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OZET

DONDURULMUS COZDURULMUS HOLSTAYN IRKI BOGA SPERMASININ
MORFOLOIJI TESPITINDE FARKLI METODLARIN KARSILASTIRILMASI

Ismail YAMAK
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Doélerme ve Suni Tohumlama (Veteriner) Ana Bilim Dali
Yiksek Lisans, Ocak/2023
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Eser AKAL

Hayvanlarda goriilen diisiik fertilitenin en onemli nedeni ejakiilat icerisindeki
spermatozoa ve akrozomda meydana gelen bozukluklardan kaynaklanir. Sperma
morfolojisi erkek iireme kapasitesinin belirlemede ¢ok Onemli bir gostergedir.
Spermada morfolojik bozukluklarin saptanmasi amactyla bir¢ok metot mevcuttur. Bu
tez c¢aligmasinda dondurulmus ¢6zdiiriilmiis boga spermasinda spermatozoon
morfolojisinin degerlendirilmesinde, siv1 fikzasyon metodu (Hancock), SpermBlue®
ile boyama, Spermac® ile boyama, Diff-Quick® ile boyama ve Papanicolaou® ile
boyama yontemleri kullanilarak, dondurulmus-¢ozdiriilmiis spermalarda anormal
spermatozoa orani tespitinde kullanilan farkli yontemlerin uygulanabilirligi,
gecerliligi ve dogruluklar1 hakkinda degerlendirmeler yapilmasi ve anormal
spermatozoa orani tespitinin saptanmasinda farkli yontemlerle elde edilen bulgular
arasindaki farkliliklar ve benzerliklerin ortaya konmasi amag¢lanmistir. Holstein 1rki
bogalardan ayni tarihte ve ortak kosullarda toplanan (n:50) spermalardan elde edilen
0,25 ml’lik dondurulmus payetler kullanildi. Anormal spermatozoa oranini
belirlemek amaciyla yukarida belirtilen bes fakli metot kullanildi. Bas-akrozom
kismina ait, govde kismima ait, kuyruk kismina ait anomaliler ayr1 ayr
degerlendirildi. Elde edilen bas-akrozom kismina ait anomali sonuglar
degerlendirildiginde Spermac®, Diff-Quick® ve Papanicolaou® ile ulasilan sonuglar
istatistiki anlanma benzerlik gostermistir (p>0,05). Govde kismina ait anomali
sonuglart degerlendirildiginde Hancock ve SpermBlue® ile ulasilan sonuglar
istatistiki anlamda benzerlik gostermistir (p>0,05). Kuyruk kismimna ve total
anomaliye ait anomali sonuglar1 degerlendirildiginde biitiin metotlar ile ulasilan
sonuclar istatistiki anlanma benzerlik gostermistir (p>0,05). Tez c¢alismamiz
sonucunda anormal spermatozoanin degerlendirilmesinde bu bes yontemden birbirini
dogrulamasi agisindan daha c¢ok Diff-Quick®, Papanicolaou® ve Spermac®
yontemleri birbiri arasinda tutarhidir ve tercih edilmesi onerilir.

Anahtar Sozciikler: Boga, sperm morfolojisi, Diff-Quick, Hancock, Papanicolaou,
Spermac, SpermBlue
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ABSTRACT

COMPARISON OF DIFFERENT METHODS IN DETERMINING THE
MORPHOLOGY OF FROZEN-FROSTED HOLSTEIN BULL SPERM

Ismail YAMAK
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Reproduction and Artificial Insemination
Master, January/2023
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Eser AKAL

The most important cause of infertility in animals is due to defects in the
spermatozoa and acrosome in the ejaculate. Sperm morphology is a very important
indicator of male reproductive capacity. There are many methods for detecting
morphological disorders in sperm. In this thesis study, the evaluation of sperm
morphology in frozen-thawed bull semen, determination of abnormal spermatozoa
ratio in frozen-thawed semen using liquid fixation method (Hancock), staining with
SpermBlue®, Spermac®, Diff-Quick® and Papanicolaou®. It is aimed to evaluate
the applicability, validity and accuracy of the different methods used and to reveal
the differences and similarities between the findings obtained by different methods in
determining the abnormal spermatozoa ratio. 0.25 ml frozen straws obtained from
semen (n:50) collected on the same date and under common conditions from
Holstein bulls were used. Five different methods mentioned above were used to
determine the abnormal spermatozoa rate. Abnormality of the head-acrosome part,
the body part, and the tail part were evaluated separately. When the abnormality
results of the head-acrosome part were evaluated, the results obtained with
Spermac®, Diff-Quick® and Papanicolaou® showed statistically similarity (p>0.05).
When the abnormality results of the trunk part were evaluated, the results obtained
with Hancock and SpermBlue® showed statistical significance (p>0.05). When the
abnormality results of the body part an total anomaly were evaluated, the results
obtained with all methods showed statistically similarity (p>0.05). As a result of our
thesis study, Diff-Quick®, Papanicolaou® and Spermac® methods are more
consistent among each other and it is recommended to be preferred in terms of
confirming each other among these five methods in the evaluation of abnormal
spermatozoa.

Keywords: Bull, sperm morphology, Diff-Quick, Hancock, Papanicolaou,
Spermac, SpermBlue
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1. GIRiS

Gilinlimiizde bir¢ok memeli tiirlinden elde edilen spermalar, dondurma islemi
sayesinde basarili bir sekilde muhafaza edilebilmektedir. Spermada, dondurularak
saklanma isleminin ilk kez 1945 yilinda yapildig: bildirilmistir. Boga spermalarinin
dondurularak saklanmasi ve ¢ozdiiriilerek suni tohumlama uygulamalarinda
kullanilmasi ile genetik kapasitesi iistiin irklarin yayginlastirilmasi amaglanmaktadir.
Bu amag¢ dogrultusunda dondurma ve c¢ozdiirme siireglerinde canli spermatozoa
sayisinin yiiksek tutulmasini saglamak amaciyla suni tohumlama merkezleri
kurulmustur. Ayn1 sekilde, bu merkezlerde spermalarin saglikli bogalardan dogru bir

sekilde alinmasi1 ve saklanmasi islemleri de yapilmaktadir (Hansen, 2009).

Hayvansal liretim ve biyoteknolojisi agisindan yiiksek verim elde edilen
hayvan tiirlerinin genetik olarak iyilestirilmesi, hastaliklarin kontrolii, liremenin
arttirtlmasi, siirdiiriilebilir bir gida-tarim endiistrisinin basarisi i¢cin dnemli bir etkiye
sahiptir. Modern hayvanciligin gelismesi agisindan da oldukc¢a 6nemlidir (Bailey et

al., 2000).

Caglar boyunca hem hayvanlarda hem de insanlarda goriilen kisirlik 6nemli
problem teskil etmistir. Ciftlik hayvanlarinda artan kisirlik sorunu dogurganlik
seviyesinde azalmada artisa neden olmus, hayvanlarin kesime sevk miktar1 artmis ve
bu da hayvan refahinda ve c¢iftlik ekonomisinde bozulmalara sebep olmustur
(Kumaresan et al., 2020). Spermatozoon motilitesi ve morfolojisinin
degerlendirilmesi sperma ile dogurganlik iligkilerinin belirlenmesinde 6nemli bir

parametredir (Verstegen et al., 2002).

Evcil hayvanlarda verimin en dnemli parametresi sayilan dol verimi, siit ve et
gibi énemli ekonomik verimlerin siirekliliginin garantisidir (Isler vd., 1987). Suni
tohumlama amaci ile kullanilacak erkek hayvanlarin bakim ve beslenmesi son derece
onemlidir. Suni tohumlama ya da dogal asimda kullanilan damizlik erkek hayvanlara
bagh olarak sekillenen infertilite veya sterilite biiyiikk oranda ekonomik kayiplara
neden olmaktadir (Ata vd., 2014). Suni tohumlama yontemiyle erkek damizliklardan
daha fazla 6lgiide yararlanilir. Dogal asim ile bir boga yilda ortalama 60-100 inek ile
ciftlesebilirken, boga spermasinin sulandirilmas: ve dondurularak saklanmasi ile 6-10

bin inege suni tohumlama uygulamasi yapilabilir (Keskin, 1995).

Suni tohumlama gelismekte olan diinyada hizla biiyliyen sektorlerden biridir.



Siit hayvanciligini gelistirmek i¢in umut verici bir ara¢ olarak goriilmektedir
(Delgado et al., 2001; Foote, 2010). Suni tohumlama ile iistiin bir babadan ¢ok sayida
yavru tretilebilir. Boylece erkek hayvanlarin asir1 kullanimi engellenmis olur ve
ticari dagilim kolaylasir. Onemli hususlardan biri de ekonomik sistemde yavru
iretiminin, diisiik gebelik oranlari, dstrusa doniis oranlar1 ve artan gebelik kayiplari
yoluyla iireme verimliliginde azaltmaya neden olan Ornegin; Trichomonosis ve
Campylobacteriosis gibi hastaliklarin bulagsmasimni onler ve ¢iftlesme sirasinda

meydana gelen yaralanmalarin 6niine gecilir (Mohammed, 2018).

Spermatozoanin fertil kapasitesi bir¢ok etkene bagli olarak degiskenlik
gosterir. Bu etkenlerden biri de spermanin kalitesidir. Hayvanlarda goriilen fertilite
azligimin en 6nemli nedeni ejakiilat i¢erisindeki spermatozoa ve akrozomda meydana
gelen bozukluklardan kaynaklanir. [Ejakiilat icerisinde sperma miktarinin
incelenmesinde mikroskobik muayene yontemi ile yapilir (Ata vd., 2014). Suni
tohumlamanin bagaris1 degerlendirilirken disi hayvan ile iligskili parametrelerin
degerlendirilmesi haricinde erkek damizliga ait spermanin muayenesi de oldukca
onemlidir. Spermanin alinmasi ve muayenesi Ustiin genetik Ozelliklere sahip
spermalarin sonraki yillara aktarilmasit su gibi durumlarda onemlidir: Akademik
caligmalar, yash ve sakat asim yapamayan veya tecrilbesiz hayvanlarin
degerlendirilmesinde, erken yasta yavru elde edilmesi. Spermanin mikroskobik
muayenesine  bakilirken  spermatozoonun  goriintiisii, metabolizmas1  ve
fonksiyonlarinda herhangi bir bozukluk olup olmamasi agisindan degerlendirilir (Ax

et al., 2000).
1.1. Sperma Kriyoprezervasyonu ve Spermatolojik Parametrelere Etkisi

Spermalarin  uzun siire bozulmadan saklanabilmesi kriyoprezervasyon
yontemiyle miimkiindiir. Kriyoprezervasyon, dokularin ve hiicrelerin sifirin altinda
1silara sogutularak yapilarinda biyolojik aktivitelerini durdurarak gelecek kugaklarda
kullanilmasini ifade eder (Tunali, 2014). Spermanin dondurma iglemi sirasinda hiicre
igerisinde su kaybi fazla olmasi durumunda ¢ozelti konsantrasyonu artar ve zarar
vermeye baslar. Su kaybi1 az olmasi durumunda ise buz kristalleri hiicre zarina
fiziksel olarak zarar vermeye baslar. Her iki durumda da hiicre zarinda meydana
gelen degisiklikler sogutma oraniyla alakali olarak meydana gelir. Dondurma
sirasinda spermanin zarar gormemesi i¢in sicaklik yavas yavas azaltilmalidir (Yavas

ve Dagkin, 2012). Dondurma sirasinda meydana gelen stres faktorleri, diislik
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sicakligi dogrudan etkileri ya da buzlanmaya bagli olarak fiziksel degisiklikler
meydana gelir (Tunali, 2014). Dondurma isleminde buz olusumunu engellemek
amaciyla diisiik sogutma 1sis1 tercih edilir. Bu da uzun siire yiiksek osmolarite
olusturdugundan membran lipoproteinlerin yapisinda denatiirasyona yol acar ve
sitoliz sekillendirir. Sogutma hizli olmasi halinde enerji kayb1 fazladir. Azalan enerji
sonucu hiicre igerisinde su atilamaz ve su miktarinda artis meydana gelir. Bu durum
hiicre igerisinde buz olusmasina ve hiicrenin 6lmesine neden olur. Bu ylizden
sogutma hizi uygun olmalidir. Spermada hiicre zarinin yapisinda bulunan iki siral
doymamis yag asitlerinin sagladigi membran akisindan dolay1 baglangigta hizl
sogutmadan etkilenmez. Disilk su miktar1 kriyoprezervasyon hasarina maruz
kalmaya kars1 daha dayanikli olmasini saglar. Sicakligin aniden diismesi hiicrelerin
yapisinin bozulmasi, membran gegirgenliginde ve hiicre iskeletinde bozulmalardan
kaynaklidir. Dondurma sirasinda meydana gelen hasarlar, yogun dehidrasyon, pH
degisiklikleri, hiicre icerisinde buzul kristallerinin sekillenmesi ve protein
denatiirasyonundan kaynaklanmaktadir (Tunali, 2014). Sicaklik diistikliigiinden
kaynaklanan fonksiyon kaybi ve hiicre hasari, hiicre iskelet yapisinda ve membran
gecirgenliginden kaynaklanmaktadir (Ozgél, 2019). Fertilite yeteneginin bozabilen
ya da engelleyebilen islemlerden once semen alinip saklandigi takdirde ilerde

olusabilecek infertilite dnlenmis olur (Tunali, 2014).

Kriyoprezervasyon goriilen hasarlarin bir bagka formu da membran hasari,
DNA yapisinda bozulma ve organel hasari olarak da goriilebilir. Cozdiirme-
dondurma islemleri uygun bir sekilde de uygulansa %30-50 oraninda motilite kayb1

sekillenebilir (Ozgél, 2019).

Kriyoprezervasyon isleminde bes Onemli nokta vardir. Bunlar; suyun
donmasindan  kaynaklanabilecek  hiicre =~ hasarim1  azaltmak  amaciyla
kriyoprotektanlarla meydana gelen ilk etkilesim, dondurmanin sifir derecenin
altindaki sicaklik degerlerinde dondurma, saklanmasi, ¢6zdiirme, kriyoprotektanlarin
ve dillisyonlarin ortamdan uzaklastirilmasi gerekir. Tiim bunlar yapilirken hiicre
yapisal biitlinliigii, hiicre hasar1 ve fonksiyonel Ozelliklerine dokunulmamalidir

(Tunali, 2014).

Spermanin kalitesi biyoteknolojik ¢aligmalarin basarisi i¢in olduk¢a dnemli bir
faktordiir (Daskin vd., 2006). Spermanin ¢ozdiiriilme ve dondurulma islemleri

spermatozoon membrani {izerinde spermatozoonun hem fertilizasyon hem de canlilik
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yeteneginin azalmasina neden olan kimyasal ve fiziksel stres meydana getirmektedir.
Suni tohumlama esnasinda spermanin ¢dzdiirme asamalart ve tohumlama islemi
sonrasinda spermatozoonlar ozmotik basinca ve farkli sicaklik degerlerine maruz
kalabilmektedir. = Spermatozoonun sicaklik  degisimlerine maruz kalmasi,
spermatozoonun morfoloji ve motilitesini etkileyen soguk sokuna neden olmaktadir.
Spermanin ¢odzdiriilmesi dondurulmast kadar spermatozoon canliliginda da
onemlidir (Selguk vd., 2014). Spermada 6lii ya da anormal spermatozoa oraninin
fazla olmasi, organik veya inorganik hiicre atiklari sperma kalitesini diisiirmekle

birlikte fertilite giiclinde de azalisa neden olmaktadir (Dagkin vd., 2006).

19. yiizyildan beri hiicrelerin mikroskobik yapisi incelenmektedir ve yapilan
ani sogutmalar spermatozoa parametrelerine zarar verebilmektedir. Spermatozoa ani

sicaklik degisimine maruz kalirsa geri doniisiimsiiz yapis1 bozulur (Hancock, 1952).

Sperma muayenesi yapilirken makroskobik, mikroskobik, fiziksel ve kimyasal

muayene yontemlerinden yararlanilir.
1.2. Sperma Muayenesi
1.2.1. Spermamin Makroskobik Muayenesi

Sperma Miktari: Sperma hacmi diisiik olmasi tohumlama uygulamalarim
olumsuz etkiler. Spermanin hacmini eklenti bezlerinden salgilanan sivilar olusturur.
Spermanin miktari normal sinirlarinda olmasi istenilen bir durumdur. Spermanin

normal degerlerinin altinda olmasi hipospermi olarak adlandirilir (S6nmez, 2012).

Spermanin Rengi: Hayvan tiirlerine gore farklilik gostermekle beraber agik
krema renginden, koyu krema rengine kadar degisiklik gosterir.  Spermanin
rengindeki degigsmeler sperma igerisinde meydana gelen kirli sar1 renkte olmasi irin,
pembe renkte kanamanin olmasi taze kanamanin sekillenmesi, kahve renkte olmasi
ise eski bir kanamanin meydana geldigini gosterir. Normal renkte olmayan spermalar

suni tohumlama islevlerinde kullanim1 uygun degildir (Ax et al., 2000).

Spermanin Viskozitesi: Akmaya karst gosterdigi direng olarak ifade edilir.
Akigkanlik spermayi olusturan sivi igerisindeki spermatozoon sayisina baglidir

(Sonmez, 2012).

Spermanin Kokusu: Fertil ve saglikli hayvanlarda yumurta sarisin1 andiran ¢ok

az aromatik kendine has bir kokusu vardir (Ax et al., 2000).



Spermanin Kaynama Hareketi: Spermanin kitle ya da girdap hareketi olarak
tanimlanir. Ozellikle ko¢ ve bogalarda sperma alindiktan sonra yapilmalidir.
Yapilacak islemde kullanilacak malzemelerin steril ve temiz olmali, kullanilan
kaplarin ve spermalarin sicakliginin 35-37°C olmalidir. Sperma bir pipet yardimiyla
almip bir lam iizerine 2-3 damla damlatilir, tizerine lamel kapatilarak inceleme
yapilir. Spermada degisik Olciilerde icten kaynama hareketi goriiliir (Hossain et al.,
2012). Hareket kabiliyeti spermanin ¢ok sayida spermatozoon sayisinin oldugunu
gosterir. Alinan kaliteli boga, kog, teke spermalarinin makroskobik muayenesinde
kitle hareketi: yelde kabarmis irmagin girdap akintisi, gdkytiiziinde bulutlarin seyri ya
da bugday tarlasinda riizgarin etkisiyle salinan basaklarin dalgalanma hareketini
andirir. Goriilen bu dalgalanmanin nedeni toplu haldeki motil spermatozoonlardan
kaynaklanmaktadir. Mikroskobik incelenmelerde ise bakilan bazi sahalarin siyah
renkli oldugu goéze carpar. Bu durum sperma yogunluguyla alakalidir. Sperma
icerisinde motil spermatozoa orani artik¢a bu dalgalanmalar ve siyah renkli alanlarin
artigl gorilmiistiir. Sperma yogunlugunun az oldugu durumda ise hareketlerdeki
dalgalanmalar yavaglamistir ve siyah renkli alanlarin azaldigi goriilmiistiir (S6nmez,
2012). Boga spermasinin kog ve tekelere gore sperma miktar1 daha diisiiktiir. Sperma
kitle hareketi 0-5 arasinda kriterle belirlenir. Spermanin kullanimi i¢in en az 3 puana

sahip olmasi1 gerekmektedir (Hossain et al., 2012).
1.2.2. Spermanin Mikroskobik Muayenesi

Spermanin mikroskobik muayenesinde ¢esitli parametreler degerlendirilir.
Ozellikle sperma motilitesi, spermanin yogunlugu, kitle hareketi, anormal
spermatozoa orani ve 0li spermatozoa orani sperma kalitesinin belirlenmesi i¢in son
derece onemlidir (Tekin vd., 2011). Spermanin mikroskobik degerlendirilmesi; taze,

¢Ozdiiriilmiis, sulandirilmig, dondurulmus spermalara bakilarak yapilabilmektedir.

Spermatozoada Kitle Hareketi Tespiti: Kitle hareketi bakilirken kullanilan tiim
malzemeler temiz, steril olmali ve sperma ile kullanilacak bu malzemelerin sicaklig
35-37°C olmalidir. Spermatozoanin normal hareketi ancak bu sicakliklarda
miimkiindiir. Bu degerin {izerindeki sicakliklarda spermatozoa 6lebilir. Kitle hareketi
muayene edilirken bir pipet yardimiyla 1-2 damla sperma alinarak lam iizerine
damlatilir. Mikroskopta x100 biiylitmede 2-3 mikroskop sahasinda kitle hareketi
degerlendirilir. Tyi kalitedeki spermalarda kog, boga ve tekelerde selde kaparmis bir

irmagin girdapli akintisi, bulutlarin gokyiiziindeki hareketi ya da riizgarin bugdayh
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bir basak tarlasinda dogurdugu dalgalanmay1 andiran hareket seklinde goriiliir.
Ayrica mikroskop sahasi incelendiginde bazi alanlar yogun siyah renkte goriiliir. Bu
durum spermatozoonlarin yogunluguyla alakalidir. Spermadaki spermatozoon orani
artikga s6z konusu yogunluk ve siyah alanlar da daha giiclii ve genis olur. Tersi
durumda da dalgalanma hareketleri olduk¢a yavastir veya siyah golgeler hic
olusmaz. Kitle hareketi tiire 0zgli degisiklik gosterir. Aygir, domuz ve kopek
spermasinin yogunlugu boga ve kog¢ spermasina gore ¢ok diisiik olmasindan dolay1
muayene sirasinda bu dalgalanma hareketi goriilmez. Spermatozoa hareketi
kipirdayan noktalar veya hareket eden kum taneleri seklinde goriiliir. Boga, kog ve
teke spermasi kitle hareketi yoniinden degerlendirildiginde, hareket derecesine gore
0-5 arasinda puanlama yapilir (Tablo 1.1). Spermanin kullanilabilmesi i¢in en az "3"

puan degerine sahip olmasi gerekir (Sonmez, 2012).

Tablo 1.1. Spermanin kitle hareketinin degerlendirilmesi (Hossain et al., 2012)

Puanlama ACIKLAMA
0 Hareket yetenegi yoktur.
1 Kitle hareketi azdir, dalgalanma hareketi goriillmez.
2 Az miktarda dalgalanma ve kitle hareketi goriiliir.
3 Spermatozoalarda %50-70 hareket goriiliir. Fakat girdap ve dalgalanma

hareketi ¢ok yavastir.

4 Spermatozoalarda %70-80 hareket vardir. Hareketlenme hizlidir ancak
girdap ve dalgalanma miikemmel degildir.

5 Spermatozoalarda %80 iizerinde hareketlenme goriiliir. Cok giiglii kitle

hareketi ile siyah alanlar olusmustur.

Sperma Motilitesi: Herhangi bir yone hizli hareket, hareket eden
spermatozonlarin, hareketsiz bigim goOsteren spermatozoonlara orani olarak ifade
edilir. Motilite oraninin tespit edilmesi hem ekonomik yonden hem de dol verimi
yoniinden olduk¢a Onemlidir. Son yillarda gelismelerle beraber arastirma
merkezlerinde motilite muayeneleri 6zel bilgisayar sistemleri tarafindan yapilmaya
baglanmigtir. Sperma motilitesini etkileyen faktorler ise, pH, spermatozoon yasi,
morfolojik yapisi, biyokimyasal 6zellikleri, sicaklik, iyon konsantrasyonu ve bazi
kimyasal maddelerin diizeyi etkiler. pH, ejakiilat icerisinde bulunan sodyum,
magnezyum, kalsiyum ve potasyum miktarlar1 sperma kalitesini etkiler. Bunlarla

beraber bikarbonat bazi sperma fonksiyonlarini da aktive edebilir. Ortamin pH degeri



sperma motilitesi ve canli kalma siiresi iizerinde etkilidir. Bogalarin sperma pH’s1

(6,9) notre yakindir (Sonmez, 2012).

Spermatozoon Yogunlugu: Hemositometrik, fotolometrik ve elektronik
partikiil saya¢ yontemi kullanilarak bulunur. Sperma yogunlugu belirlenmesi sperma
kalitesinin bulunmas1 yoniinden de 6nem arz eder. Tohumlama dozunun belirlenmesi
motil spermatozoon yogunlugunun da mutlaka bilinmesi gerekir (Sénmez, 2012).
Spermanin yogunlugu birim hacimde bulunan spermatozoan sayisini gosterir.
Sperma yogunlugu geng bogalarda 2 x 10% sperm/mL iken ergin bogalarda 1,8 x 10°
degiskenlik gosterir (Nagata et al., 2019). Pratikte en ¢ok hemositometrik yontem
kullanilmaktadir. Bu amagla 5 ml hayem soliisyonu igerisine 10ul sperma eklenerek
1/500 oraninda sulandirilarak Thomas lamina aktarilip kiigiik kareler sayilir. Daha

sonra formiilasyonda yerine koyularak sperma yogunlugu hesaplanir (Tekin vd.,

2011).

Olii-Canli Spermatozoa Tespiti: Fertilizasyonun basaris1 agisindan énemli bir
etkendir. Hiicre zari, diger hiicreler ve ortam arasinda diyalogu saglar.
Spermatozoonda canli-hiicre miktar1 hiicre zarimin fonksiyonel 6zelliklerinden
kaynaklanir. Boga spermasinin yapisinda her zaman belli oranda 6lii ya da membran
hasarli hiicreler bulunur. Spermada olii-canli hiicre yapisini belirlemek amaciyla
eosin-nigrosin boyasi siklikla kullanilir. Olii hiicrenin zeminini nigrosin boyarken,
Oli hiicreleri ise Eosin boyasi sitoplazmasini boyar. Canli olan hiicreler ise boya

almaz, boyanmazlar (Bailey et al., 2000).

Hipoozmotik sisme testi (HOST): Erkek kisirliginin teshisinde bir takim
spermatozoon Ozellikleri degerlendirilir. Spermatozoon zarinin islevsel biitiinliigiinii
degerlendirmek ig¢in bir test, dnemli bir Slgiittiir. Spermatoozon zarinin biitiinliigi
metabolizmasi i¢in 6nemli oldugu kadar, erkek ve disi gametlerin basarili bir sekilde
birlesmesi, sperm kapasitasyon ornekleri, akrozom reaksiyonu ve spermatozoanin
yumurta ylizeyine baglanmasi i¢in gereklidir. Bu nedenle, sperm zarinin biitiinligii
ve fonksiyonel aktivitesi, dollenme siirecinde temel Oneme sahiptir ve zar
fonksiyonunun degerlendirilmesi, spermatozoanin délleme potansiyelinin yararli bir

gostergesi olabilir.

Anormal Spermatozoon Tespiti: Spermada 9%5-10 oraninda anormal

spermatazoon bulunabilir. %20’ye kadar dol verimini olumsuz yonde etkilemez. Bu



oran %25 den fazla olmasi halinde suni tohumlama amaciyla kullanilamaz.
Spermanin orta boliimiinde meydana gelen kirilma, kopma, ince boyun, kalin boyun,
deforme boyun goriilebilir. Yapisal anormalliklerde ise ¢ift bas- ¢ift kuyruk, ¢ift bas-
ic kuyruk ve tek bas- ¢ift kuyruk goriilebilir. Anormal spermatozoa belirlenmesinde
stv1 fikzasyon yonteminden yararlanilarak 1 damla sperma o6rnegi 0,5 ml Hancock
solisyonuna damlatilarak bakilir. Karigtillip 5 dakika beklendikten sonra,
karistmdan 1 damla lam iizerine damlatildiktan sonra lamel iizerine kapatilir. Uzerine
immersiyon (sedir) yagi damlatilarak 100’liikk objektifte incelenir. 400 spermatozoon
sayilarak morfolojileri belirlenir. Olii spermatozoa tespitinde ise %3‘liik sodyum
sitrat soliisyonu igerisinde %2‘lik hazirlanmis Eosin boyasi ve sperma bir damla
damlatilarak froti c¢ekilerek 400 spermatozoa sayilir. Kirmizi renk gosteren
spermatozoa Olii kabul edilir ya da 37°C %2°lik hazirlanmis Eosin boyasi ile bir
damla sperma iki damla Eosin boyasi damlatilarak froti ¢ekilir. 15 dakika
bekletildikten sonra 40’lik biiyiitmede 400 spermatozoa sayilarak boyanmis olarak
yiizde (%) olarak hesaplanir (Tekin vd., 2011).

Organlarin sekillerinin 6lgme durumuna yarayan sperm morfometrisi, erkekte
iireme kapasitesinin gosterilmesinde Onemli bir kriterdir. Yapilan arastirmalar,
infertil spermatozoalarin sperm basinin uzun ve kisa eksen acisindan fertil
spermatozoaya gore daha biiyilk oldugu ve basin uzunlugu daha fazla oldugu
goriilmiistiir. Spermatozoon basi kiiclik olan hayvanlarin daha dogurgan oldugu
goriilmiistiir. Arastirmalar sadece spermatozoon boyutunun dolleme kapasitesine
bagli olmadigini, orta kisim ve kuyruk kismini da etkiledigini gostermistir. Kuyruk
uzunluklar1 fazla olan spermatozoa, daha fazla hareket yeteneklerine sahip
olduklarindan dolleme kapasiteleri de daha yiiksektir. Morfometrik veriler,
spermatozoanin ger¢ek in vitro ve in vivo kapasitesi hakkinda bilgileri artirir ve
fertilizasyondan once dondurulmaya uygunlugunun belirlenmesini miimkiin kilar
(Hirano et al., 2001). Spermatozoa dondurma islemi ¢ogu memeli hayvan tiirlerinde
stvi  nitrojen (-196 °C) icerisinde yapilarak basarili sonuglar vermistir.
Spermatozoanin yasamsal fonksiyonlarini saklama sicakligi, sogutma/¢ozdiirme hizi,
kullanilan kriyoprotektanlar maddeler ve sulandiricinin kimyasal yapisi etkiler (Ax et
al., 2000). Spermanin uygun bir yontemle alinmasi, dondurma-¢dzdiirme, saklama
gibi bir¢ok ydntem spermatozoon fertilizasyonunu etkiler (Morrell, 2011).

Dondurma ve ¢ozdiirme spermatozoonun morfolojisini, fonksiyonunu ve



biyokimyasini olumsuz yonde etkiler. Dondurma/cozdiirme hiicre organellerindeki
cozeltilerin yogunlugunun artmasina, hiicresel su kayiplarinin sekillenmesine ve
hiicre organellerinde cesitli hasarlara yol agabilir (Gilmore et al., 2000). Bogalarda
alman spermatozoa sulandirma, dondurma, depolama, ¢6zdiirme ve c¢ozdiirme
sonras1 uygulanan iglemler ve ani sicaklik degisimleri spermatozoon yapisini etkiler

ve hasara ugratabilir (Senger, 1980).

Sperma morfolojisi hem insan hem de hayvanlarda dogurganlik belirleme
yonlinden kullanilan parametreler 6nem arz eder. Anormal spermatozoanin
morfolojik ac¢idan tireme yetenekleri yoktur. Sperma morfolojisi erkek iireme
kapasitesinin belirlemede ¢ok 6nemli bir gostergedir (Banaszewska et al., 2015).
Morfolojik muayene yontemi ile fertilitesi diisiik spermatozoonlarin eliminasyonu
saglanabilir. Akrozom reaksiyonu, kapasitasyon, sperm-oosit fiizyonu gibi sperma
fonksiyonlart serbest oksijen radikallerine ihtiyag¢ duyar. Serbest oksijen
pargaciklarinin yiiksek olmasi spermanin infertilitesine neden olur (Gil-Guzman et
al., 2001). Morfolojik olarak anormal ve olgunlasmamis spermatozoa, stoplazmik
l6kositler serbest oksijen miktarinda artisa neden olur ve bu da fertiliteyi olumsuz

etkiler (Banaszewska et al., 2015).

Spermanin bas, boyun ve kuyrukta meydana gelen degismeler morfolojik
degisme olarak adlandirilmigtir. Bu degismeler mikroskobik olarak adlandirilip
primer, sekunder ve tersiyer olarak gruplandirma yapilir. Primer bozukluklar
genellikle akrozom ve sperm basinda, sekunder bozukluklar spermanin kuyrugunun
orta kisminda ve tersiyer bozukluklar ise kuyrugun diger kisimlarinda bildirilmistir.
Bu smiflandirmada bas ve akrozomda meydana gelen bozukluklar %20 veya total
bozukluklar %30 ge¢mesi durumunda infertiliteye neden oldugu saptanmistir (Ax et
al., 2000). Ciftlik hayvanlarinda spermatozoanin apikal kisminda bulunan akrozom,
korona penetrasyon enzimi, hiyoluronidaz, ndéroaminidaz, proakrozin, akrozin,
proteinaz, 18 esteraz, fosfataz, fosfolipaz A2, asit fosfataz, aril siilfataz, beta-N-asetil
glukozaminidaz, aryl aminidaz ve kollagenaz gibi enzim yapisinda molekiiller igerir.
Bu enzimler sperma fertilitesinde Onemli bir yere sahiptir. Akrozom yapisi

morfolojik degerlendirmede 6nemli bir yere sahiptir (Ax et al., 2000).

Boga spermasinda meydana gelen degismeler akrozom enzimlerinin yapisinda
meydana gelen bozulmalardan kaynaklanir. Akrozom muayenesi yapilirken

degismeler genis, graniillii, kiiclik egrilmis, dejenere akrozom ve akrozomsuz
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spermatozoit olarak gruplandirilir. Gebelik oranlarmin belirlenen seviyede olmasi
sadece motilite degeriyle yeterli degildir. Bunun yani sira hiyoluronidaz, corona
penetrasyon enzimi (CPE), néroaminidaz ve tripsin gibi enzimlerin de bulunmasi ve
akrozomun yapisinin bozulmamis olmasit gerekir. Morfolojik degerlendirme
sirasinda akrozomun uc kisiminda basa en yakin bozukluk sayilarak baslanir. Bu
asamada en az 100 hiicre sayimi yapilir. Hiicre sayisi ne kadar fazla sayilirsa

dogruluk degeri o kadar atar (Aalseth et al., 1986).

Spermatozoanin metabolizmasi, fonksiyonlari, morfolojik degisiklikleri
goriilmesi amaciyla bilgisayar destekli ekipmanlar ve flow sitometri gibi gelistirilmis
sistemler kullanir. Spermatozoanin baga bagli olarak sekillenen bozukluklar dar,
mizrak ucu formlu, kiirek, ampul, kuyruksuz, iri, kii¢iik, biiziilmiis, armut ve iki basl
olarak gruplandirilir. Bu bozukluklar ¢ogunlukla spermatogenezis asamasinda
sekillenir. Kuyrugun goriiniimiiyle ilgili meydana gelen bozukluklar diiz, ¢ok
girintili, dar ve genis olarak ifade edilir. Basin orta kisminda ise meydana gelen
bozukluklar abaksiyal baglanma, paraksiyal baglanma, retroaksiyal baglanma,
kirilmis ve kopmus olarak gruplandirilir (Menon et al., 2011). Spermatozoaya enerji
saglayan orta boliimiinde meydana gelen bozulmalar ise kalin, kisa, ince, deforme,
kivrik, katlanmis, axillar tip, fibrilli ve protoplazmik damlacik bulundurma sekline
gore gruplandirma yapilir. Spermaya hareket saglayan kuyruk kismi da ki
bozukluklar ise yumak seklinde, kirik kuyruk, basa sarilmis, rudimenter, bagsiz
kuyruk, geriye donme, cift kuyruk ve fibrillesme durumuna gore gruplandirma

yapilir (Menon et al., 2011).

Spermada morfolojik bozukluklarin saptanmasi amaciyla Fast Green Eosin-
Nigrosin, Opal Blue, Giemsa boyama yontemlerinin yani sira Hancock, hayem erigi
gibi s1v1 soliisyonlar da kullanilabilir. Hiicre degerlendirilmesinde bu soliisyonlarin
pH’s1, sicakligi, ozmotik basinci ve boyama siiresi gibi etkenler belirler. Fertilitede
dogruluk parametresini artirmak amaciyla flow sitometri ve goriintii analiz sistemleri
gibi otomatize yontemleri belirlenmistir. Kisa bir zamanda ¢ok sayida hiicre tespit
edilerek gercege yakin yiiksek sayilarda dogrulugu tekrarlanan deger bulunabilir (Ax
et al., 2000). Elde edilen morfolojik degisiklikleri belirlemek amaciyla cesitli
yontemler kullanilir. Infertiliteye sebep olan (mayor), infertiliteye sebep olmayan
(mindr) olarak iki sekilde siniflandirilir. Arastirmacilarin bazilar birinci, ikinci ve

ticlinciil bozukluklar olarak siniflandirmaya tabi tutmuslardir (Menon et al., 2011).
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Dondurulmus ¢o6zdiiriilmiis boga spermalarinin morfolojik muayenelerinde
cesitli boyama yontemleri kullanilmaktadir: Giimiis nitrat, Coomassie Blue G-250
yontemi, Naphthol yellow-S+Eritrosin-B yontemi, Ponceau-S+Naphthol Yellow-
S+Eritrosin-B boyama yontemi ve Trypan Blue+Giemsa ile boyama yodntemi

kullanilir (Ata vd., 2014).

Papanicolaou® boyas1 (Papanicolaou®, 1942), hem Diinya Saghk Orgiitii
kriterleri (DSO) hem de Tygerberg Strict kriterleri i¢in 1999°dan itibaren icin insan
sperm morfolojisi degerlendirmesi icin standart haline geldi. Diff-Quick® tipi
boyama prosediirli, sperm morfolojisi ve sperm kromatin durumunu degerlendirmek
icin hizli bir yontemdir (Sousa et al., 2009). Diff-Quick®'in spermatozoonun
sismesine (Kruger et al., 1988) ve arka plan lekelenmesine (WHO, 1999) neden
oldugu bulgularina ragmen, insan sperm morfolojisi degerlendirmesi igin DSO
(1999) tarafindan onerilmektedir. Spermac®, insan akrozomunun boyanmasinda
ozellikle etkili olan, morfolojinin belirlenmesine yonelik baska bir hizli sperm
boyama prosediiriidiir (Oettle,1986; Chan et al., 1999). Spermac® prosediirii daha
once boga, kog, keci, kopek, at, yaban domuzu, ¢ita ve insandan alinan taze ve
sulandirilmis  spermanin boyanmasinda kullanilmigtir (Oettle, 1986; Oettle and
Soley, 1985; Oetjen-Terdenge, 1988; Chan et al., 1996; Viggiano et al., 1996;
Watkins et al., 1996). Bu metakromatik boyama, esas olarak ¢esitli derecelerde
akrozomal hasarlar1 goriiniir kilmak i¢in kullanilir ve ayrica akrozomal reaksiyon
sirasinda meydana gelen bazi degisiklikler goriilebilir. Seyreltilmis ve dondurulmus
spermada da uygulanabilen, hizli, gilivenilir ve kolay bir islem olarak
tanimlanmaktadir. SpermBlue®, basit bir sabitleme ve boyama prosediiriinii i¢ceren
hizli bir boyama yontemidir (25 dakika). Fikzasyon ve boyama ortami spermaya gore
bliylikk  ol¢iide  izo-ozmotik  oldugundan  belirgin  bir sisme  belirtisi
gozlemlenmemektedir. Spermatozoa, hipo-ozmotik soliisyonlara yerlestirildiginde
kolayca siser ve hiper-ozmotik soliisyonlarda biiziilir. SpermBlue® ayrica
spermatozoanin ana bilesenlerini net bir sekilde tanimlamak ic¢in uygundur.
Spermatozoa morfolojisi degerlendirmesi, her pargay1 degerlendirmek i¢in akrozom,
bas, orta kisim ve kuyrugun sinirlarini agikga gosterecek sekilde spermatozoanin
diferansiyel olarak boyanmasini gerektirir. Cesitli arastirmalar, insanlarda (Kruger et

al., 1988) ve hayvanlarda (Chandler et al., 1988; Jasko et al., 1990) morfolojik olarak
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anormal spermatozoa artis1 ile dogurganligin azalmasi arasinda bir iligki oldugunu

bildirmistir.

Spermatolojik  muayeneler arasinda morfolojik muayene dikkatlice
degerlendirilmesi gereken bir parametredir. Bu tez calismasinda dondurulmus
¢cozdiirlilmiis boga spermasinda spermatozoon morfolojisinin degerlendirilmesinde,
stv1 fikzasyon metotu (Hancock), SpermBlue® ile boyama, Spermac® ile boyama,
Diff-Quick® ile boyama ve Papanicolaou® ile boyama ydntemleri kullanilarak,
dondurulmusg-¢ozdiiriilmiis spermalarda anormal spermatozoa orani tespitinde
kullanilan ~ farkli  yontemlerin  uygulanabilirligi ve  gegerliligi  hakkinda
degerlendirmeler yapilmasi ve anormal spermatozoa orani tespitinin saptanmasinda
farkli yontemlerle elde edilen bulgular arasindaki farkliliklar ve benzerliklerin ortaya

konmasi amag¢lanmaistir.
1.2.3. Spermanin Fiziksel ve Kimyasal Muayenesi

Spermanin pH degeri, bazi sulandirlmis gosterge kagitlart ya da pH o6l¢iim
aletleri ile dlgiilebilir. Sperma pH degisimi digardan alinan maddelere ya da ek salgi
bezlerindeki yangidan kaynaklanarak degisme gosterebilir. Ayrica pH degeri tiirlere
0zgli olarakta degisir. Bogalarda 6,5-7,0, koc¢larda 6,2-7,0, domuzda 6,8-7,5,
tekelerde 6,2-7,0, aygirda 7,3-7,7, kopekte 6,3-6,7 ve kedide ise 6,6.-7,0’dir
Bogalarin spermasi hafif asidik, aygirlarin ise genellikle hafif alkaliktir (S6nmez,

2012).

Metabolik aktivite testlerinde metilen mavisi rediiksiyon, fruktoz ve fruktolizis
testi ve katalaz testi yontemleriyle yapilir. Metilen mavisi rediiksiyon spermanin
solunum miktarini belirlemek amaciyla yapilir (Mercier and Salisbury, 1947). Metilen
mavisi prensibinde oksijensiz ortamda bulunan spermatozoonlarin aktivitesine bagl
olarak hidrojen miktarinin belirlenmesi degerlendirilir. Oksijensiz ortamda
spermatozoonlarin aktivitesine bagli olarak ortaya c¢ikan hidrojen ortamda metilen
mavisiyle birleserek leukometilen mavisini olusturur. Bu durumda ortamda metilen
mavisi kaybolur, bu siire zarfinda gecen siire spermatozoonlarin degerlendirilmesi
icin bir Ol¢iit kabul edilir. Ortamda bulunan hidrojen tek basina renkte degismeye
sebep olmaz. Hidrojenin tepkimeye girmesi ve ortaya ¢ikmasi i¢in bazi enzimlere
(laktat dehidrogenaz) ihtiya¢ duyulur. Bunlarin yani sira ortamda bulunan bakteriler

ve 15181n siddetide hidrojen miktarini etkiler (Sonmez, 2012).
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Fruktolizis sperma incelenmesinin dogru bir sekilde yapilmasini saglar. Bu
yontemin kullanilmasi semen kalitesinin belirlenmesinde kolay uygulanabilir, sade,
dogru ve pratiklik saglar. Semenin fruktoz icerigi erkek cinsiyet hormonun
aktivitesinden etkilenen eklenti bezlerinin salgilama islevine baghdir. Semen
icerisinde diisiik fruktoz seviyesi hormonal bozukluk semptomlar1 ve diisiik kalite
spermatozoa semptomlariyla cakigabilir. Suni tohumlama pratiginde fruktoliz testi
semenin saklanmasinda dar tiiplerde inkiibe edilen spermanin hayatta kalmasi
tamamen anaerobiktir. Spermanin hayatta kalmasi solunuma degil fruktolize baghdir
(Mann, 1948).  Fruktolizis spermada bulunan fruktozun oksijensiz ortamda
spermatozoa tarafindan kullanilmasin1  belirlemek amaciyla yapilir.  Aktif
spermatozoa fruktoza temas ettikleri anda fruktoz hiicre igerisine girer, enzimler
tarafindan pargalanir ve boylece fruktolizis ger¢eklesmis olur. Bu reaksiyon sonucu
oksijensiz ortamda bir miktar enerjiyle beraber laktik asitte ortaya cikar. Fruktolizis
degeri 1 milyar spermatozoonun 37°C 1 saatte tiikettigi fruktoz degeridir. Seminal
plazmada tiirlere gore fruktoz miktarlari: Aygir 1, kopek 1, boga 120-540 ve kocta
ise bu deger 150-600 mg/100 ml dir (S6nmez, 2012).

Katalaz testi deneylerde spermanin temizligini belirlemek amaciyla kullanilir.
Uygun kosullarda elde edilmis spermadan az miktarda H202’yi pargalayan katalaz
enzimi vardir. Katalaz miktarinin artmasinda sperma igerisinde bakteri, kan ve irin
gibi maddelerin olmasi ayni1 zamanda da spermanin kirlendigini gosterir (Sonmez,

2012).
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2. MATERYAL VE METOT

Yiiksek Lisans Tez arastirmamizda Samsun 19 Mayis Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Suni tohumlama laboratuvarinda bulunan, Holstein irki bogalardan ayni
tarihte ve ortak kosullarda toplanan (n:50) spermalardan elde edilen 0,25 ml’lik
dondurulmusg payetler kullanildi. 37°C'deki su igerisinde 25-30 sn bekletilerek
¢cOzdiirilen spermalarin motilite ve progresif motilite oranlar1 bilgisayarlt sperm

analiz sistemi (CASA) ile degerlendirildi (Selguk vd., 2020).

Olii/canli spermatoozoa oranlar1 %3’liik sodyum sitrat i¢inde %2’lik olarak
hazirlanan Eosin soliisyonu ile saptanarak ylizde olarak tespit edildi. Bu islem
37°C’de 1sitilan lam, lamel ve %2’lik Eosin boya ile yapilmistir. Bir damla sperma
alinarak, iki damla eosin ile karistirilip bir lam {izerine koyularak froti ¢ekildi. 15 sn.
boyunca kurumaya birakilan slaytlar mikroskopta x20 biiyiitme ile 400 spermatozoon
sayilarak, boya alan (6lii hiicrelerin) spermatozoonlarin sayisit ylizde olarak

degerlendirildi (Tekin, 1994).

(Coziim sonrast plazma membran biitiinliigiiniin degerlendirilmesi i¢in
hipotonik soliisyon hazirland1 ve sperma hazirlanan ¢ozeltide 37°C'de 60 dk. inkiibe
edildi. Ardindan 37°C’de faz kontrast mikroskobu kullanilarak degerlendirildi
(Mousavi et al., 2019).

Yaptigimiz bu calismada anormal spermatozoa oranini belirlemek amaciyla

asagida belirtilen bes fakli metot kullanildi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Laboratuvarda 6rneklerin hazirlanmast

2.1. Siv1 ile Fikzasyon Metodu (Hancock)

62,5 ml formalin (%37), 150 ml saline soliisyonu, 150 ml Buffer ¢ozeltisi ve
500 ml bidistile su ile hazirlanan Hancock soliisyonundan 1ml alinip igerisine 10 pl
taze sperma ekledik ve mikropipet yardimiyla karistirildi. Ardindan bu karisimdan
mikropipet ile 5 pl ¢ekerek lam iizerine damlatildi ve iizerini lamel kapatildiktan
sonra faz-kontrast mikroskobu altinda normal-anormal en az 200 spermatozoon

sayimini gerceklestirildi (Schafer et al., 2000) (Sekil 2.4).
2.2. SpermBlue® ile Boyama

Bilgisayar destekli sperma analiz cihazi (CASA, SCA®/Microptic, Barcelona,
Spain) kullanarak degerlendirildi. CASA sisteminde 40x objektifte, mavi filtrede
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bulundurulan mikroskop (Nikon, Eclipse, Tokyo, Japan) ve SpermBlue® kiti
(Microptic, Spain) ile morfolojik degerlendirme yapildi. Sperma numunesinden 10 pl
alinarak 6zel lam iizerine froti ¢ektik ve 45 derecelik bir acida kurutmaya birakildi.
Kuruma meydana geldikten sonra lam igerisinde SpermBlue® boyasi bulunan jara
daldirildi. Lami 2 dakika siiresince boya igerisinde tutuldu. Daha sonra lam 60-80
derece diklikte kurutmaya birakildi. Kurutma islemi sonrasinda igerisinde distile su
bulunan jarda yavasca 2 kez batirilip ¢ikarildi ve lam kurumaya birakildi. Boyama
islemi sonras1t CASA sisteminin yaziliminda morfoloji modiilii se¢ilerek en az 100
spermatozoon iizerinde degerlendirmeler yapildi. Sistemde akrozom, bas, orta kisim
ve kuyruk anomalileri % olarak degerlendirip, kaydedildi (Van der Horst et al., 2010)
(Sekil 2.4).

2.3. Spermac® ile Boyama

Cozdiiriilen spermalardan alinan numuneler 100 pl’i % 0,9 NacCl ile seyreltildi.
Bir lam tizerine bir damla numune damlatildi ve ince bir smear hazirlandi. Daha
sonra kurutmaya birakildi. Smearlar Spermac® ile prosediiriine uygun olarak
boyandi ve 200 spermatozoa, Axner vd (1999), tarafindan agiklanan yonteme gore

151k mikroskobu altinda degerlendirildi (Sekil 2.4).

Sekil 2.2. Laboratuvarda Spermac® ile SpermBlue® 6rneklerinin hazirlanmasi

2.4. Diff-Quick® ile Boyama

Diff-Quick® boya kiti kullanildi. Cekilen frotiler énce 10 sn Diff-Quick®
fiksatifinde fikse edildi. Daha sonra sirayla soliisyon 1 ve 2'de 20'ser saniye
bekletilerek boyandi. Uciincii adim sonrasi lamlar deiyonize su ile yikandi ve
boylelikle fazla boya uzaklastirildi. En son lamlar kapatici ile kapatildi. 200
spermatozoa, Boersma vd. (2001), tarafindan aciklanan yonteme gore 151k

mikroskobu altinda degerlendirildi (Sekil 2.4).
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Sekil 2.3. Laboratuvarda Diff-Quick® orneklerinin hazirlanmasi

2.5. Papanicolaou® ile Boyama

Papanicolaou® boyama yontemi icin, havada kurumaya birakilan lamlar, 15
dakika boyunca sabitleme i¢cin % 96 etanol i¢ine yerlestirildi ve daha sonra rutin
protokol kullanarak boyama islemi yapildi. Prosediiriin sonunda, slaytlar esit
miktarda mutlak etanol ve ksilen ile dehidre edildi, daha sonra 1 dakika boyunca tek
basina ksilen ile temizlenme islemi uygulandi. 200 spermatozoa, Menkveld ve
Kruger (1996) tarafindan acgiklanan ydnteme gore 1sik mikroskobu altinda
degerlendirildi (Sekil 2.4).

17



a-Hancock

b-Di ff-Quik |

PG I e/ GHEET A # R

d-Spermac e—SpermBlue\\_/' t—’—’)

Sekil 2.4. Anormal spermatozoa goriintiileri

[statistiksel analizler IBM SPSS v21 programinda yapildi. Verilerin normallik
dagilimlar1 Kolmogorov-Smirnov ve Shapiro-Wilk testlerine gore degerlendirildi.
Olgiimler arasinda fark olup olmadigi bagimli 6rneklem T testi (Kuyruk, Toplam)
veya Wilcoxon (Bag, Govde) testi ile degerlendirildi. Tanimlayicr istatistikler Tablo
3.2’de Ortalama+Standart Hata olarak gosterilmistir.
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Sekil 2.5. Laboratuvarda orneklerin hazirlanmasi ve mikroskop ortaminda degerlendirmelerin
yapilmasi

19



3. BULGULAR VE TARTISMA

Arastirmamizda kullanilan dondurulmus spermalara ait ortalama ¢6ziim sonu
spermatolojik parametreler (Motilite, Progresif Motilite, Canli spermatozoa orani,

HOST pozitif orani) Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Spermatozoon analiz degerleri (aritmetik ortalama)

Yiizde oranlari

Parametreler
(n:50)
Motilite 73,71
Progresif motilite 50,55
Canli spermatozoa orant 75
HOST pozitif orani 76,45

Yiiksek lisans tez arastirmamizda 5 farkli boyama metodu ile degerlendirilen

morfolojik bozukluk bulgular1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. Spermatozonn morfolojisinin sonuglari

Bas-Akrozom  Govde Kuyruk
Toplam

Mean+SE Mean+SE Mean+SE
Hancock 0,9+0,212 1,55+0,272 2,75+0,30 5,2+0,53
SpermBlue® 2,55+0,31° 1,05+0,252 2,65+0,29 6,25+0,48
Diff-Quick® 1,7+£0,312¢ 0,85+0,16° 3,34+0,39 5,80+0,48
Papanicolaou@ Z,ISiO,ZZbC O,75i0,12c 2,65i0,35 5,55i0,38
Spermac® 1,8+0,224¢ 0,8+0,20¢ 2,45+0,29 6,05+0,31

Aymni siitunda farklr harf igeren ortalamalar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

bulunmaktadir.

Yapmis oldugumuz yiiksek lisans tez ¢alismamizda 5 farkli boyama metodu ile
degerlendirilen bag-akrozom bdlgesine ait morfolojik bozukluk bulgularinda Diff-
Quick® ile SpermBlue® ve Spermac® ile SpermBlue® degerlendirildiginde benzer
istatistiki farkliliklar tespit edilmistir (p<0,05). Hancock ile Papanicolaou® ve
Hancock ile Spermac® degerlendirildiginde benzer istatistiki farkliliklar tespit
edilmistir (p<0,005). Hancock ile SpermBlue® degerlendirildiginde bulunan

degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu gorilmustiir
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(p<0,001). Bulgularimiz ¢esitli literatiir taramalar1 ile karsilastirmali olarak

incelenmistir.

Sperm morfolojisi ile d6l verimi tahmini, incelenen spermanin kalitesine ve
kullanilan metodoloji standartlarina baglidir. Her durumda, ejakiilattaki morfolojik
olarak normal spermatozoa orani ¢ogunlukla suni tohumlama sonrasi1 dogurganlik ile

iligkilidir (Kuster et al., 2004).

Spermatozoonun bas kismima ait anomali degerlendirmelerin yapildig
literatiiriin kapsaminda asagidaki bilgilere ulasilmistir. Bozkurt vd. (2002) bogalarda
yapmis oldugu calismada anormal spermatozoa tespitini Hancock soliisyonuyla
degerlendirmis ve bas-akrozom anomalisini %4,5-5,74 arasinda bulmuslardir. Selguk
vd. (2014) bogalarda yapmis oldugu calismada Hancock soliisyonuyla anormal
spermatozoa bag-akrozom tespitinde ortalama deger %1-4 arasinda tespit etmislerdir.
Yurdaydin ve Seving (1985) bogalarda yapmis oldugu caligmada anormal bag-
akrozom oranlarinin tespitinde Hancock soliisyonu kullanilarak arastirma yapilmistir.
Anormal bag-akrozom orani ortalama %25,78 olarak tespit etmiglerdir. Arastirma
bulgularimizda Hancock soliisyonu ile elde ettigimiz degerler Selguk vd. (2014)
degerleri ile uyumlu bulunmus, Bozkurt vd. (2002) ile Yurdaydin ve Seving (1985)

degerlerine gore diisiik bulunmustur.

Raseona vd. (2017 boga spermasinda Spermac® metodu kullanilarak anormal
spermatozoa oranini degerlendirdikleri caligmada anormal spermatozoa bas-akrozom
oranini ortalama %17,3 olarak tespit etmislerdir. Baran vd. (2004) kedi spermasinda
Spermac® boyama metoduyla bas-akrozom anomalisini %9,20 + 2,55 tespit
etmiglerdir. Runcan vd. (2014) aygir spermasinda Spermac® boyamayla yapmis
olduklar1 anormal spermatozoa incelemesinde anormal bas-akrozom oranini %0,8
olarak tespit etmislerdir. Arastirma bulgularimizda Spermac® ile elde edilen degerler
Raseona vd. (2017) ve Baran vd. (2004)’te tespit edilen degerlerin altinda
bulunmustur. Runcan vd. (2014) sonuglar1 arastirmamizdaki degerle paralellik

gostermistir.

Murcia-Robayo vd. (2017) SpermBlue® metoduyla aygirlarda yapmis
olduklar1 calismada anormal spermatozoa bas-akrozom oranimmi 9%9,63 tespit
etmislerdir. Ene vd. (2016) yapmis olduklari anormal sperm morfolojisinin kog

calismasinda SpermBlue® yontemini kullanarak anormal bas-akrozom oranini

21



%9,021+0,863 olarak tespit etmislerdir. Yapilan bu arastirmalarda Murcia-Robayo
vd. (2017) ile Ene vd. (2016) gozlemledigi degerlere kiyasla diisiik bulunmustur.

Murcia-Robayo vd. (2017) Diff-Quick® metoduyla aygirlarda yapmis
olduklar1 calismada anormal spermatozoa bas-akrozom oranin1 %9,18 tespit
etmiglerdir. Runcan vd. (2014) aygir spermasinda yapmis olduklar1 anormal
spermatozoa incelemesinde anormal bas-akrozom oraninin tespitinde Diff-Quick®
boyama yontemini kullanarak %0,75 degerini gbzlemlemislerdir. Kruger vd. (1987)
insan spermasinin anormal sperm morfolojisini Diff-Quick® ile degerlendirmislerdir.
Bag-akrozom degerini %12,05 oldugunu tespit etmislerdir. Arastirmalarda Murcia-
Robayo vd. (2017) ile Kruger vd. (1987) tespit edilen degerler arastirmamizda
bulunan degerlerin {izerinde iken, Runcan vd. (2014) bulunan degerler ile,

arastirmamizda bulunan degerler paralellik géstermistir.

Kruger vd. (1987) insan spermasmnin anormal sperm morfolojisini
Papanicolaou® ile arastirmiglardir. Bas-akrozom degerini %12,03 oldugunu tespit
etmiglerdir. Meschede vd. (1993) insan spermasinda anormal bas-akrozom tespit
edilmesinde Papanicolaou® metodunu ile %0,72 sonucunu tespit etmislerdir.
Arastirmamizda bulunan degerler Kruger vd. (1987) yaptigi calismada buldugu
degerin altinda iken, Meschede vd. (1993) tespit edilen degerlerin {iizerinde

bulunmustur.

Yapilan bu caligmalarla arastirmamiz arasindaki degerlerin birbirinden farkli
olmas1 degisik 1rk, tiir ve genetik yapida olmalarindan, kimi ¢evre faktorlerinden
(bakim, besleme, iklim v.s), sulandirma isleminde yapilan hatalardan
kaynaklanabilir, hayvanlardaki irklardan kaynakli bireysel farkliliklardan

kaynaklanmis olabilir.

Yapmis oldugumuz yiiksek lisans tez ¢alismasinda anormal sperm morfolojisi
govde kisiminin incelenmesi 5 farkli boya yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Hancock ile Diff-Quick® ve Hancock ile Papanicolaou® degerlendirildiginde benzer
istatistiki farkliliklar tespit edilmistir (p<0,05). Buldugumuz degerler ¢esitli literatiir

taramasi yapilarak karsilagtirma yapilmistir.

Spermatozoonun govde kismina ait anormali degerlendirmelerin yapildig:
literatiirtin kapsaminda asagidaki bilgilere ulagilmistir. Bozkurt vd. (2002) bogalarda

yaptig1 arastirmada anormal spermatozoa tespitinde hancock soliisyonuyla spermanin
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govde kismindaki anomali degerlendirilmistir. Anormal spermatozoa govde kismi
%2,64-3,86 olarak tespit edilmistir. Selcuk vd. (2014) bogalarda yapmis oldugu
arastirmada anormal spermatozoa tespitinde goévde kismi anomalisi hancock
fikzasyon metoduyla tespit edilip bu deger 9%0,5-1,5 arasinda oldugu
gbzlemlenmistir. Yapilan arastirmalarda Bozkurt vd. (2002) ve Selguk vd. (2014)

bulunan degerler ile arastirmamizda bulunan degerler paralellik gostermistir.

Baran vd. (2004) yapmis oldugu arastirmada kedi anormal spermatozoon
morfolojisini  degerlendirilmesinde Spermac® yontemiyle govde ve kuyruk
anomalisini beraber degerlendirmislerdir. Anormal sperm toplam oranmi %9,20+3,49
tespit etmislerdir. Arastirmamizda bulunan deger Baran vd. (2004) gozlemledigi

degere kiyasla diisiik bulunmustur.

Murcia-Robayo vd. (2018) SpermBlue® metoduyla aygirlarda yapmis
olduklar1 arastirmada anormal spermatozoa gdvde kismini %15,6 olarak tespit
etmislerdir. Yaptigimiz aragtirmada buldugumuz deger Murcia-Robayo vd. (2018)

tespit edilen degerin altinda bulunmustur.

Murcia-Robayo vd. (2018) Diff-Quick® metoduyla aygirlarda yapmis oldugu
aragtirmada anormal spermatozoa gdévde kismimi %12,7 olarak tespit etmislerdir.
Yaptigimiz arastirmada buldugumuz deger Murcia-Robayo vd. (2018) yapilan

arastirmada tespit edilen degerin altinda bulunmustur.

Meschede vd. (1993) Papanicolaou® ile insanlarda yapmis oldugu arastirmada
anormal sperm govde kismimi %0,41 tespit etmislerdir. Arastirmamizda bulunan

deger Meschede et al. (1993) gozlemledigi degerle paralellik gdstermistir.

Yapilan bu caligmalarla arastirmamiz arasindaki degerlerin birbirinden farkli
olmast hayvanlardaki 1rklardan kaynakli bireysel farkliliklardan, kullanilan
hayvanlarin irklarinin farkli olmasindan, kullanilan boga ve ejakiilat sayilari,
bogalarin degisik irktan olmasi, benzer irktan olanlarin da farkli genetik yapida
olmalarindan kaynaklanabilecegi gibi degisik bakim ve besleme kosullar1 ve
aragtiricilarin - muhtemelen farkli sperma alma ve degerlendirme teknik

uygulamalarindan kaynaklanmis olabilir.

Calismasin1  yaptigimiz yiiksel lisans tez ¢alismasinda anormal sperm
morfolojisinin kuyruk kismini degerlendirmek amaciyla 5 farkli boyama metodu

kullanilmistir. Hancock fikzasyon ile %2,75+0,30, SpermBlue® ile %2,65+0,29,
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Diff-Quick® ile %3,3+0,398, Papanicolaou® ile %2,65+0,35 ve Spermac® ile ise
%2,45+0,29 deger tespit edilmistir. Bulgularimiz c¢esitli literatiir taramalar1 ile

karsilastirmali olarak incelenmistir.

Spermatozoonun kuyruk kismina ait anomali degerlendirmelerin yapildig:
literatiiriin kapsaminda asagidaki bilgilere ulasilmigtir. Bozkurt vd. (2002) bogalarda
yapmis oldugu c¢alismada anormal spermatozoa kuyruk kismi oranimi Hancock
sollisyonuyla %10,81-13,09 tespit edilmistir. Selcuk vd. (2014) bogalarda yapmis
oldugu arastirmada Hancock soliisyonuyla anormal spermatozoa kuyruk kismi
oraninin %0,5-7,5 oldugu gozlemlenmistir. Yaptigimiz arastirmada bulunan deger
Bozkurt vd. (2002) aragtirmada buldugu degerin altinda gozlemlenirken, Selguk vd.

(2014) tespit edilen degerin iizerinde bulunmustur.

Raseona vd. (2017) bogalarda Spermac® yontemi kullanarak anormal
spermatozoa kuyruk kismini incelemislerdir. Yapilan arastirmada anormal kuyruk
degerini %10,1 tespit etmislerdir. Arastirmamizdaki deger bu degerden diisiik

bulunmustur.

Murcia-Robayo vd. (2018) aygirlarda yapmis oldugu arastirmada
spermatozoadaki anormal kuyruk kismina ait anomalinin tespitinde spermablue
yontemi kullanilarak %12,25 orami tespit etmislerdir. Arastirmamizda buldugumuz
deger Murcia-Robayo vd. (2018) aragtirmasinda buldugu degerden diisiik

bulunmustur.

Murcia-Robayo vd. (2018) Diff-Quick® metoduyla aygirlarda yapmis oldugu
aragtirmada anormal spermatozoa kuyruk degerini %16,5 olarak gozlemislerdir.
Arastirmamizda buldugumuz deger Murcia-Robayo vd. (2018) arastirmasinda

buldugu degerden diisiik bulunmustur.

Meschede vd. (1993) Papanicolaou® yontemi kullanarak insanlarda anormal
spermatozoon kuyruk anomalisini degerlendirmisler. Anormal kuyruk oranini %0,62
olarak tespit etmiglerdir. Arastirmamizda bulunan deger Mescehe et al. (1993) tespit
edilen degerin iizerinde goézlemlenmistir. Bu farkliligin olusmasinda tiirlerin farkl
olmasindan kaynaklanabilecegi gibi kullanilan sulandirici ve dondurma metoduna
verdigi tepkiden kaynakli olabilir. Ayrica aragtirmay1 yapan kisilerin spermatozoon

morfolojisi degerlendirmesindeki hatalardan da kaynaklanmis olabilir.
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4. SONUC

Sperma morfolojisi hem insan hem de hayvanlarda “fertilite potansiyeli”
belirleme yoniinden kullanilan parametreler 6nem arz eder. Anormal spermatozoanin
morfolojik acidan iireme yetenekleri yoktur. Spermatolojik muayeneler arasinda
morfolojik muayene dikkatlice degerlendirilmesi gereken bir parametredir. Bu
parametrenin degerlendirilmesi isleminde total degerler olarak bakildiginda
Hancock, SpermBlue®, Diff-Quick®, Papanicolaou® ve Spermac® ile elde edilen
sonuglar birbiri arasinda uyumluluk gdstermistir. Fakat sadece bas-akrozoma bagh
bir degerlendirme s6z konusu olur ise Hancock ile Diff-Quick®, Papanicolaou® ile
SpermBlue® elde edilen sonug¢lar daha uyumlu sonuglar ortaya koymaktadir. Sadece
spermatozoon govde kismina bagl bir degerlendirme s6z konusu olur ise; Hancock
ile SpermBlue® elde edilen sonuglar birbiri arasinda daha uyumlu, sonuglar ortaya
koymaktadir. Anormal spermatozoanin degerlendirilmesinde eskiden beri anormal
spermatozoon tespitinde kullanilan Hancock yontemi temel diger yontemlerin
birbirini dogrulamasi agisindan total hiicre degerlendirilmesinde diger ydntemler
kullanilabilir ~ diizeydedir. Kullanim kolayligt ve uygulanabilirlik ag¢isindan

Spermac® botama metodu daha onerilir diizeydedir.
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