Martinez, 2014).
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Fertilite yetenegi tek bir teste dayandirilarak tahmin edilemediginden, hiicrenin
yapisal, biyokimyasal ve metabolik ayrintilarin1 ya da membran islevselligi a¢isindan
cevre ile etkilesim yetenegini ortaya koymak i¢in birtakim testler ile desteklenmesi
gerekir. Yogunluk, morfoloji ve motilite gibi standart sperma degerlendirmede
kullanilan klasik spermatolojik testler, spermatozoonun goriiniimii ve viabilitesindeki
temel degisimleri basit bir sekilde ortaya koymaktadir (Garcia-Vazquez ve ark., 2016;
Vincent ve ark., 2014). Ancak, spermatozoonun fizyolojik biitiinliigliniin bir géstergesi
olan hiicrenin hareket sekli, spermanin disi kanalda ilerleme giicii, oosite baglanma ve
hiicrenin donma yetenegi gibi testler mutlaka dikkate alinmalidir (Gagnon & de

Lamirande, 2006; Murphy ve ark., 2018).

Spermadan ileri gelen fertilite diisiikliikleri de kendi i¢inde, (i) tohumlama
dozundaki spermatozoon sayisinin artirilmasi ile karsilanabilen nedenler ve (ii)
karsilanamayan nedenler olmak iizere iki ana baslik altinda incelenebilir. Tohumlama
dozundaki spermatozoon sayisinin artirtlmast ile karsilanabilen nedenler
spermatozoitin disi genital kanalda ilerleme yetenegi ve yasama siiresi ile ilgilidir.
Toplam motil spermatozoit sayisi, viabilite yetenegi ve morfolojik biitlinliglin
devamlilig1 ile iligkili olan faktorlerdir. Spermatozoon sayisinin artirilmasi ile
karsilanamayan enzimatik, morfolojik ve DNA bozukluklar1 gibi nedenler ise,
fertilizasyon ve daha ¢ok erken embriyonik oliimlerle ilgilidir (Saacke, 2008; Nur,
2019).

Spermanin fertilite giiciinii tahmin etmek amaciyla ¢ok sayida teknik
gelistirilmistir. Bu testlerin ¢ogu motilite, membran biitiinliigii, metabolik aktivite,
hiicre i¢i maddelerin salinimi ve servikal mukus veya ovuma baglanma gibi hiicrenin
motor sistemi, metabolizmas1 ve membran biitlinligii ile ilgilidir (Ax ve ark., 2016;

Bedasa ve ark., 2017).

23



2.3. Sperma Kirleticileri ve Biyogiivenlik

2.3.1. Sperma  Kirleticilerinin  Ortamdan  Uzaklastirllarak  Fertil

Spermatozoonlarin Ayristirllmasi

Genital kanal enfeksiyonlari, erkek infertilitesinde sadece sperm hiicresi
fonksiyonuna degil, tiim spermatogenezise etki eden en énemli nedendir (Henkel &
Schill, 2009). Spermatogenezisin bozulmasi, seminal kanal daralmalarina neden
olmasi1 ve spermatazoon fonksiyonlarinin hasara ugramasi sonucu mikrobiyal ajanlara
kars1 hiicresel reaksiyonlarin gelismesine veya seminal plazmada akyuvarlarin
aktivasyonuna neden olur (Keck, 1998). Bircok arastirma, erkek fertilitesinde genital
kanal enfeksiyonlarmin etkisinin oldugunu ortaya koymustur (Haidl, 1990).
Mikroorganizmalarin neden oldugu yangisal degisimler motil spermatozoonlarin
agliitinasyonuna (Monga & Roberts, 1994), akrozom reaksiyonunun gerilemesine
(Kohn ve ark., 2009) ve sperm hiicre morfolojisinde geriye doniisiimsiiz degisimlere
neden olmaktadir. Genital kanaldaki mikroorganizmalarin neden oldugu invazyonlar
oksidatif strese ve proinflamatuvar sitokinlerin olusmasina neden olmaktadir (Naz &
Evans, 1998; Sanocka ve ark., 2004; Simon & Polan, 1994). Bu nedenle, sperma
alinirken veya dondurma islemleri sirasinda hijyenik tedbirler almmali ve
kontaminasyon kaynaklarina dikkat edilmelidir. Yardimci iireme teknikleri
kullanilirken spermadan ileri gelebilecek kontaminantlar1 elimine etmek ve kaliteli
sperma kullanilmasimi saglamak igin percoll gradient, swim up, swim down ve
glasswool gibi ¢cok sayida yikama veya saglikli sperm hiicrelerini ayrigtirma metotlari
gelistirilmistir (Marti, Perez-Pe, Muino-Blanco, & Cebrian-Perez, 2006). Yardimci
iireme tekniklerinde saglikli sperm hiicresi kullanimi basar1 oranini 6nemli oranda
artirmaktadir. Bu metotlarin  etkinlikleri ile 1ilgili ¢ok sayida ¢alisma
gerceklestirilmistir (Batista ve ark., 2011; Bisla, 2020; Marti ve ark., 2006; Yamanaka
ve ark., 2016).

24



Percoll Gradient

Sperma seperasyon yoOntemlerinden biri olan Percoll, temel olarak dansite
farklilig1 esasina dayanir (Bolton & Braude, 1984). Normal morfolojiye sahip saglikli
bir spermatozoon, ejakiilat icerisinde dansitesi en yiiksek olan yapidir. Bu nedenle,
hazirlanmis konik tiiplin en alt kisminda, gradienti en yliksek olan sperm hiicreleri
toplanir. Percoll PVP ile kaplanmig 15-30 nm ¢apinda kolloidal silika partikiillerini
iceren bir sollisyondur. Bu soliisyondan yogunlugu 1,0-1,3 gr/mL arasinda olacak
sekilde gradientler (katmanlar) olusturulabilir, percoll yogunluk-gradient (katman)
yontemiyle sperma i¢indeki yabanci partikiillerden (bakteri ve hiicre parcalari) ve 6lii
spermatozoonlardan arindirilir.  Ancak, percolliin bazi endotoksik etkilerinin
bulunmasi nedeniyle beseri tipta klinik kullanim alaninin kaldirildigr bildirilmistir

(Chen & Bongso, 1999).

Swim-Up

Bu yontemde esas amag, hareketli sperm hiicrelerinin hareketsiz olanlardan
ayrilmasini saglamaktir. Swim-up prosediiriinde genellikle ¢oziindiiriilmiis payet
iceriginin lizeri uygun miktarda bu yontem i¢in hazirlanmis vasat ile kaplanir. Motil
durumdaki sperm hiicreleri hareket ederek vasat igerisine gecerler. Bu yolla motilitesi
cok 1iyi olan sperm hiicrelerinin elde edilmesi miimkiin olmakla birlikte, elde edilen
sperm hiicre miktarinin az olacagi gercegi ozellikle pahali spermanin kullanildig:
durumlarda g6z ardi edilmemelidir (Gordon, 2003). Dondurulmus spermanin
motilitesi genel olarak degiskenlik gosterir. Swim-up prosediirii dondurulmus boga
spermasinda, ¢6ziindlirme sonrasi goriilen motilite farkliliklarini ortadan kaldirarak

yiiksek motiliteye sahip sperma eldesini saglar.

2.4. Spermanin Saklanmasi

Diger hayvancilik alanlarinda oldugu gibi sigircilik alaninda da genetik
materyalin korunmasi ve verim Ozelligi yiiksek olan bireylerden daha fazla
yararlanabilmek i¢in, spermanin dondurulmasi, spermanin liyofilizasyonu, embriyo

transferi, in vitro fertilizasyon, in vitro maturasyon, klonlama ve intrasitoplazmik
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sperm enjeksiyonu gibi diger yardimci iireme tekniklerinden de faydalanilmaktadir
(Ileri ve ark., 1998; Nur, 2019). Spermanin dondurulmas1 yabani ve evcil hayvanlarda
oldugu kadar insanlarda da yardimci iireme tekniklerinin yayginlagmasini ve
uygulanabilirligini artirmistir. Cogu memelide spermanin sivi nitrojen (-196°C) ile
dondurularak saklanmasindan basarili sonuglar elde edilmektedir. Donmus sperma ile
yapilan suni tohumlama uygulamalarindan elde edilen basar1 oranlar1 her gegen yil
artmig ve giinimiizde taze sperma ile yapilan tohumlama sonuclar1 ile
karsilastirilabilecek seviyeye ulasmistir (Vishwanath & Shannon, 2000; Watson,
2000).

Glinlimiizde gamet hiicrelerinin saklanmasinda, 5°C’de sivi saklama,
dondurma ve liyofilizasyon olmak {izere baslica {i¢ yontem kullanilmaktadir (Ax ve
ark., 2016). 11k iki yontemde (5°C’de s1v1 saklama ve dondurma) spermanin yasamsal
fonksiyonlarini saklama sicakligi, sogutma/¢oziindiirme hizi, sulandiricinin kimyasal
bilesenleri ve kullanilan kriyoprotektan maddeler etkiler (Ax ve ark., 2016; Ileri ve
ark., 1998; Nur, 2019). Siv1 saklama yontemi olarak da adlandirilan 5°C’de sivi
saklama yOnteminde, spermay1 sulandirdiktan sonra, 5°C’deki diisiik 1sida saklama
esasina dayanir. S1vi saklama yonteminde, sperma yasamsal aktivitesini ancak 2-3 giin
koruyabilmektedir (Hafez, & Hafez, 2020; Ileri ve ark., 1998; Nur, 2019). Dondurma
yonteminde ise, sperma daha diisiik 1silarda saklanir. Dondurma yontemi, spermayi1
soguk sokunun etkilerinden koruyan kriyoprotektan maddeler iceren sulandiricilarla
sulandirilan spermanin, ampul (etil alkol banyosunda), pellet (-79°C kuru buzda) veya
payet (-110°C siv1 azot buharinda) yontemiyle dondurularak -196°C’de saklanmasi
temeline dayanmaktadir (Hafez, & Hafez, 2020; ileri ve ark., 1998; Nur, 2019).
Dondurma yonteminde uygun saklama kosullar1 saglanmas1 halinde sperma potansiyel

fertilitesini yillarca korur (Hafez, & Hafez, 2020; Ileri ve ark., 1998; Nur, 2019).

Yaygin bir sekilde kullanilan dondurma yonteminde sperma, sogutma ve
dondurma prosediirii ne kadar optimize edilirse edilsin, baglangi¢c motilitesinin %20-
%70’ini kaybeder (Watson, 2000). Dondurma-¢oziindiirme islemleri diger memeliler
gibi boga spermasinin morfolojisini, biyokimyasini ve islevini olumsuz yonde etkiler
(Hafez, & Hafez, 2020; ileri ve ark., 1998; Nur, 2019). Bu olumsuz degisiklikler

motilitenin diismesine, spermanin digi genital kanalda migrasyon yeteneginin
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azalmasina ve suni tohumlama sonrasi fertilite oraninin diismesine neden olmaktadir

(Salamon & Maxwell, 1995).

Spermanin sivi igeriginin soguk ortam ve basing altinda uzaklastirilmasi ile
karakterize liyofilizasyon isleminde ise, spermatozoonun genetik materyali
etkilenmeksizin motilite yetenegini ve morfolojik biitiinliiglinii kaybeder. Diger bir
deyisle liyofilize edilmis spermanin in-vivo ve in-vitro kosullarda oositi fertilize etme
yetenegi bulunmamaktadir. Bunun i¢in spermanin 6zel ekipmanlarla intrasitoplazmik

enjeksiyonunun yapilmasi gerekmektedir (Hafez, & Hafez, 2020).

2.4.1. Sperma Sulandiricilar ve Kriyoprotektif Maddelerin Etkileri

Sogutma ve donma agamalarinda soguk ortamdan kaynaklanan zararl etkilere
kars1 hiicreyi koruma, metabolik artiklar1 elimine etme, enerji gereksinimini karsilama
gibi amagclarla sperma sulandirilmak zorundadir (Hafez, & Hafez, 2020; Tleri ve ark.,
1998). Kaliteli bir sperma sulandiricis1 spermatozoitler i¢in gerekli olan enerji
gereksinimini karsilamali, uygun bir ozmotik basing ve elektrolit denge saglamali,
bakteriyel liremeyi kontrol etmeli, spermay1 soguk sokuna karsi korumali ve ortamin

pH degerini dengeleyebilmelidir (Nur, 2019).

Sperma sulandiricilar ve icerdikleri maddeler, spermanin ¢oziindlirme sonrasi
fertilite yetenegini korumas: iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir (Holt, 2000; Ileri ve
ark., 1998; Nur, 2019; Vishwanath & Shannon, 2000). Coziindiirme isleminden sonra
sperm kalitesini artirmak i¢in sperm sulandiricilarinda ¢esitli  maddeler
kullanilmaktadir. Enerji kaynagi olarak fruktoz ve glukoz, ozmotik basing ve hidrojen
iyon konsantrasyonunu ayarlamak i¢in pH tamponlayict maddeler (sitrat, tris, fosfat
ve sitrik asit gibi), membran koruyucu olarak hiicre zarin1 gegebilme 6zelligine sahip
internal kriyopektanlar (gliserol, etilen glikol, dimetilsiilfoksit (DMSO) ve amid tiirevi
kriyopektanlar) kullanilmaktadir (Aisen ve ark., 2000; Storey, Noiles, & Thompson,
1998; Woelders, Matthijs, & Engel, 1997). Bunlara ek olarak membranlarin sivi ve
katyonlara karst gecirgenliginde artis yaparak, ozmotik strese karst hiicre
membranlarinin esnek hale getirilmesinde rol oynayan polietilen glikol, dekstran, BSA

gibi makromolekiiller ve glukoz, siikroz, trehaloz ve rafinoz gibi sakkaritler, yumurta
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saris1, siit, lipitler gibi membran stabilizatorleri ve antifriz proteinler eksternal
kriyopektanlar olarak sulandiricilara eklenmektedir (Aisen ve ark., 2000; Fiser,

Ainsworth, & Fairfull, 1987; Salamon & Maxwell, 1995).

Spermalarin  dondurulmasinda donma isleminden kaynaklanan olumsuz
etkilere kars1 suyun fizikokimyasal yapisin1 degistirerek korumak ve olusacak hasari
en aza indirebilmek amaciyla hiicrelerin bulundugu ortama kriyoprotektan adi verilen
baz1 koruyucu maddeler ilave edilmektedir. Sulandiricilarda kullanilan kriyoprotektan
maddelerin etkisi, sogutma hizina ve tiire bagh olarak degismektedir (Fiser ve ark.,
1987). Gliseroliin kriyoprotektif etkisi Polge, Smith, & Parkes, (1949) tarafindan
kesfedildikten sonra, uygun sulandirici gelistirme ¢alismalart hiz kazanmistir.
Gliserol, hiicre igine girebilen ve ¢ogu memeli spermasini dondurmak amaciyla
siklikla kullanilan bir kriyoprotektandir (Hafez, & Hafez, 2020). Gliserol hiicre
icindeki suyu, hiicre dist ortamin yogunlugunu arttirarak, disariya ¢ikarir, aym
zamanda ortamdaki suyu baglayarak spermatozoonu sogugun zararli etkilerinden
koruyan gliserol, sperm motilitesini, fertilite yetenegini ve DNA biitiinliigiinii diisiiriir
(Nur, Zik, Ustuner, Sagirkaya, & Ozguden, 2010). Fiser ve ark., (1987) gliserollii
sulandirict ile sulandirma yonteminin ¢dzlindiirme sonrast motilite ve akrozomal
biitiinliigli etkiledigini bildirmistir. Ayni1 zamanda, gliseroliin sperm akrozom
biitiinliiglinii  etkiledigi ve akrozom reaksiyonunu baslattigi da bildirilmistir

(Abdelhakeam, Graham, Vazquez, & Chaloner, 1991).

Gliseroliin sperma {lizerine olan sitotoksik etkisinden dolayi, ¢oziindiirme
sonrast bagariyr artirmak amaciyla dondurma esnasinda olusan buz kristallerini
hacmen kiiciiltmek ve spermaya kars1 zararli etkisini minimize etmek amaci ile hiicre
icine girebilen ve hiicre zarin1 gegemeyen ¢ok sayida farkli etkiye sahip kriyoprotektan
madde kullanilmistir (Fiser ve ark., 1987, Nur ve ark., 2010; Nur ve ark., 2011;
Salamon & Maxwell, 1995). Ayrica, kriyoprotektan madde miktarini diigtirerek, hatta
kullanmaksizin buz kristallerinin olusumunu kontrol etmek i¢in multi termal gradient
teknigi (Directional Freezing) ile gamet hiicrelerinin dondurulmasina ydnelik

caligmalar da yiiriitiilmektedir (Arav & Natan, 2012).
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Gliserol ve polyoller hiicre zarindaki lipitlerin yapisinda bulunan polar
kisimlarla hidrojen bag1 olusturarak 6zellikle diisiik 1s1larda ve hizli sogutma esnasinda
sekillenen mekanik basinci azaltarak hiicreyi yapisal deformasyonlara karsi suyun
zararl etkilerinden korurlar. Yapilan ¢aligmalarda, 0,2 M siikroz veya trehalozun sigir
spermatozoitlerinin dondurma ¢oziindiirme sonrast yagam siiresini énemli oranda
arttirdig1 saptanmistir (Woelders ve ark., 1997). Sigir spermasini gliserol icermeyen
sulandirici ile donduran De Leeuw, De Leeuw, Den Daas, Colenbrander, & Verkleij,
(1993), ¢ozilindiirme sonrast morfolojik biitiinliigiin korundugunu, %6 gliserol yerine
%06 1,2 propanediol’iin motilite oranini azalttigini ve 62,5 mM siikrozun ise bir miktar
artirdigin1 saptamislardir. Anilan yazarlar, ayrica yumurta sarisinin motilite oranin

artirdigin1 bildirmistir.

2.4.2. Spermanin Dondurulmasi ve Coziindiiriilmesi

Dondurma ve ¢0ziindliirme spermanin morfolojisini, biyokimyasini ve
fonksiyonunu olumsuz yonde etkiler. Bu olumsuz degisiklikler motilitenin diigsmesine,
spermanin disi genital kanalda migrasyon yeteneginin azalmasina ve suni tohumlama
sonrast  fertilite  oranminin  azalmasina neden olur (Watson, 2000).
Dondurma/¢éziindiirme hiicre organellerindeki ¢ozeltilerin yogunlugunun artmasina,
hiicresel su kayiplarina, buz kristallerinin olusumuna ve bu kristallerin ¢6ziilmesine
bagl olarak hiicre organellerinde ¢esitli hasarlara yol acar (Gilmore, 2000; Larson,
2000; Ritar, Ball, & O’May, 1990). Sperm hiicreleri i¢indeki suyun kristallesmesini
onlemek amaciyla Ampul, Pellet ve Payet yontemi gibi dondurma yontemleri

kullanilmaktadir (Noakes, Timothy, & England, 2001).

Seri tiretime uygunlugu, saklama kolaylig1, yiiksek gebelik oranlar1 gibi bir¢ok
avantaja sahip olmasindan dolayi, payet metodu ile dondurma teknigi tiim diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Fakat yiliksek ylizey ve hacim oranindan dolay1
payetler sicaklik degisimlerine kars1 ¢ok hassastirlar. Bu nedenle, donmug spermanin
fertilizasyon yetenegi ¢oziindiirme protokolii ve siiresinden fazlasiyla etkilenir (Nur,
& Soylu, 2003; Senger, 1980). Cozilindiirme prosediirii spermatozoonun canliligin
siirdiirmesi agisindan dondurma prosediirii kadar onemlidir (ileri et al., 1998).

Sicakliktaki degisim, dondurma ve ¢oziindiirme sirasinda yapisal, biyokimyasal ve
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fonksiyonel hasarlara neden olmakta ve motil spermatozoon oranini kag¢inilmaz
sekilde azaltmaktadir (Senger, 1980). Bu nedenle, dondurulmus spermanin en ideal
coziindiirme teknikleriyle ilgili cok sayida arastirma gerceklestirilmistir (Giiney &
Ileri, 1991).

2.4.3. Coziindiirme Sicakliginin Sperma Uzerine Etkileri

Spermatozoonlarin yasama yetenekleri ve morfolojik biitiinliiklerinin
korunmasinda ¢dziindiirme isleminin ayr1 bir yeri ve 6nemi vardir (Hafez, & Hafez,
2020; Ileri ve ark., 1998). Bunun nedeni spermanin fizikokimyasal yapisinin hem
donma hem de ¢oziindiirme islemleri sirasinda sekillenen buz kristalleri nedeniyle

zarar gormesidir (fleri ve ark., 1998; Woelders ve ark., 1997).

Glintimiizde degisik sulandirici ve dondurma yontemleri uygulanarak (Payet,
pellet) sperma dondurulmaktadir. Pratikte kullanilabilirligi en uygun olan payet
yontemi yayginlagmistir. Payetlerin hacim/yiizey alani1 oranm1 oldukga yiiksektir. Bu
nedenle 1s1 degisikligine karsi oldukca duyarlidirlar (Senger, 1980). Coziindiirme
sicakliginin yiikseltilmesi ile ¢oziindiirme hizinin arttigi ve dolayisiyla canli hiicre
sayisinin olumlu ydnde etkilendigi saptanmustir (Giiney & Ileri, 1991; Senger, 1980).
Saha kosullarinda spermanin 35°C’de ¢oziindiiriilmesi, spermanin canliligini daha
uzun siire korumaktadir. Yiiksek 1silarda ¢oziindiirme teknigi canlilik oranini artirirsa
da kritik siirenin agilmast halinde kitlesel spermatozoon oliimlerine yol ac¢tigindan
daha risklidir (Giiney & ileri, 1991; Ileri & Ak., 1993; Senger, 1980). Sperma viicut
sicakligindakindaki su, hava, cep ve disi genital kanal vb. degisik ortamlarda
coziindiiriilerek farkli caligmalar gerceklestirilmistir (Akmal, Anwar, Mehmood,
Andrabi, & Lal, 2015; Barth & Bowman, 1988; Correa, Rodriguez, Patterson, &
Zavos, 1996). Bu calismalar icinde en kullanigh ve en yliksek gebelik oraninin viicut
sicakligindakindaki suda elde edildigi bildirilmistir (Correa ve ark., 1996; Hafez, &
Hafez, 2020).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Materyali

Calismada Lalahan Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitiisli tarafindan payet
yontemine gére dondurulmus Brown Swiss (Isvigre Esmeri) irkina ait spermalar
kullanilmistir. Bireysel ve ejakiilatlar arasi farkliligin olugsmamasi i¢in ¢aligmada tek
bir boganin ¢oklu ejakiilatlarindan elde edilen payetler; Percoll, Swim-up ve Kontrol
grubu olmak {izere toplam {i¢ grup olmak iizere, herbir grup 37°C’de 30 saniye (sn.),
50°C’de 15 sn. ve 70°C’de 5 sn. ¢oziindiirme sicaklik ve siirelerinde ¢oziindiirme

sonrasi degerlendirmeler yapilmistir. Calisma gruplar1 Tablo 2°de sunulmustur.

Bu calisma Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni

Tohumlama Anabilim Dali Androloji Laboratuvari’nda ger¢eklestirilmistir.

Tablo 2. Calisma Gruplar

CALISMA GRUPLARI
Percoll Swim-up Kontrol
37°C/30 sn. 37°C/30 sn. 37°C/30 sn.
50°C/15 sn. 50°C/15 sn. 50°C/15 sn.
70°C/5 sn. 70°C/5 sn. 70°C/5 sn.

3.2. Spermanin Coziindiiriilmesi
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Konteyner sivi azot seviyesi c¢alisma boyunca korunmustur. Payetler
kanisterden maksimum 10 sn. i¢inde alinarak hizlica ¢6zlindiirme kabina aktarilmistir.
Sperma 37°C/30 sn, 50°C/15 sn ve 70°C/5 sn olmak tizere ii¢ farkli 1sidaki su banyosu
icerisinde ¢Oziindiiriilmistir (Nur, & Soylu, 2003). Percoll, Swim-up ve Kontrol
gruplarinda her bir ¢ozlindiirme sicakligi i¢in 15 payet olmak {izere toplam 135 payet
caligmada kullanilmistir.

3.3. Spermatolojik Ozelliklerin Incelenmesi

Donmus spermalarin spermatolojik 6zellikleri, ¢6ziindlirmeyi takiben Percoll
ve Swim-up yontemi sonrasi ve kontrol grubu olarakta herhangi bir ayristirma islemi
kullanilmayan grup olmak iizere ii¢ grup ili¢ farkli ¢ozlindiirme sicakligr ve siiresi
acisindan incelenmistir. Bu amagla; caligmada incelenen spermatolojik 6zellikler
olarak sperm motilitesi, akrozom ile plazma membran biitlinligii ve canli spermatozoa

orani belirlenmistir.

3.3.1. Motilite

Sperma ¢ozlindiirme islemini takiben, Percoll ve Swim-up yontemi sonrasi ve
kontrol grubu i¢in herhangi bir islem uygulamadan 1sitilmis lam {izerine bir damla
sperma Ornegi damlatilip, tizeri lamel ile kapatilmistir. Motilite kontrol yonteminin
subjektif olmasi ve muayene eden kisiler arasinda farklilik olusmamasi amaciyla 400%
biiylitmede 1s1tma tablali faz kontrast mikroskopta motilite degerlendirmesi tek bir kisi
tarafindan yapilmistir. Motilite degerlendirilmesi ileriye dogru hareket eden
spermatozoitler goz Oniinde bulundurularak gergeklestirilmistir. Ayni preperatta 3

degisik saha incelenerek yiizde ortalamalar1 kaydedilmistir.

3.3.2. Akrozom Biitiinliigii (FITC-Pisum sativum agglutinin: FITC-PSA)

Akrozomal yapinin belirlenmesi i¢in Kawakami, Vandevoort, Mahi-Brown, &
Overstreet, (1993) tarafindan gergeklestirilen ¢calismada kullanilan FITC-PSA yontemi
kullanilmistir. Kisaca, spermadan frotiler hazirlanarak havada kurutulmustur. Daha
sonra, kurutulan frotiler, 4°C sicaklikta aseton ile 10 dakika tespit edilip, karanlikta 30

dakika FITC-PSA (50 pg/ml fosfat buffer soliisyonu iceren) ile boyanmistir. Boyama
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isleminden sonra, frotiler fosfat buffer soliisyonu ile yikanip gliserol ile kaplanarak
floresan mikroskop altinda incelenmistir. Akrozomun tamami yesil goriinen
spermatozoitler saglam olarak degerlendirilmistir. Her bir preparattan en az 100
spermatozoit incelenerek saglam akrozoma sahip spermatozoit orani yiizde (%)

belirlenmistir.

3.3.3. Plazma Membran Biitiinliigii (Hypoosmotic Swelling Test=HOST)

HOST i¢in ilk 6nce 100 mOsm’lik sodyum sitrat-fruktoz hipotonik soliisyonu
1,351 g D (-) Fructose reinst (C¢H120¢) + 0,735g Tri-Natriumcitrat-dihydrat reinst +
155 ml distile su ile hazirlanmistir (Correa ve ark., 1996). Hazirlanan soliisyonun
ozmolaritesi ozmometre cihazi ile dlgiilerek 100 mOsm olacak sekilde ayarlanmis ve
kapali bir kapta kullanim zamania kadar buzdolab1 kosullarinda saklanmistir. Bu
soliisyon en fazla {i¢ giin siireyle kullanilmistir. HOST muayenesi yapilmadan 6nce,
bu soliisyondan 1 ml alinarak 37°C’ye ayarlanmis su banyosuna yerlestirilen cam
tiiplere aktarilarak tiiplerdeki soliisyonlarin 1sinmasi beklenmistir. Mikropipet yardimi
ile ¢oziindiiriilmiis spermadan 20 pl alinip iginde 1 ml HOST medyumu bulunan
tilplere aktarilmistir. Tiipler 37°C’ye ayarlt su banyosunda 1 saat inkiibe edildikten
sonra, HOST incelemeleri yapilmistir. Inkiibasyon sonrasi lam iizerine bir damla &rnek
aktarilarak iizeri lamel ile kapatilmistir. Hazirlanan preparat faz kontrast mikroskopta
1000 biiyiitmede incelenmistir (Correa, Heersche, & Zavos, 1997; ileri ve ark., 1998).
Incelemede kuyruk kismi sismis olan hiicreler degerlendirilmistir (Sekil 2).
Spermatozoon kuyrugunun fibril kismin1 kaplayan hiicre zar1, bas kismina gore daha
gevsektir. Bu nedenden dolay1 kuyruk kismi diger bolgelere gore daha bariz sekilde
siser. Kivrilma plazma membraninin sismesinden ileri gelir. Diisiik ozmotik basinca
sahip ortamlarda, kimyasal ve fiziksel yonden saglam spermatozoonun kuyruk
kisminda sismeler olusurken, saglam olmayan hiicrelerde bu reaksiyonlar goriilmez
(Van Der Ven ve ark., 1986). Her preparattan toplam 200 hiicre sayilarak yiizde
degerleri kaydedilmistir (Ileri ve ark., 1998)
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Sekil 2. Plazma Membran Biitlinliigli Saglam spermatozoalarin kuyruk kismlarinda
diisiik ozmotik basinca bagimli olarak sismeler gozlemlenirken saglam olmayan
hiicrelerde bu durum gézlemlenmemektedir.

3.3.4. Canh Spermatozoon Oraninin Belirlenmesi

Sperm canliligi, SYBR-14 ve propidium iodide (PI: Canli/Olii Sperm Viabilite
Kiti [L-7011], Invitrogen—Molecular Probes) floresan boyalar1 kullanilarak
belirlenmistir. Uretici firmanim kullanim talimatina gére protokol érnekleri 1 ml’den

daha az PI olacak sekilde hazirlanmis ve modifiye edilmistir.

Floresan boya soliisyonu; 980 ul DMSO i¢ine 20 pul SYBR-14 ile sulandirilmas,
ticari olarak temin edilen PI ise 1,6 mg/ml olacak sekilde kullanilmigtir. Hazirlanan
floresan boya soliisyonlart -20°C’de muhafaza edilmistir. Boyama islemine
baslamadan 6nce, 10 pl ¢6ziindiiriilmiis sperma 290 pl fizyolojik tuzlu su ile konik bir
santrifiij tiipline alinmis ve lizerine 8 ml SYBR-14 soliisyonu konularak 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemini takiben 2 pl PI santrifiij tiipii
icerisine konularak 5 dakika karanlik bir yerde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1,
karisimdan bir damla alinarak siirme froti hazirlanmig, hemen sonrasinda g¢oklu
floresan filtreli mikroskop (Olympus BXS51, U-DM-DA/FI/TX2, 460-490 nm
excitation ve 530 nm barrier, Japonya) altinda incelenmistir. Sperma canliligi, froti
tizerindeki sahada 100 sperm hiicresi sayilarak degerlendirilmistir. Kirmizi1 floresan
renk veren hiicreler Olii, yesil floresan renk veren spermatozoonlar ise canli olarak

degerlendirilmistir (Sekil 3 ve 4).

34



Sekil 3. Propidyum iodid boyama ve Sybr 14.

Sekil 4. Propidyum iodid boyama ve Sybr 14.

3.4. Spermatozoon Seperasyon Yontemleri

Calismamizda IVF ¢alismalarinda siklikla kullanilan Percoll ve Swim-up

yontemleri kullanilmigtir.
3.4.1. Percoll

Percoll katmanlar1 Parrish, Krogenaes, & Susko-Parrish, (1995)’in bildirdigi
sekilde gerceklestirilmistir. %90’lik Percoll soliisyonu HEPES-TALP (yikama)

medyumu ile ayni oranda (1:1) karistirilarak %45°lik Percoll soliisyonu elde edilmistir.

Bu amagcla, konik bir santrifiij tiipline katman olusturacak bicimde, %90’lik
Percoll tabana ve bunun iizerine de birbirlerine karistirmadan %45°lik Percoll esit
miktarlarda (15 ml’lik santrifiiij tiipii i¢in 1’er ml) konmustur. En {ist kisma da yine
katman olusturacak bicimde ¢oziindiiriilmiis sperma dikkatlice ilave edilmis ve

dakikada 700 g’de 10-15 dakika siireyle santrifiij edilmistir. Olii sperm hiicreleri iki
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Percoll katmani arasinda ve canlilarda tabanda sekillenen pelet igerisinde toplanmistir
(Sekil 5). Daha sonra santrifiij tliplinde sadece pelet birakilacak sekilde diger kisimlar
pipet yardimiyla uzaklagtirtlmistir (Parrish, Krogenaes, & Susko-Parrish, 1995;
Samardzijaa ve ark., 2006).

L1

P
Sulandirici

[ % 45 Percoll

[—

% 45 Percoll 1¢indeki 6li sperm

% 90 Percoll

W

% 90 Percoll i¢indek: canli sperm

Sekil 5. Santrifiij islemini Sonras1 Katmanlarin Goriiniimii

3.4.2. Swim-Up

Bir ya da iki payet 37°C’deki su banyosunda ¢oziindiiriilmiistiir. Daha sonra,
10 mI’lik konik deney tiiptine Sperm TL soliisyonu konulup, payet deney tiipiiniin dip
kismina kadar dikkatlice indirilerek, spermanin tiipiin dip kismina birakilmasi
saglanmistir. Konik deney tiipii 39°C’de su banyosunda yaklagik 45°’lik bir egimle 1
saat inkiibe edilmistir (Sekil 6). Inkiibasyon isleminden sonra, siipernatant kisim
dikkatlice baska bir deney tiipiine aktarilmis ve 120 g’de 10 dakika santrifiij edildikten
sonra, pelet kism1 mikropipet yardimiyla kullanilmak {izere bagka bir tiipe alinmigtir

(Centola, Herko, Andolina, & Weisensel, 1998).
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Motil spermatozoitler

Motil olmayan spermatozoitler
ve doku artiklar

Sekil 6. Inkiibasyon Sonrasi Katmanlarin Olusumu. Pelet kisimda motil olmayan
spermatozoitler ve doku artiklart bulunurken, siipernatant kisimda motil
spermatozoitler bulunmaktadir.

3.5. Thoma Lami ve Sperm Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Toplam bdlme alani lamel ile kaplandiginda 1 mm x 1 mm alaninda ve 0,1mm
derinliginde olan Thoma laminin toplam bdlme hacmi ise 0,1 mm? (0,1 ml)’dir. Bir
bolme 25 esit kareye boliinmiistiir (0,004 ml) (Sekil 7). Sayilan kii¢iik karelerin sayis1
konsantrasyona bagli olacak sekilde; numunenin konsantre oldugu durumlarda sadece
5 karenin sayilmasi (yaklasik 110-200 sperm), konsantre olmadigi durumlarda ise, 25
karenin tiimiiniin say1lmas1 daha dogru olacaktir.

Sperm konsantrasyonu asagida belirtilen formiil ile hesaplanmistir;

SS X SO X 50 = sperm/mL

(SS= 5 kare igerisindeki sayilan sperm X SO = sulandirma oran1 X 50 =1 mL / (5§ X
0,004): eldeki hacmi ml bazinda degere ¢evirmede kullanilir.)

25 karenin sayildig1 durumlarda ise asagidaki formiil kullanilmaktadir.

SSX SO X 10
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Bu dogrultuda; kolay saymm icin spermler 10 pl sperm + 190 pl H>O oraninda
sulandirilarak 6lmeleri ve hareketsiz hale gelmeleri saglanmistir. Elde edilen karisim
iyice karistirildiktan sonra, Thoma laminin her bir bolmesi 10 pl karigim ile
doldurulmustur. Ardindan Thoma lam1 mikroskoba yerlestirilerek en az 5 dk olacak
sekilde beklenilmistir. Faz kontrast mikroskopta ve 400X biiyiitmede her iki
bolmedeki sperm hiicreleri sayillmig ve ortalama degerler bulunmustur. Mikroskop
altinda sayim Sekil 8’de gosterildigi sekilde gerceklestirilmistir. Boylece sinirlarda yer

alan sperm hiicrelerinin iki kez sayilmamasi saglanmstir.

e = Uclii cizgiler

Sekil 7. Thoma lamindan bir goriiniim. Bes kare sayimii¢in 1, 2, 3,4, 5yada 1, 6, 3,
7, 5 numaral kareler sayilabilir.
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Sekil 8. Sperm hiicre sayim islemi. 1. karede sayilacaklar: 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9; 2. karede
sayilacaklar: 10, 11, 12, 13, 14

3.6. istatiksel Analizler

Gruplarin ortalamalar1 arasindaki farklilik tek yonlii varyans analizi (ANOVA)
ile arastirilmis ve farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini incelemek iizere Tukey
HSD ve Games Howel ¢oklu karsilastirma testleri kullanilmistir. Verilerin (oransal
veriler hari¢) karsilastirilmasinda, Tek yonlii varyans analizi gergeklestirmek igin
normallik varsayimi Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro Wilk testleri kullanilmistir.
Varyanslarin homojenligi varsayimi1 Levene testi ile test edilmistir. Oransal verilerin
karsilastirilmasinda ise Ki-kare testi kullanilmistir. Onemlilik diizeyi olarak tiim
analizler i¢in p<0,05 se¢ilmistir ve tiim istatistiki analizler SPSS programindan

(version 20.0, SPSS Inc, USA) yararlanilarak gerceklestirilmistir.

3.7. Cahismada Kullanmilan Soliisyon ve Medyumlarin Hazirlanmasi

3.7.1. Percoll gradient soliisyonunun hazirlanmasi

Hepes-TALP medyumu ile Percoll (%90) soliisyonu Parrish ve ark., (1995) nin
bildirdigi bicimde hazirlanmigtir. 80 mM 10 x Percoll stok soliisyonunu asagidaki
formiile gore hazirlanmig ve pH’s1 1 N NaOH ile 7,3’e ayarlandiktan sonra, filtre

edilmistir.

39



80 mM 10X Percoll Stok Soliisyonunun I¢cerigi

Tuz ve Digerleri Final mM 2/100 ml
KCl 31 0,230
NaCl 800 4,675
NaH>POq4 3 0,035
Hepes 100 2,380

Sonrasinda, %90’lik Percoll soliisyonunu hazirlama i¢in, Oncelikle 45 ml
Percoll iizerine 5 ml Onceden hazirladigimiz 10X Percoll stok soliisyonu ilave

edildikten sonra asagida belirtilen kimyasallar1 ilave edilmistir.

%90’lik Percoll Soliisyon Icerigi

Tuz ve Digerleri Final mM mg/50 ml
CaCl» 2 14,5
MgCl(6H20) 0,4 4,0
Laktik asit (%60 surup) 21,6 0,184 ml
NaHCO;3 25 104,5

Ozmolarite spermin canliligt ve fonksiyonu i¢in hayati dneme sahiptir ve
hazirlanan %90°lik Percoll soliisyonunun ozmoloritesi 280-300 mOsm arasinda

olmalidir.

3.7.2. HOST Soliisyonunun Hazirlanmasi

Sodyum sitrat-fruktoz hipotonik soliisyonu 100 mOsm
D (-) Fructose reinst (CsH120¢) 1,351 gr
Tri-Natriumcitrat-2-hydrat reinst 0,735 gr
Distile su 155 ml
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3.7.3. Swim-up metodunda TALP medyumunun hazirlanmasi

Swim-up metodu ic¢in Jamil, Samad, Qureshi, Rehman, Lodhi, (2007)

tarafindan tarif edilen Tyrode’un albumin laktat piruvat (TALP) medyumu asagidaki

kimyasallar kullanilarak hazirlanmigtir.

TALP medyumu icerigi;

Tuz ve Digerleri

Final mM

NaCl

KCl

NaHCO;

NaH>POq4

S1gir serum albumini
Sodyum piruvat
DL-Laktik asit
Hepes

99 mM
3,1 mM
25 mM
0,35 mM
6,0 mg/ml
I mM
21,6 mM
10 mM

3.7.4. TL Hepes (Yikama) Stok Soliisyonunun Hazirlanmas: ve I¢erigi

Tuz ve Digerleri Final mM mg/100 ml
NaCl 114 666
KCl 3,2 120
CaCl.2H>0O 2,0 150
MgCl,.6H,O 0,5 50
NaHCO; 2 84
NaH>PO4.H>O 0,4 28

(ya da anhydrous) (24)
Na-lactate (%60 surup) 10 0,930 ml
Penicillin 100 i.u./ml 32,5
Phenol Red (P/R) - 5
Hepes 10 1200
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Yukaridaki formiilasyonda yer alan Ca ve Mg tuzlar1 soliisyonun hazirlanmasi
isleminde en son eklenmis ve soliisyonun pH degeri 7,4’e ayarlanmigtir. Soliisyonun
osmolarite degeri ise, 280-300 mOSM degeri baz alinarak kontrol edilmistir. Bu
islemden sonra vasat, steril bir sise igerisine filtre edilmistir. Hazirlanan soliisyon 1-2

hafta suresince +4°C’de saklanabilmektedir.

3.7.5. TL Hepes (Yikama) Medyumunun Hazirlanmasi ve Icerigi

Kullanim giinii belirlenen miktardaki TL Hepes stok soliisyonu {izerine asagida

belirtilen kimyasallar ilave edilmis ve soliisyon filtreden gegcirilmistir.

PVP-40 (polivinil pirolidon-40) 3 mg/ml
Piruvat stok (0,2 mM final) 10 pul/ml
Gentamisin stok (25 pg/ml final) 0,5 pl/ml
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4. BULGULAR

Coziindiirme sicakliklar1 olarak uygulanan 37°C/30 sn, 50°C/15 sn ve 70°C/5
sn kosullarinda FITC-PSA ortalama degerleri sirasiyla Percoll grubunda %32,35,
%41,35 ve %56,30; Swim-up grubunda 9%25,25, %32,45 ve %63,90; Kontrol
grubunda %17,90, %18,35 ve %17,45 olarak saptanmistir. Ayni ¢oziindiirme
sicakliklart i¢in Olii hiicre oranlart sirastyla Percoll grubunda %31,38, %14,95 ve
%30,65; Swim up grubunda %15,85, %13,60 ve %13,50; Kontrol grubunda %35,58,
%46,18 ve %35,82 olarak bulunmustur. Ayni ¢oziindiirme sicakliklari i¢in canli hiicre
oranlar sirasiyla Percoll grubunda %68,63, %85,05 ve %69,35; Swim up grubunda
%69,15, %86,40 ve %86,50; Kontrol grubunda %68,43, %53,83 ve %64,18 olarak
bulunmustur. Ayni1 ¢oziindiirme sicakliklar1 i¢in motilite oranlart sirasiyla Percoll
grubunda %>55,75, %58,50 ve %48,25; Swim up grubunda %59,75, %55,75 ve
%354,75; Kontrol grubunda %49,25, %45,75 ve %48,75 olarak bulunmustur. Yine ayni
coziindliirme sicakliklar1 icin HOST sonuglar sirasiyla Percoll grubunda %73,95,
%69,50 ve %42,20; Swim up grubunda %77,55, %72,00 ve %50,15; Kontrol grubunda
%62,65, %70,50 ve %50,60 olarak bulunmustur.

Varyans analizi sonuglari, incelenen gruplar arasinda istatistiksel acidan
onemli bir farkliligin oldugunu gostermektedir (p<0,05). Ayristirma gruplarinda en
yiiksek FITC-PSA degerlerinin Swim-up 70°C ve Percoll 70°C gruplarinda oldugu, en
diisiikk degerin ise, Swim-up 37°C grubunda oldugu tespit edilmistir. Tablo 3’de
goriilecegi tizere ¢oklu karsilastirma testi sonuglari, Percoll 70°C ile Swim-up 70°C
gruplart arasinda istatistiksel acidan anlamli bir farkliligin  bulunmadiginm
gostermektedir (p>0,05). Bu gruplara uygulanan muamele FITC-PSA degerleri
acisindan anlamli bir farklilik olusturmamistir. Bununla birlikte, FITC-PSA degerleri
acisindan Percoll 70°C ve Swim-up 70°C gruplarinin ortalamalar1 arasinda istatistiksel
yonden fark olmayip diger 4 grupla arasindaki farkin 6nemli olmasi (p<0,05), FITC-
PSA degerinde grup ortalamalari acgisindan Percoll ve Swim-up uygulamasi fark

meydana getirmezken, 70°C’lik sicaklik uygulamasinin daha diisiik sicaklik
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uygulamalarina gore farklilik olusturdugunu gostermektedir. Kontrol grubu igerisinde
farkl1 1s1 dereceleri arasinda benzer sonuglarin ¢itkmasina ragmen, deneme gruplarinda

11 derecesinin artmasiyla birlikte FITC-PSA degerleri de artmustir.

Tablo 3. FITC-PSA Degerleri Yoniinden Gruplar Arasi1 Genel Karsilastirma

95% Giiven

Arahg
GRUPLAR  ORTALAMA  SS.  S.H. 8l Min Max P
Alt Ust
Sinirn Siir1
Percoll
32,35% 648 145 2932 3538 19,00 44,00
37°C
Percoll
4135" 11,04 2,47 36,18 46,52 27,00 62,00 <0,05
50°C
Percoll
56,30" 10,15 227 51,55 6105 33,00 71,00
70°C
Sv;‘;f,‘é"p 25,5¢ 895 2,00 21,06 2944 11,00 42,00
SV;‘(;?&“I’ 32,45%¢ 11,82 2,64 2692 37,98 1600 6500 <0,05
Sv;‘(;f,‘é"p 63,90 1238 277 58,10 69,70 40,00 89,00
K;’;"g’l 17,90° 328 073 1637 1943 1100 24,00
Kontrol ¢
S0°C 18,35 327 073 1682 19,88 14,00 2800  <0,05
K;’(')',,tg’l 17,45¢ 373 083 1570 1920 11,00 26,00

¢ Ayni siitunda farkli harflerle isaretlenen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir.
(P <0,05)

Farkli  sicakliklara gore gruplar arasinda  FITC-PSA  degerleri
karsilastirilmistir. Gergeklestirilen analizlerde 37°C sicaklik gruplarinda, FITC-PSA
degerleri incelendiginde, diger gruplara gore en yiiksek ortalama degerin Percoll 37°C
grubunda; en diisiik ortalama degerin ise, Kontrol grubunda hesaplandig:
goriilmektedir. Tablo 3 de goriilecegi lizere varyans analizi sonuglar1 gruplar arasinda
istatistiksel acidan onemli bir farklilik sergilememistir. 50°C’de bahsi gecen grup
ortalamalar1 arasinda FITC-PSA degerleri bakimindan sadece Percoll 50°C ile Kontrol
50°C gruplar1 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunmaktadir (p<0,05).
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Bu sicaklik derecesinde en yiiksek ortalama FITC-PSA degeri Percoll 50°C grubunda;
en diisiik deger ise Kontrol grubunda hesaplanmistir. 70°C’de ise, FITC-PSA degerleri
grup ortalamalar1 arasinda Kontrol 70°C grubu Percoll ve Swim-up 70°C gruplarindan
istatistiksel acidan anlaml diizeyde daha diisiik bulunmustur (p<0,05). Bu sicaklik
derecesinde en yiiksek ortalama FITC-PSA degeri Swim-up 70°C grubunda; en diisiik
deger ise, Kontrol grubunda hesaplanmistir. Grup ortalamalar1 arasindaki farkliligin
Kontrol grubundan kaynaklandigi goriilmektedir. Ozetle; diisiik sicaklik gruplarinda
yapilan uygulama agisindan FITC-PSA degerleri arasinda belirgin farklilik
saptanmigtir. Ayrica, 70°C’de Percoll ve Swim-up uygulamalari arasinda anlamli fark
goriilmekte (p<0,05) ve her ikisi de kontrol grubundan daha yiiksek FITC-PSA

degerine sahip olmaktadir.

Percoll, Swim-up ve Kontrol gruplari olmak iizere ii¢ farkli sicaklik
derecesinde (37°C, 50°C ve 70°C) olii, canli ve motilite degerlerine iligkin veriler
Tablo 4’te karsilastirilmistir. 37°C’de 6lii degerlerin grup ortalamalar1 arasindaki en
diisik deger Swim-up grubunda saptanmis ve diger iki grubun degerlerinden
istatistiksel anlamda farkli bulunmustur (p<0,05). Percoll ve Kontrol gruplarinda ise,
degerler benzer bulunmustur. 50°C’de 6lii degerlerin grup ortalamalar1 arasindaki en
yiiksek deger Kontrol grubunda belirlenmis ve diger iki grubun degerleriyle arasindaki
fark istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubunun Percoll ve
Swim-up gruplarindan ¢ok daha yiiksek Olii spermatozoon oranina sahip oldugu,
50°C’de Percoll ve Swim-up uygulamalarinin 6li spermatozoon degerleri agisindan
fark olusturmadig1 yani her iki uygulamanin da benzer diizeyde diisiik 6lim degerini
sagladig tespit edilmistir. 70°C’de 6lii degerlerin grup ortalamalar1 arasindaki en
diisilk deger Swim-up grubunda saptanmis ve diger iki grubun degerlerinden
istatistiksel anlamda diisiik bulunmustur (p<0,05). 37°C’deki karsilastirmaya benzer
sekilde, 70°C’de de grup ortalamalar1 arasindaki en diisiik deger Swim-up grubunda
tespit edilmistir. Her {i¢ sicaklik seviyesindeki 6lii spermatozoon degerleri i¢inde, en
yliksek ortalama deger Kontrol 50°C grubunda, en diisiik deger ise Swim-up 70°C

grubunda tespit edilmistir.
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Tablo 4: Gruplarin Sicakliklara Goére Olii, Canli ve Motilite Degerlerinin
Karsilagtirilmasi

95% Giiven Arahgi

SILCI?(K GRUPLAR ORT?O/L)A MA S.S. S.H. Min Max P
(1] o
Alt Sitmir1 ~ Ust Sinirn
Percoll 31,382 28,60 6,40 49,36 76,14 12,00 98,00
37°C Swim-up 15,85" 11,83 2,64 26,16 37,24 16,00 68,00 <0,05
KONTROL 35,582 12,71 2,84 65,20 77,10 50,00 95,00
Percoll 14,95b 9,48 2,12 25,46 34,34 18,00 48,00
o
L 50°C Swim-up 13,60b 11,17 2,50 21,97 32,43 12,00 56,00 <0,05
o
KONTROL 46,187 8,94 1,99 88,17 96,53 81,00 112,00
Percoll 30,652 20,68 4,62 51,62 70,98 24,00 100,00
70 °C Swim-up 13,50" 13,10 2,93 20,87 33,13 12,00 74,00 <0,05
KONTROL 35,822 7,15 1,60 68,31 74,99 60,00 85,00
Percoll 68,63b 28.60 6.40 123.86 150.64 102.00 188.00
37°C Swim-up 69,152 11,83 2,64 162,76 173,84 136,00 184,00 <0,05
KONTROL 68,43b 12,71 2,84 122,90 134,80 105,00 150,00
C Percoll 85,05 9,48 2,12 165,66 174,54 152,00 182,00
A
N 50°C Swim-up 86,40% 11,17 2,50 167,57 178,03 144,00 188,00  <0,05
L
I KONTROL 53,83" 8,94 1,99 103,47 111,83 88,00 119,00
Percoll 69,35b 20,68 4,62 129,02 148,38 100,00 176,00
70 °C Swim-up 86,50% 13,10 2,93 166,87 179,13 126,00 188,00  <0,05
KONTROL 64,18b 7,15 1,60 125.01 131,69 115,00 140,00
Percoll 55,75% 10,29 2,30 50,93 60,57 35,00 75,00
37°C Swim-up 59,752 5,25 1,17 57,29 62,21 50,00 70,00 <0,05
M KONTROL 49,25b 4,06 0,91 47,35 51,15 40,00 55,00
o
T Percoll 58,50% 8,29 1,85 54,62 62,38 40,00 75,00
i
L 50°C Swim-up 55,75% 9,77 2,18 51,18 60,32 35,00 70,00 <0,05
i
T KONTROL 45,75b 5,45 1,22 43,20 48,30 35,00 55,00
E
Percoll 48,25 15,83 3,54 40,84 55,66 10,00 65,00
70 °C Swim-up 54,75 8,347 1,87 50,84 58,66 40,00 70,00 >0,05
KONTROL 48,75 4,25 0,95 46,76 50,74 40,00 55,00

abe: Ayni parametreye ait farkli sicaklik gruplari arasindaki farkli harflerle isaretlenen
ortalamalar istatistiki acidan anlamli bulunmustur.
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37°C’de canli degerlerin grup ortalamalari arasindaki en yiiksek ortalama deger
Swim-up grubunda belirlenmis ve diger iki grubun degerlerinden istatistiksel anlamda
farkli bulunmustur (p<0,05). Percoll ve Kontrol gruplarinda ise, degerler istatistiksel
bakimdan benzer bulunmustur. 50°C’de canli degerlerin grup ortalamalar1 arasindaki
en diisiik deger Kontrol grubunda saptanmis ve diger iki grubun degerleriyle
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Kontrol grubunun
Percoll ve Swim-up gruplarindan daha diisiik canli spermatozoon oranina sahip
oldugu, 50°C’de Percoll ve Swim-up uygulamalarinin canli spermatozoon degerleri
acisindan istatistiksel fark olusturmadig1 yani her iki uygulamanin da benzer diizeyde
yiikksek canli spermatozoon degerini sagladigi tespit edilmistir. 70°C’de canli
degerlerin grup ortalamalar1 arasindaki en yiiksek deger Swim-up grubunda tespit
edilmis ve diger iki grubun degerlerinden istatistiksel anlamda yiiksek bulunmustur
(p<0,05). Percoll ve Kontrol gruplarinin ortalama degerleri arasinda istatistiksel fark
bulunmamistir. Her ii¢ sicaklik seviyesindeki canli spermatozoon degerleri i¢inde, en
yiiksek ortalama deger Swim-up 70°C grubunda, en diisiik deger ise Kontrol 50°C

grubunda saptanmustir.

37°C’de motilite degerlerinin grup ortalamalar1 arasindaki en diisiik ortalama
deger Kontrol grubunda belirlenmis ve diger iki grubun degerlerinden istatistiksel
anlamda farkli bulunmustur (p<0,05). Percoll ve Swim-up grup ortalama degerleri ise
istatistiksel bakimdan benzer bulunmustur. 50°C’de motilite degerlerinin grup
ortalamalar1 arasindaki en diisiik deger, yine Kontrol grubunda saptanmis ve diger iki
grubun degerleriyle arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0,05).
Kontrol grubunun Percoll ve Swim-up gruplarindan daha yiiksek motil spermatozoon
oranina sahip oldugu, 50°C’de Percoll ve Swim-up uygulamalarinin motil
spermatozoon degerleri agisindan aralarinda istatistiksel fark olusmadig1 yani her iki
uygulamanin da benzer diizeyde yiiksek motil spermatozoon degerini sagladigi
saptanmigtir. 70°C’de motilite degerlerinin grup ortalamalar1 arasindaki en yiiksek
deger Swim-up grubunda tespit edilmis olmasmna ragmen, Percoll, Swim-up ve
Kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel fark bulunmamistir. Her ¢ sicaklik
seviyesindeki motil spermatozoon degerleri iginde, en yiliksek ortalama deger Swim-

up 37°C grubunda, en diisiik deger ise Kontrol 50°C grubunda tespit edilmistir.
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Tablo 5’de Kontrol gruplarina iliskin grup ortalamalar1 karsilastirmalar yer
almaktadir. FITC-PSA parametresi bakimindan Kontrol gruplar1 arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik tespit edilmemistir. Olii spermatozoon orani agisindan grup
ortalamalar1 arasindaki farklilikta istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05).
Grup ortalamalar1 arasinda meydana gelen farklilik Kontrol 50°C grubundan
kaynaklanmaktadir. Kontrol 37°C ve Kontrol 70°C gruplarindan elde edilen degerler
arasinda istatistiksel a¢idan anlamli bir farklilik gériilmemistir. Canli spermatozoon
orani acisindan elde edilen sonuglar incelendiginde, 6lii parametresi sonuglari ile
benzer sekilde grup ortalamalari arasindaki farklilik istatistiksel agidan anlaml
bulunmustur (p<0,05). Canli parametresi i¢in grup ortalamalarinda hesaplanan en
yliksek deger Kontrol 37°C ve Kontrol 70°C’de; en diisiik deger ise Kontrol 50°C’de
goriilmektedir. Motilite parametresi ile gerceklestirilen analizlerde ise, grup
ortalamalar1 arasindaki farkliliklar arasinda da istatistiksel agidan anlamli fark
bulunmustur (p<0,05). Grup ortalamalarinda Kontrol 70°C grubunun motilite degeri
her iki grupla da benzerlik gosterirken, hesaplanan en yiiksek deger Kontrol 37°C’de;
en diisiik deger ise Kontrol 50°C’de goriilmektedir ve 37°C ile 50°C gruplari arasindaki
fark anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 5. Kontrol Gruplarinin FITC-PSA, 6lii, canli ve motilite degerlerinin
Karsilagtirilmasi

95% Giiven

PARAMETRE GRUPLAR ORTALAM oo gy Arad@t i max P
A(%) Alt  Ust
Smir1 ~ Siniri
KO;{EOL 1790 328 073 1637 1943 1100 24,00
FITC-PSA KOS){EOL 1835 327 073 1682 19,88 14,00 2800 > 0,69
KO%{EOL 1745 373 084 1570 1920 11,00 26,00
KORTROL  asss' 1271 284 6520 7710 5000 9500
ouo  NONTROL 4618 894 199 8807 9653 8100 11200 <005
KOMWOE 352" 705 160 6831 7499 6000 8500
KORTROL 6843 1271 284 12290 13480 10500 150,00
CANLI KO;?;EOL 53,83 894 1,99 10347 111,83 8800 11900 <0,05
KOMWOE  6418' 715 160 12501 131,69 11500 140,00
KO;{EOL 4925 406 091 4735 SL1S 40,00 5500
MOTILITE KO;I)TOEOL 45,75" 545 1,22 4320 4830 3500 5500 <0,05
KO%TOEOL 4875 425 095 4676 50,74 4000 5500

ab: Ayni parametreye ait farkl sicaklik gruplari arasindaki farkli harflerle isaretlenen
ortalamalar istatistiki acidan anlamli bulunmustur.

Percol ve Swim-up yontemlerinin 3 farkli parametreye gore karsilastirilma
sonuclar1 Tablo 6’da gosterilmistir. Olii parametresine gére, farkli sicakliklarda
incelenen gruplar arasinda Percoll yontemi i¢in 50°C’de istatiksel bir farklilik
goriiliirken (p<0,05), 37°C ve 70°C’de elde edilen sonuglar birbiriyle benzer
bulunmustur. Ayrica, Swim-up gruplarina ait ortalamalar analiz edildiginde, kullanilan
lic sicaklikta da istatiksel olarak herhangi bir farklilik saptanmamistir. Ote yandan,
canli parametresine gore de yine 37°C ve 70°C’de elde edilen sonuglar birbiriyle
benzer bulunmusken, 50°C’de istatiksel bir farklihk goriilmiistiir (p<0,05). Olii
parametresinde elde edilen sonuglar ile benzer olarak, Swim-up gruplarma ait
ortalamalar arasinda kullanilan ii¢ sicaklikta da istatiksel olarak herhangi bir farklilik
saptanmamistir. Motilite parametresi incelendiginde ise, Swim-up 37°C ve Percoll
70°C gruplar arasinda istatiksel olarak bir farklilik saptanmistir. Ayrica, Percoll 50°C
ve Percoll 70°C gruplarina ait ortalamalar da istatiksel olarak birbirinden farklidir

(p<0,05). Incelenen diger gruplarda ise herhangi bir fark gézlemlenmemistir.
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Tablo 6. Percoll ve Swim-up Yontemlerinin 3 Farkli Parametreye Gore
Karsilagtirilmasi

95% Giiven Arahgi

PARAMETRE GRUPLAR ORT?,/L;A‘MA SS.  SH. Min Max P
0
Alt Smir1  Ust Siir
Percoll b

Pl 3138 28,60 6,40 49,36 76,14 12,00 98,00
Sv;f,“:'c“p 15.85% 11,83 2,64 26,16 37,24 16,00 68,00
Pse(;- f,‘é“ 14,95 948 2,12 25,46 34,34 18,00 48,00

OLU Swim-u <0,05
V;O . p 13,60 1,17 2,50 21,97 32,43 12,00 56,00
P;J f,‘é“ 30,65" 20,68 4,62 51,62 70,98 24,00 100,00
SV;:]“:'C“" 13,50% 13,10 2,93 20,87 33,13 12,00 74,00
P;,; ﬁ‘é“ 68.63" 2860  6.40 123.86 150.64  102.00  188.00
SV;},“:'C“" 69,15% 11,83 2,64 162,76 173,84 136,00 184,00
PS"J ?fé“ 85.05° 948 2,12 165,66 174,54 152,00 182,00

CANLI Swimen <0,05
Vgo .,C" 86.40° 11,17 2,50 167,57 178,03 144,00 188,00
Pfor ﬁg“ 69.35" 20,68 4,62 129,02 14838 100,00 176,00
SV;:]“:'C“" 86,50% 13,10 2,93 166,87 179,13 126,00 188,00
P;,; f,‘é“ 55,75° 1029 230 50,93 60,57 3500 75,00
Sv;f,“:'c“p 59,752 5,25 1,17 57,29 62,21 50,00 70,00
Pse(;- f,‘é“ 58.50° 8,29 1,85 54,62 62,38 40,00 75,00

MOTILITE Swi <0,05
pren 55,75° 9,77 2,18 51,18 60,32 3500 70,00
P;J f,‘é“ 48,25 1583 3,54 40,84 55,66 10,00 65,00
SV;:]“:'C“" 54.75¢ 8,347 1,87 50,84 58,66 40,00 70,00

abs b Aym siitunda ve gruplar arasinda farkli harflerle isaretlenen ortalamalar

arasindaki farklar 6nemlidir.

Tablo 7°de Host’tan elde edilen oransal degerlere iliskin sonuglar yer
almaktadir. Percoll gruplar arasinda farkli sicaklik derecelerinde yapilan karsilagtirma
sonucunda, 70°C’de istatistiksel agidan anlamli bir farkliligin olustugu goriilmektedir
(p<0,05). Kontrol gruplar1 arasinda farkli sicaklik degerlerinde yapilan karsilastirmada
ise 37 "C’de istatiksel bir fark goriilmektedir (p<0,05). Buna ragmen, Swim-up
gruplarinda sicaklik derecelerinin kendi i¢inde bir farklilik tespit edilmemistir (p

>0,05).
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Tablo 7: Host Oransal Degerlerin Karsilastirilmasi

GRUPLAR SICAKLIK ORTALAMA (%) P
37°C 73,952

PERCOLL 50 °C 77,552 p<0,05
70 °C 62,65%
37°C 69,50?

SWIM-UP 50 °C 72,002 p>0,05
70 °C 70,502
37°C 42,20P

KONTROL 50 °C 50,15 p<0,05
70 °C 50,60

¢ Ayni siitunda farkli harflerle isaretlenen ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir.
(P <0,05)
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5. SONUC VE TARTISMA

Hayvan islahim1 hizlandirmak ve hayvanlarin verim diizeylerini artirmak
amaciyla biyoteknolojik yontemler kullanilmaktadir. Bu amagla, siiperovulasyon ve
in-vitro fertilizasyon ile embriyo iiretimi, spermanin fertilizasyon yeteneginin
degerlendirilmesi, spermanin dondurulmasi ve suni tohumlama yoOnteminin
kullanilmas1 hayvan lireme teknolojisinde 6nemli bir yere sahiptir. Giliniimiizde siit
sigircilik alaninda siklikla kullanilan suni tohumlama ydntemi sayesinde fertilite
oranlar1 yiiksek diizeye ¢ikarilmigtir ve bu alanda dondurulmus boga spermasi ticari
olarak kullanilmaktadir. Suni tohumlama kullanilarak elde edilen gebelik oranlarinin
seviyesi, kullanilan ytiksek sayida spermatozoon ve spermanin fertilizasyon kabiliyeti
ile iliskilidir (Moore & Hasler, 2017). Spermanin uygun bir teknik ile alinmasi,
dondurulmasi-¢oziindiiriilmesi,  saklanmas1  gibi  birgok  faktdr spermanin
fertilizasyonunu etkilemektedir (Morrel, 2011). Bogalardan alinan sperma sulandirma,
sogutma, dondurma, konteynerde depolama, ¢oziindiirme ve ¢dzilindiirme sonrasi
islemler ve ani sicaklik degisimleri gibi faktorlerden etkilenmekte ve bunun sonucunda
spermatozoonlar hasara ugrayabilmektedir (Senger, 1980). Bahsedilen bu islemler
arasindan c¢oziindiirme teknikleri ve bu islem esnasinda uygulanan sicakliklar
spermatozoonlarin spermatolojik 6zelliklerinin degisimi iizerinde oldukga etkilidir
(Yavasca, Ak, & lleri, 1999). Motilite, &lii-canli durumu, morfolojik bozukluklar
(6zellikle akrozom kisminda), membran biitiinligi gibi faktdrlerin incelenmesi
spermanin fertilitesi ile ilgili 6nemli bilgiler vermektedir. Sunulan bu ¢aligsmada, farkli
¢cozlindiirme sicakliklarinin ve sperma ayristirma yontemlerinin spermanin kalitesi
izerindeki etkisinin aragtirilmasi amaglanmis ve bu amagla Brown Swiss 1rkina ait
ejakiilatlardan elde edilen payetler Percoll, Swim up ve kontrol olarak 3 farkli metot

ve 3 farkli ¢6zlindiirme derecesinde (37°C, 50°C ve 70°C) incelenmistir.

Gilinlimiize kadar yapilan ¢aligmalarda donmusg spermanin eritilmesinde; giysi
cebi, farkli su banyosu sicakliklari, avug i¢inde ve disi genital kanalda ¢dziindiirme
gibi birbirinden farkli teknikler uygulanmistir (Pickett & Berndtson, 1974; Robbins,
Saacke, & Chandler, 1976). Yapilan caligmalarda, optimum ¢dziindiirme sicakligi
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stiresinin belirlenmesi adma ¢esitli arastirmalar yapilmis ve spermanin morfolojik
ozelliklerinin yaninda potansiyel fertilitesi de korunmaya ¢aligilmigtir (Dhami, Sahni,
& Mohan, 1992; Pace, Sullivan, Elliott, Graham, & Coulter, 1981). Selguk, Akal, &
Celebi (2014) tarafindan yapilan bir caligmada dondurulmus sperma su banyosu
kullanilarak (37,5°C/25 sn) ve cihaz i¢inde (37,5°C/25 sn) ¢6zlindiiriilmiistiir. Yapilan
uygulamalar sonucunda, benzer spermatozoon canlilifi ve morfolojik bozukluklar
gozlemlenmistir. Elde edilen verilere gore, her iki yontemin de kullanilabilecegi
kanisina varilmistir. Tez kapsaminda da gerceklestirilen farkli sicaklik uygulamalari
sonucunda 37°C, spermanin kalitesi i¢in optimum deger olarak belirlenmistir ve
sonuclar literatiirde belirtilen c¢aligma ile birbirini destekler niteliktedir. Suni
tohumlama uygulamalariin basarisi, su banyosunun sicakligi, burada gegen siire ve
¢oziindliirme hiz1 ile iliskilidir (Saacke, & White, 1970; Saacke, 1972; Senger, 1980).
Danasouri (1988) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, 5°C/50 sn, 37°C/15 sn ve 70°C/7
sn parametreleri dondurulmus sperma iizerinde uygulanmistir. Caligma sonucunda en
yilksek  akrozomal bozukluklar 5°C’de ¢Ozlindiirme islemi  sonucunda
gbzlemlenmistir. Bu nedenle bu ¢alismada kullanilan en diisiik sicaklik degeri 5°C tez
caligmasinda kullanilmamistir. Tez kapsaminda incelenen gruplar arasindaki genel
kiyaslamada, 37°C ve 50°C i¢in Percoll uygulamasinin Swim up ydntemine gore daha
fazla bozukluga sebep oldugu goriilmektedir. Ayrica, Percoll yontemine kiyasla, Swim
up uygulamast 70°C de daha az bozukluga sebep olmaktadir. Genel olarak yaptigimiz
caligmalarda diisiik sicakliklarda FITC-PSA degerleri bakimindan anlamli farkliliklar
saptanmistir (Tablo 3). Yapilan diger calismalar incelendiginde, 37°C’de donmus
spermanin ¢oOziindiiriilmesine kiyasla 21°C’de ¢oziindiiriilmesi spermatozoonlarda
ozmotik basing ve sicakliklarda degisimin daha yavas gelistigini ve bunun sonucunda
spermatozoonlarda daha az hasarla karsilagildigi sonucuna varilmistir (Borg,
Colenbrander, Fazeli, Parlevliet, & Malmgren, 1997; Correa ve ark., 1997; Correa &
Zavos, 1995). Bu alanda yapilan diger ¢alismalarda ise, donmus spermanin diigiik
sicaklik ve uzun siirede ¢oziindiirme isleminin akrozomal biitiinliige ve motiliteye
zarar verdigi ve spermanin potansiyel fertilitesini azalttigi sonucuna varilmistir
(DelJarnette, Barnes, & Marshall, 2000; Forde & Gravir, 1974; Senger, 1980). Tez
kapsaminda yapilan motilite incelemeleri dogrultusunda elde edilen sonuglara gore
ise, 50°C diger sicaklik degerlerine kiyasla (37°C ve 70°C) spermanin motilite ve

canlilik durumlarini olumsuz etkilemistir. Literatiirdeki bir ¢calismada, dondurulmus
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boga spermasi 37°C/30 sn, 20°C/45 sn, 15°C/60 sn ve 5°C/90 sn kosullart altinda
¢oziindiriilmiisiir. Elde edilen sonuglara gore, ortalama akrozomal bozukluk oranlar
%3,22, %11,8, %17,78 ve %31,4 ve ortalama motilite degerleri; %57,1, 42,3, 36,8 ve
29,2 seklinde bildirilmistir. Ayrica, diger morfolojik bozukluklar %3,72, %6,96,
%38,89, %9,2 ve toplam morfolojik bozukluklar %6,94, %18,04, %26,67, %40,6 olarak
bulunmustur. Uygulanan soguk sokunun sperma fertilitesini etkiledigi ve bu ylizden
spermanin  20°C altindaki sicakliklarda birakilmamasi gerektigi savunulmustur
(Giiney & leri, 1991). Yavasca ve ark. (1999) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada,
>18°C, 17-13°C, 12-7°C ve <6°C’lik c¢evre 1silarinda, sperma 37°C’deki su
banyosunda 30 saniye boyunca ¢oziindiirilmiistiir. Cozlindiirme islemi ardindan,
tohumlama islemi pistolenin disi genital kanalina 30., 90., ve 300. saniyelerde
yerlestirilmesi ile gergeklestirilmistir. 300 saniye bekleyen spermanin sicaklik
farkindan bagimsiz olarak 30 saniyelik gruba gore fertilite bakimindan daha diisiik
verime sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, tiim sicakliklarda, ¢oziindiirme
sonrasindaki artan bekleme siiresi sperma fertilizasyonunu olumsuz etkilemektedir.
Diger bir ¢alismada ise, dondurulmus sperma farkli zaman ve sicaklik kosullarinda
cozlindiiriilmiistiir. Farkli sicakliklarda uygulanan deney sonuclarina gore elde edilen
bulgular 17°C’nin altindaki sicakliklarda spermanin korunmasi gerektigini ortaya
koymustur. Diger yandan, uygulanan soguk sokunun spermanin 6zellikle akrozom
kisminda geri déniisiimsiiz bozukluklara yol a¢ti1 savunulmaktadir (ileri ve ark.,
1993). Genel olarak tez kapsaminda, diisiik sicaklik gruplarinda yapilan uygulama
acisindan FITC-PSA degerleri arasinda belirgin farklilik saptanmistir ve 70°C’de
Percoll ve Swim-up uygulamalari arasinda anlaml fark gortilmiistiir (p<0,05). Ayrica
tez kapsaminda kullanilan en diigiik sicaklik degerinin 37°C olmasindan dolay1 bazi

ilgili literatiir ¢alismalar ile tez sonuglar1 tam olarak kiyaslanamamaktadir.

Calismada kullanilan sperma ayristirma yontemlerinden Percoll yontemi
yogunluk farkliligina dayanmaktadir; normal morfolojideki spermatozoa yogunlugu
en yiiksek olan yapidir ve kullanilan konik tiipiin en alt kisminda toplanacaktir. Diger
bir ayristirma yontemi olan Swim up yonteminde ise motilite durumu esastir ve sadce
hareketli sperm hiicreleri hareketsiz olanlardan bu yontem ile ayrilabilmektedir.
Belirtilen bu yontemlerin spermanin morfolojik 6zelligi, motilitesi ve canlilig1 tizerine

olan etkileri ile iligkili bircok c¢aligma gerceklestirilmistir. Plazma membran ve
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akrozom biitiinliigliinde meydana gelen hasarlarin ve dondurma islemi sirasinda olusan
soguk ortam ve ozmotik degisikliklerin, hiicre zarinda morfolojik bozulmalara ve lipid
bilesenlerinin kompozisyonundaki farkliliklara yol ag¢tigi goriilmiistiir (Amann &
Pickett, 1987). Arias, Andara, Briones, & Felmer (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada,
Swim-up ve Percoll yontemlerini kullanarak sigirdan sperma ayristirma islemi
gerceklestirilmis ve bu yontemlerin sperma 6zelligi, fonksiyonu ve gen anlatim
seviyesi lizerine etkilerini incelemistir. Plazma membran biitlinliigli ele alindiginda,
Percoll yontemi (%89,8) ve Swim-up yontemi (%74,9) kullanilarak ayristirilan
spermalarla  ayrigtirma  iglemi uygulanmamis kontrol spermayla (%70,3)
kiyaslandiginda daha yiiksek oranda bulundugu belirtilmistir. Akrozomal membrana
sahip sperma orani ise, Percoll grubunda %87,5 bulunmusken, Swim-up (%63,3) ve
kontrol (%62,4) gruplarindan daha yiiksek bulunmustur. Ayrica, motilite degerleri
kiyaslandiginda, ayristirma yontemi kullanilan spermalarda (Percoll i¢in %97,33 ve
Swim-up icin %83,80) kontrol grubuna (%69,70) kiyasla daha yiiksek motilite
goriiliirken, Percoll yonteminde en verimli sonucun alindigi belirtilmistir. Sonug
olarak, Percoll yontemi kullanilarak spermanin ayristirma igleminin hareketlilik ve
sperma fonksiyon parametrelerini iyilestirdigi gosterilmistir. Calismamiz ve Arias ve
ark. (2017) tarafindan gergeklestirilen ¢alisma kiyaslandiginda, plazma membran
biitiinliigiindeki sonuglar benzerlik gosterirken, akrozomal biitiinliik ve canli sperma
sonuglart ise farklilik gdstermektedir. Diger bir ¢alismada, Swim-up ve Percoll
yontemlerinin dondurulmus-¢oziindiiriilmiis boga spermatozoonlarinin membran ve
akrozomal biitiinliigiine olan etkisi irdelenmistir. Uygulanan her iki yontemde kontrol
grubu ile kiyaslandiginda canli spermatozoa oraninin daha fazla oldugu gosterilmistir.
Percoll uygulamasindan elde edilen spermalarin (%88,2) Swim-up (%69,4)
yonteminden elde edilen ile karsilagtirildiginda, Percoll yontemiyle 6dnemli 6l¢iide
daha yiiksek bozulmamis akrozoma sahip canli hiicrelerin elde edildigi saptanmistir.
Bu sonuglar ile daha yiiksek bir canlilifa ve akrozom biitiinliigiine sahip
spermatozoanin, Percoll ayristirmasi ile elde edilebilecegi gosterilmistir (Somfai ve
ark., 2002). Somfai ve ark. (2002) tarafindan gergeklestirilen ¢galismanin sonuglarinin
aksine belirtilen tez calismasinda en yiiksek canlilik ve akrozomal biitiinliik Swim-up
yontemi ile ayrilan spermalarda gézlemlenmistir ve iki calismanin verileri birbirleriyle
uyusmamaktadir. Mehmood, Anwar, & Naqvi (2009) tarafindan gergeklestirilen bir

caligmada, canli spermatozoonlari ayrigtirmak i¢cin Swim-up ve Percoll yontemlerinin
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etkinligini karsilastirmak i¢in bes bufalo bogasinin dondurulmus-¢oziindiiriilmiis
spermast kullanilmistir. Hareketli spermin geri kazanim oranmi (%), membran
biitiinliigii (%) ve akrozom biitiinliigii (%) oranlari iki sperma ayristirma yontemi ile
karsilagtirilmistir. Swim-up yontemiyle ayristirtlmis sperma daha yiiksek bir motilite
(p<0,05) gosterirken, hareketli spermanin geri kazanim yiizdesi Percoll yontemi ile
ayristirllmig olan spermada daha yiiksek olarak bildirilmistir (p<0,05). Swim-up ile
ayristiritlan spermanin membran biitlinliigii (%77,3), Percoll (%70,5) ile ayristirilan
sperma ile karsilastirildiginda, dnemli Olglide daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).
Spermanin akrozom biitlinligiindeki artigin, iki ayristirma yontemi arasinda farklilik
gostermedigi gozlemlenmistir (p>0,05). Sonu¢ olarak, Swim-up ve Percoll
yontemlerinin, dondurulmus-¢6ziindiiriilmiis bufalo spermasindan canli sperm elde
etmede etkili oldugu sonucuna varilmistir. Spermalarin dondurulmus-¢éziindiiriilmiis
bufalo sperminden Swim-up yontemi ile ayrilmasinin IVF i¢in daha uygun olabilecegi
sonucuna vartlmistir. En yliksek motilite degerlerinin elde edildigi sperma ayrigtirma
yontemi sonuglart birbirini destekler nitelikte iken, akrozomal biitiinliik ve plazma
membran biitiinliigli sonuglari tez ¢alismasinda Swim-up yontemiyle elde edildiginden
dolay1 literatiirdeki c¢alismanin sonuglart ile farklilik gostermektedir. Literatiir
aragtirmalar1 sonucunda, Percoll ve Swim-up yontemleri kullanilarak ayrigtirilan
spermalarin her iki yontemde de daha yiiksek akrozomal ve membran biitlinliigline
veya motiliteye sahip oldugunu gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Ozetle,
literatiirdeki ¢alismalarin sonuglar ile tez kapsaminda gerceklestirilen ¢aligmanin

sonuglar1 kiyaslandiginda benzerliklerin yan sira bazi farkliliklar da gézlenmektedir.

Sunulan bu ¢aligmada elde edilen bulgular dogrultusunda, ¢oklu karsilagtirma
testi ile FITC-PSA degerlerine gore akrozomal bozukluk bakimindan gruplar arasinda
yapilan genel kiyaslamada, 37°C ve 50°C i¢in Swim up uygulamasinin Percoll
yontemine gore daha az bozukluga sebep oldugu goriilmektedir (Tablo 3). Yiiksek
sicakliklarda elde edilen sonuglar incelendiginde, Percoll ve Swim up yontemleri
arasinda anlamli fark goriilmekte ve her iki grubun kontrol gruplarindan daha yiiksek
FITC-PSA degerine sahip oldugu tespit edilmistir. Diisiik sicakliklarda yapilan
uygulamalarda FITC-PSA degerleri bakimindan anlamli bir farklilik goriillmektedir
(Tablo 3). Bu sonuglara gore; kontrol gruplart diger gruplara kiyasla genel olarak daha

diisiik akrozomal bozukluk gostermektedir. Canli spermatozoon orani incelendiginde

56



ise; Oll parametresi sonuglari ile benzer olarak grup ortalamalari arasindaki farklilik
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur (p<0,05) (Tablo 5). 37°C ve 70°C sicaklik
degerleri kontrol gruplarinda 6lii, canli, akrozomal bozukluk ve motilite bakimindan
istatiksel bir farkliliga neden olmazken, 50°C diger sicaklik degerlerine kiyasla

spermanin motilite ve canlilik durumlarini olumsuz etkilemektedir.

3 farkli grubun 3 farkli sicaklik seviyesinden elde edilen 6lii, canli ve motilite
parametre sonuglari ele alindiginda; kontrol grubu, Percoll ve Swim-up gruplarindan
daha yiiksek 6lii spermatozoon oranmna sahip grup olarak tespit edilmistir. Olii
spermatozoon degerlerine bakildiginda, 50°C’de en yiiksek ortalama deger Kontrol
grubunda tespit edilmistir ve her {i¢ sicaklik seviyesinde en diisiik deger ise Swim-up
37°C grubunda Ol¢iilmiistiir. Canli spermatozoon oran1 agisindan ise, en yliksek deger
37°C ve 70°C’de Swim-up grubuna ait iken, en diisiik deger sadece 50°C i¢in Kontrol
grubunda hesaplanmistir. Motilite degerleri i¢cin 37°C ve 50°C sicakliklarda en diisiik
deger kontrol grubundadir (p<0,05) ve kontrol gruplarinin her ii¢ sicaklikta da diger
gruplara kiyasla en yiiksek 61, en diisiik canli degerlerine sahip oldugu goriilmektedir.
Diger iki grup arasinda ise Percoll yonteminin Swim up yontemine kiyasla daha fazla
oli spermaya sahip oldugu tespit edilmistir. Motilite acisindan kiyaslandiginda ise,
kontrol grubundaki spermanin diger iki gruba gore daha diisiik degere sahip oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda Percoll yontemi uygulamasinda yiiksek
canlilik ve motilite, diigiik 61l degerleri i¢cin 50°C, diger sicakliklarla kiyaslandiginda
daha uygun goriilmektedir. Swim-up yonteminin 6lii, canli ve motilite degerleri
sicakliktan bagimsiz oldugu sonucuna varilmustir. Incelenen Host/100 degerlerine gore
ise Percoll gruplar arasinda 50°C’de istatistiksel ag¢idan anlamli bir farkliligin
olustugu goriliirken (p<0,05), Kontrol ve Swim-up igin sicaklik derecelerinin bir
farklilik gostermedigi (p>0,05) tespit edilmistir (Tablo 5). Belirtilen 3 grubun
kiyaslanmasi sonucunda en fazla sperma plazma membran biitiinliigline sahip grup

Percoll grubu olarak belirlenmistir.

Bu tez kapsaminda uygulanan sicaklik degerleri goz oniine alindiginda;
37°C’nin diger iki sicaklik gruplarina kiyasla daha az akrozomal bozukluga sebep
oldugu goriilmiis ve spermanin akrozomal biitiinliiglinii korumak i¢in optimum deger

37°C olarak belirlenmistir. Kontrol gruplari i¢in en yliksek canli, motilite ve en diigiik
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olii degerlerinin goriildiigii sicaklik degeri 37°C optimum olarak belirlenmistir. Percoll
grubunda en yiiksek canli spermatozoon, motilite ve en diisiik 6lii degeri i¢in optimum
50°C, Swim up grubunda canli ve 6lii parametreleri i¢in optimum sicaklik degeri 70°C,
motilite i¢cin 37°C olarak belirlenmigtir. Literatiirde bulunan bazi g¢aligmalarin
sonuglarinda belirtilen Swim-up ve Percoll sperma ayristirma yontemlerinin
ayristirilmamis spermaya kiyasla daha yiiksek oranda canli sperma elde edilmesi,
sunulan bu ¢alisma sonuglarini destekler nitelikte bulunmustur (Arias ve ark., 2017;
Mehmood ve ark., 2009; Somfai ve ark., 2002). En yiiksek canli, en yiiksek motilite
ve en yliksek akrozomal biitiinliige sahip spermalarin elde edildigi yontem Swim-up
olarak belirlenmis ve ayni zamanda en diisiik Olii sperma degerleri de yine bu
yontemde gozlemlenmistir. Mehmood ve ark., (2009) tarafindan elde edilen motilite
sonuclari, sunulan bu ¢aligmadaki sonuglar ile birbirini destekler niteliktedir. Arias ve
ark (2017) ile Somfai ve ark. (2002) tarafindan gergeklestirilen ¢aligmalarin plazma
membran biitiinligii ile iligki sonuglar ele alindiginda bu ¢alisma dogrultusunda elde
edilen sonuglar benzerlik gostermektedir. Fakat elde edilen akrozomal biitiinliik
sonuglar1 literatiirde yer alan ve yukarida siralanan sonuclar ile benzerlik
gostermemektedir. Elde edilen bulgulara gore; en yiiksek canli, motilite ve en diisiik
oli degerlerinin goriildiigii sicaklik degeri kontrol grubu i¢in 37°C, Percoll grubu i¢in
50°C, Swim up grubu i¢inse canli ve olii parametreleri i¢in 70°C, motilite i¢in 37°C

olarak tespit edilmistir.

Sunulan g¢alismanin sonucunda, genel olarak akrozomal ve plazma membran
biitiinltiglinlin korundugu optimum sicaklik 37°C olarakmbulunmustur; ancak, Percoll
ve Swim up gruplarinin akrozomal biitiinlik acisindan kontrol grubundan daha
olumsuz, plazma membran biitiinliigli acisindan ise daha olumlu sonu¢ verdigi
goriilmiistiir. Olii/canli oranlar1 bakimindan Percoll ve Swim up gruplar1 igin optimum
sicakligin 50°C oldugu; ancak, 50°C’de kontrol grubunun diger sicaklik grubundaki
kontrollerden diisiik oldugu gozlenmistir. Motiltite oranlar1 agisindan Percoll 70°C
haricinde elde edilen sonuglar sicaklik parametresi bakimindan gruplar arasinda
benzer bulunmustur. Ayristirma iglemi uygulandigindan dolay1 kontrol gruplarindan

elde edilen sonuglar deneme gruplarina gore daha diisiik bulunmustur.
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Sonu¢ olarak, basta in vitro fertilizasyon olmak iizere, yardimci iireme
tekniklerinden daha iyi sonuglar alinabilmesi i¢in sperma ayristirma yontemlerinden
mutlaka yararlanilmasi ve ¢ozilindiirme isleminin daha pratik olmas1 ve ¢oziindiirme
stirecinin uzamasindan kaynaklanacak olumsuz etkiden etkilenmemek amaciyla 37°C

¢ozlindiirme sicakliginin kullanilmasinin uygun olacagi sonucuna varilmstir.
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