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OZET

DONDURULMUS COZDURULMUS SIMENTAL BOGA SPERMASININ
AKROZOM BUTUNLUGUNUN FARKLI BOYAMA METODLARI
KULLANILARAK DEGERLENDIRILMESI

Emre KARA
Ondokuz May1s Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii
Délerme ve Suni Tohumlama (Veteriner) Ana Bilim Dali
Yiiksek Lisans, Aralik/2022
Danisman: Prof. Dr. Mesut CEVIK

Suni tohumlama uygulamalarinda veya dogal asimda spermasi kullanilan erkek
hayvana bagli olarak degisen fertilite oranlar biiyiik 6nem tasimaktadir. Bu nedenle
fertilite ve sterilite hakkinda bilgi verilmesi i¢in erkek hayvanlarin potansiyel
fertilitelerinin bilinmesi biiyiik 6nem tasimaktadir. Spermanin motilite ve kinematik
degerlendirmeleri spermatozoanin fertilite kabiliyetini tahmin etmeye yardimei olan
giiclli parametrelerdir. Ancak bu muayeneler tam olarak fertilite kabiliyeti hakkinda
bilgi vermemektedir. Spermatozoonun motilitesi ve dogrusal yonde aktif olarak
hareket etmesi disi tireme kanalindan gecebilecegi hakkinda bilgi verir. Fertilizasyon
icin ise basarili bir akrozom reaksiyonunun gerg¢eklesmesi 6nemlidir. Akrozomun
dogru zamanda aktivite edilmesi, enzimlerin salinmasi ve spermatozoonun zona
pelucidaya niifuz etmesini kolaylastirmak basarili bir fertilizasyon i¢in akrozom
biitiinligliniin 6nemini gostermektedir. Akrozom biitiinligl fertilite basarisinda ¢ok
onemli bir rol oynamaktadir. Akrozom biitlinliigliniin degerlendirilmesinde ¢ok cesitli
boyama prosediirleri  kullanilmaktadir. Bu prosediirler ¢ogunlukla anomalili
spermatozoon ve akrozom yiizdesi belirlemede kullanilmaktadir. Bu dogrultuda tezde
dondurulmus ¢ozdiiriilmiis Simental boga spermasinda akrozom biitiinliigiiniin farkli
boyama metodlar1 kullanarak karsilastirilmasi ve degerlendirilmesi amaglanmastir.

Yapilan bu ¢alisma ile Trypan Blue-Giemsa (TBG), Spermac ve Coomassie
Blue boyamalarmin Simental boga spermalarinda akrozom  biitlinliigiin
degerlendirmesinde basit, ucuz, giivenilir bir boyama yontemi oldugunu gdésterdi. Bu
yontemler ile tek frotide hem morfolojik muayene hem de O6lii-canli muayenesi
yapilarak hizli bir sekilde spermatozoonun degerlendirilmesi saglanabilmektedir. Bu
boyama yontemlerinin ¢ok kolay olmasi ve saha sartlarinda kolay uygulanarak ¢ok
hizli bir sekilde spermatozoonun morfolojik &zellikleri agisindan da bilgi sahibi
olunabilme ozellikleri g6z Oniine alindiginda bu yontemlerin ¢ok avantajli oldugu
sOylenebilmektedir. Bu {i¢ boyama metodu karsilastirildiginda spermatolojik
parametreler ile en yliksek pozitif korelasyon gosteren Commassie Blue boyamasi
olmustur. Sonug olarak, basta Comassie blue olmak tizere hem trypan blue-Giemsa ve
hem de Spermac metotlart Simental bogalarda dondurulmus-¢ozdiiriilmiis
spermalarda hizli c¢alisan, o©lii canli ve akrozomal/morfolojik bozukluklarin
hesaplanmasinda kompleks laboratuvar sartlar1 gerektirmeyen basit, ucuz ve etkili
metotlar olup, rutin analizlerde hizla yerini almalidir.

Anahtar Sozciikler: Akrozom biitiinliigii, Coomassie blue, Simental boga spermast,
Spermac, Trypan blue-Giemsa



ABSTRACT

EVALUATION OF ACROSOMAL INTEGRITY OF FROZEN-THAWED
SIMMENTAL BULL SPERM USING DIFFERENT STAINING METHODS

Emre KARA
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Veterinary Reproduction and Artificial Insemination
Master, December/2022
Supervisor: Prof. Dr. Mesut CEVIK

Fertility rates that vary depending on the male animal whose semen is used in
artificial insemination or natural breeding are of great importance. For this reason, it
Is of great importance to know the potential fertility of male animals in order to provide
information about fertility and sterility. Sperm motility and kinematic evaluations are
powerful parameters that help predict the fertility ability of spermatozoa. However,
these examinations do not give full information about the fertility ability. The motility
of the spermatozoon and its active movement in the linear direction provide
information about the ability to pass through the female reproductive tract. A
successful acrosome reaction is important for fertilization. Activation of the acrosome
at the right time, release of enzymes, and facilitating penetration of spermatozoa into
the zona pellucida demonstrate the importance of acrosome integrity for successful
fertilization. Acrosome integrity plays a crucial role in fertility success. A wide variety
of staining procedures are used in the evaluation of acrosome integrity. These
procedures are mostly used to determine the percentage of defective spermatozoa and
acrosomes. In this direction, in our thesis project, it is aimed to compare and evaluate
the acrosome integrity in frozen thawed Simmental bull semen using different staining
methods.

This study showed that Trypan Blue Giemsa (TBG), Spermac and Coomassie
Blue staining is a simple, inexpensive and reliable staining method for the evaluation
of acrosome integrity in Simmental bull semen. With these methods, spermatozoa can
be evaluated quickly by performing both morphological examination and dead-alive
examination in a single smear. Considering that these staining methods are very easy
and can be easily applied in field conditions, it can be said that this method is a very
advantageous method, considering the morphological characteristics of spermatozoa
very quickly. When these three staining methods were compared, Coomassie Blue
staining showed the highest positive correlation with spermatological parameters. As
a result, both Trypan blue-Giemsa and Spermac methods, especially Coomassie blue,
are simple, inexpensive and effective methods that work fast in frozen-thawed semen
of Simmental bulls, do not require complex laboratory conditions in the calculation of
dead viviparous and acrosomal/morphological disorders, and are quickly used in
routine analyses and should take its place.

Keywords: Acrosome integrity, Coomassie Blue, Simmental bull semen, Spermac,
Trypane Blue-Giemsa
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1. GIRIS

Suni tohumlama ya da dogal asimda kullanilan erkek damizlik hayvanlara bagh
olarak sekillenen infertilite veya sterilite biiyiik Ol¢iide ekonomik kayiplara yol
acmaktadir (Yildiz vd., 2000). Bu nedenle fertiliteyi yakindan ilgilendiren
calismalarda erkek hayvanlarin potansiyel fertilitelerinin de bilinmesi 6nem
tasimaktadir (Yildiz vd., 2000). Spermatozoonun fertilizasyon yetenegi ise bir¢ok
faktore bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Bu faktorlerden biri de spermanin

kalitesidir. Sperma kalitesinin degerlendirilmesinde spermatolojik parametreler

oldukga biiyiikk dnem tagimaktadir (Shukla, 2011).

Reprodiiktif biyoteknolojiler giiniimiizde 6nemli ilerlemeler kaydetmekte ve
gelistirilen birgok yontem ile hayvan islah1 ve hayvansal iiretim konulari ele
alinmaktadir. Reprodiiktif biyoteknoloji ile istiin verim Ozelliklerine sahip
hayvanlarin korunmasi ve sayilarinin artirilmasi, genetik materyalin yayginlagtirilmasi
ve saklanabilmesi saglanmaktadir. Bu biyoteknolojilerden bazilar1 suni tohumlama, in
vitro fertilizasyon, embriyo transferi ve klonlamadir. Spermanin dondurulmasi ve
¢Oziim sonrasi fertilizasyon yetenegini korunmasi bu biyoteknolojilerin basarisi icin

oldukga biiyiikk 6nem tagimaktadir (Alomar et al., 2006).

Spermatozoonlar plazma, mitokondriyal ve akrozomal membran olmak iizere ii¢
tip membrana sahiptir. Membranlar ¢oklu doymamis yag asitleri igerir ve bu nedenle
ozellikle spermanin dondurma prosediirleri sirasinda olusan oksidatif strese karsi ¢ok
hassastir (Chelucci et al., 2015). Spermanin dondurma islemi, spermanin siv1 nitrojen
icinde disiik sicakliga (-196°C) maruz kalmasmna neden olur. Donma islemi
spermatozoada soguk sokuna, oksidatif strese ve buz kristallerinin olusumuna neden
olur (Prihantoko et al., 2020). Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROS) nedeniyle
hiicre hasarmi artiran faktorlerden biridir. Spermatozoada asirt ROS iretimi,
fonksiyonel spermatozoon sayisi tizerindeki olumsuz etkilere sahiptir (Rath et al.,
2009). Spermatozoa membrani, doymamis yag asitleri agisindan zengin oldugu igin
ROS varligi nedeniyle oksidasyona kars1 oldukga hassastir. Lipid peroksidasyon,
membran fonksiyonlarint degistirebilir ve dolayisiyla spermatozoa metabolizmasini,
morfolojisini, hareketliligini fertilizasyon yetenegini azaltabilir (Insani et al., 2014).
Basarili bir sperma dondurma isleminde temel hedef spermanin fertilizasyon

kabiliyetinin ve minimum hasar olusumu saglanarak sperma Kalitesinin korunmasi



olmalidir (Chelucci et al., 2015).

Laboratuvar testlerinin spermanin fertilitesini tahmin etme yetenegi, 6zellikle
spermatozoon ve fertilizasyon siirecinin karmasikligi nedeniyle hala sinirhidir
(Prihantoko et al., 2020). Bir erkekte fertilitenin degerlendirilmesi siirecinde veya
sperma muhafaza yontemlerinin basarisinin  degerlendirilmesinde en Onemli
parametreler spermatozoa canliligi, motilitesi ve akrozomal biitlinliiglin analizidir.
Spermatozoa canlilig1 basarili bir fertilizasyon i¢in sart oldugundan sperma analizinde
onemli bir parametredir (Morado et al., 2015; Sutovsky, 2015; Vasan, 2011). Motilite
ve bireysel hareket skorlari, spermatozoanin fertilizasyon kabiliyetini tahmin etmede
gosterge gorevi gormektedir, ancak tek basma degerlendirilmeleri spermatozoa
dolleme kabiliyetini tam olarak ifade edemezler (Prihantoko et al., 2020). Spermatozoa
motilitesi ve bireysel hareketi, yalnizca canli spermatozoanin hareket edebildigi ve disi
tireme sisteminden gegebilecegi hakkinda bilgi verir (Prihantoko et al., 2020). Bununla
birlikte, basarili dollenme ve zigot olusumu, biiyiikk Olciide, boga dahil memeli
spermatozoalarinda  kapasitasyon ve ardindan akrozomal reaksiyonunun
gerceklesmesine baglidir. Bu nedenle, suni tohumlama igin kullanilan sperma en basta
saglam akrozomal membrana Sahip spermatozoa igermelidir (Jankovicova et al.,
2008). Basarili fertilizasyon igin ¢ozdiirme sonrasi spermatozoa motilitesi ve
spermatozoanin akrozomal biitiinliigii korunmalidir (Singh et al., 2017; Thomas et al.,
1997). Spermatozoanin dolleme kabiliyetini belirlemek igin spermatozoanin akrozom
biitiinligiintin degerlendirilmesi olduk¢a dénemlidir (Prihantoko et al., 2020). Sadece
akrozomal yapist bozulmamis spermatozoa zona pellucidaya niifuz edebilmekte ve
oosit plazma membranin1 gecebilmektedir. Bu nedenle akrozom biitiinligi

fertilizasyon basarisinin belirleyici faktorlerinden birisidir (Celeghini et al., 2010).

Akrozom, zona pellucida (ZP) yoluyla spermatozoon penetrasyonunda 6nemli
rol oynayan enzimler i¢eren spermatozoa bas kismi iizerinde bulunan zarla bagh
yapidir (Yanagimachi, 1994). Ayrica, spermatozoanin ZP'ye baglanmasi, akrozom
reaksiyonunu tetikleyerek (ZP3 ile temas sonrasin gerceklesir), sonraki vezikiilasyon
icin dig akrozom zarmin plazma zar ile flizyonuna yol agar. Bu nedenle,
fertilizasyonda spermatozoa akrozom biitiinliigii cok 6nemlidir (Rodriguez-Martinez
et al., 1997). Spermatozoa akrozomal biitiinliigli, gesitli boyalar kullanarak 11k
mikroskobu veya faz-kontrast mikroskop kullanilarak in  vitro olarak

degerlendirilebilmektedir (Rodriguez-Martinez, 2006). Bununla birlikte, son



zamanlarda Kklortetrasiklin boyama (CTC) (Fraser et al., 1995; Hossain et al., 2010),
para manyetik boncuklar (OHASHI et al., 1994), Kinakrin (Amin et al., 1996), FITC-
PSA (Samardzija et al., 2006) ve FITC-Concanavalin A (FITCConA) (Fukushima et
al., 2005; Holden and Trounson, 1991) gibi boyamalar ile floresan mikroskop altinda
in vitro degerlendirme teknikleri gelistirilmistir. Immiinofloresan teknigi, akrozomal
proteinlerin belirlenmesinde monoklonal antikoru gelistirmistir (Rajamahendran et al.,
1994). Alternatif olarak histokimyasal boyalar kullanilirken (Bryan and Akruk, 1977,
Lenz et al., 1983), bazi tiirlerde lectine dayali floresan boyamalar yapilmistir (Bryan
and Akruk, 1977). Ancak bu prosediirlerin birgogunun dezavantajlari bulunmaktadir
(Larson and Miller, 1999). Ornegin bu tekniklerin antikorlar1 yiiksek maliyet
gerektirmekte ve bulunabilirliginin zor olmasi nedeniyle teknigi dezavantajli konuma
getirmektedir. Ayrica floresan mikroskop ve elektron mikroskop ekipmanlari sadece
birkag tiiriin akrozom durumlarini belirlemek i¢in kullanilmaktadir (Larson and Miller,
1999). Buna ilave olarak, histokimyasal boyama prosediirlerinde uzun bir zamana
ihtiyag vardir (Larson and Miller, 1999). Bu dezavantajlari en aza indirmek amaciyla
bogalarin akrozomal/morfolojik durumlarini belirlemek icin giivenilir ve daha diisiik
maliyetli olan boyama metotlart kullanilmaktadir. Spermatozoanin akrozom
biitinligii, basit ve etkili olarak bilinen Trypan Blue-Giemsa (TBG) ve Coomassie
Blue (CB) gibi ¢esitli boyama  yontemleri  kullanilarak  rahatlikla
gozlemlenebilmektedir. TBG boyamasi, boga ve domuz (Kovacs and Foote, 1992) gibi
cesitli tiirlerin  spermatozoonlarmin  akrozom  biitiinliigiiniin  incelenmesinde
kullanilirken, tavsan (Larson and Miller, 1999) ve insan (de Oliveira et al., 2011)
spermatozoasinda CB boyamasinin yaygin olarak kullanildigi rapor edilmistir. Her iki
boyama yonteminin de protein yapilari igin yiiksek affinitesi vardir ve spermatozoa
akrozomunu boyamalar1 beklenmektedir. TBG, hiicre proteinine baglanabilen boya
kombinasyonudur. Giemsa'nin diisiik molekiiler agirliga sahip oldugu ve spermatozoa
akrozomunu koruyan hiicre zarindan rahatlikla gegebildigi bilinmektedir. Daha
onceden yapilan bir ¢alismaya gore (Nofa et al., 2017), TBG boyamasinin, CB
boyamasindan uygulanabilirlik acgisindan daha basit ve kolay kabul edildigini
bildirilmistir. Yukarida belirtilen iki boyama yontemine ek olarak, metanol fikzasyonu
ve Giemsa boyamasini birlestirerek daha basit ve kolay bir yontem olan tek basina
Giemsa boyamasi kullanilarak spermatozoa akrozomal biitiinliigiinii degerlendirmek
icin kullanilmigtir (Almadaly et al., 2014). Son yillarda ise Spermac boya akrozomal

hasarlar1 degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir. Spermac prosediiriine
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gbre boyama sonrasi preparatta arka plan leke tutmadigi i¢in sulandirilmig ve/veya
¢cozdiiriilmiis sperma i¢in kullanilabilen hizli, giivenilir ve kolay bir prosediir olarak
tanimlanmaktadir (Oettlé, 1986; Oettle and Soley, 1986; Schifer and Holzmann,
2000).

Bu tez calismasinda, dondurulup-¢ozdiiriilmiis Simental boga spermasinda
CASA sistemi ile spermatozoa motilitesi, kinematik sperm parametreleri, HOST
teknigi ile spermatozoon plazma membran biitiinliglinlin tespiti ve li¢ farkli basit
boyama teknigi (Trypan Blue-Giemsa (TBG), Coomassie Blue (CB) ve Spermac
boyama) kullanilarak spermatozoanin akrozom biitiinliigiiniin degerlendirilmesi ve

boyama prosediirlerinin etkinliklerinin karsilagtirilmasi amaglanmistir.



2. BOGA SPERMATOZOONUNUN YAPISI

Spermatozoon; spermatogenezis sonucu olusan ve erkege ait genetik materyali
tagtyan lireme hiicresidir. Spermatozoonlar 6zellikle iiremenin gergeklesmesinde rol
oynarlar. Hareket ve penetrasyon yetenegine sahiptirler. Bu fonksiyonlarindan birinin

aksamasi halinde ovumu fertilize edebilmesi miimkiin olmamaktadir (Hafez, 1993).

Spermatozoonun  yaklasitk  uzunlugu bogalarda  68-70  mikrondur.
Spermatozoonun sekli canlilar arasinda birtakim farkliliklar gostermekle birlikte
yapisal kismi, akrozom ve niikleusu tagiyan bas kismi, sentriol halkalari ve
mitokondriumlari tagiyan orta kisim (8-10 p) ve hareketi saglayan kuyruk (50 p) kismi1
olmak iizere baslica ii¢ ana bolimden olusur (Shahani et al., 2010) (Sekil 2.1).

2.1. Bas

Spermatozoonun basi tiire gore degisik bi¢im ve biiyiiklikte olup 8—10 pum
uzunlugunda, 4-5 pum genisliginde ve 0,3 um kalinligindadir. Sekli daha ¢ok bir firin
kiiregi gibi yassi ve oval bir yap1 gosterir. Spermatozoonun bas kismi iki tabakali bir
membranla sarihidir. Spermatozoonlarin  dis membrani ihtiva ettifi  degisik
lipoproteinler, fosfolipitler ve antijenik yapilari ile diger hiicre membranlarindan
farklilik gostermektedir. Mevcut olan bu proteinler spermatozoonlarin epididimal
gecisi ya da olgunlasmasi sirasinda yerlesmektedir. Bag kismini saran dis membran

ayni zamanda kuyrugu da ¢evreleyerek biitiin hiicreyi kaplamaktadir (Hafez, 1993).
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Sekil 2.1. Normal spermatozoon sekli (Erdemir vd., 2011).



2.1.1. Niikleus

Basin biiylik bir boliimiinii kromozom ve genleri igeren niikleus (¢ekirdek)
kaplar. Genetik materyali tagiyan niikleusun %45'"1 DNA'dan olusmustur. DNA,
kromozom ve genleri i¢erdiginden kalitsal 6zellikleri aktaran en onemli kisimdir.
Kalan kismi ise aminoasitlerden kurulu 6zel proteinler teskil eder. Mayoz boliinme
sonrasinda spermatozoonlar haploid (n) kromozom sayisina sahiptirler. Bunlardan Y
kromozomu tastyanlar; Androspermatozoonlar, X kromozomu tastyanlar ise

Ginospermatozoonlar olarak adlandirilirlar. (Shahani et al., 2010).
2.1.2. Perforatoryum

Niikleus membrani ile akrozomal kap arasinda yer alan ve belirgin bir ¢ikinti
seklindeki olusumdur. Bu yapinin spermatozoonun ovumun zona pellucidasini delip

gecmesinde belli gorevler tistlendigi bilinmektedir (S6nmez, 2016).
2.1.3. Akrozomal Yapi

Basin 6n boliimiinde, niikleus membrani ile dis membran arasinda bulunur.
Niikleusun 6n boliimiiniin yaklasik %60'1m1 kaplar. Akrozom, fertilizasyon sirasinda
spermatozoonun ovum iizerinde bulunan Corona radiata ve zona pellucidayi

gecebilmesi i¢in gerekli olan enzimleri tasir (Hafez, 1993).

Akrozomal yap1 spermatogenezis sirasinda golgi kompleksinden gelismektedir.
Ayrica lizozomal hidrolitik enzimleri icerdiginden primer lizozom olarak kabul
edilmektedir. Akrozom sahip oldugu lizozomal hidrolitik ozellikteki enzimler,
fertilizasyon sirasinda cumulus ooforus ve corona radiata hiicrelerinin pargalanip
dagilmasini1 ve zona pellucidadaki hiyaluronik asidin yikimlanmasina sebep olmakta
Ve spermatozoonun ovuma penetrasyonunu kolaylastirdigindan dolayi fertilizasyonun
basarisinda biiyiikk 6neme sahiptirler. Golgi organeli, spermatidlerin metamorfozu ve
olgunlagsmas1 baslangicinda paraniikleer konumda lokalize olur. Endoplazmik
retikulumda yapilan hidrolitik enzimler Golgi aygitina taginir. Burada degisiklige
ugradiktan sonra vezikiiller halinde Golgi organelinin sekillendirmesi dolay1 ayrilirlar.
Kiigiik vezikiiller birbirleriyle birleserek spermatozoonun 6n yiiziinde kaynasir ve iinit
membranla sarilan iri akrozomal vezikiilii olustururlar. Olusan vezikiil irilesip, orta
kismi ¢okerek genetik maddeyi kusatan i¢i cukur yapiya doniiserek akrozomu
sekillendirir. Bu ¢6kme nedeniyle akrozomun anterior tarafinda igte ve dista olmak

tizere iKi zar1 bulunur. Akrozomun posterior tarafinda ise akrozomda daralma ve
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igerigin yogunlasmasiyla karakterizedir. Burada dis ve i¢ akrozom zarlar1 kaynasarak
akrozomun ekvatoryal segmentini olusturur. Niikleusun tabani kiikiirtce zengin
ipliksel proteinlerin olusturdugu postakrozomal kilifla sinirlanmaktadir (Canbolat,
2019; Demirci, 2002; Shahani et al., 2010).

Akrozomal yapida bir¢cok hidrolitik enzim bulunmaktadir. Spermatozoonun
zona pellucidaya penetrasyonunda akrozomal enzimler gereklidir. Onemli olan
hidrolitik enzimler; asit fosfataz, akrozin, noraminidaz ve tripsin benzeri
proteazlar’dir. Spermatozoonlar kapasitasyon gegirdikten sonra, akrozom reaksiyonu
sirasinda bu enzimler serbest kalirlar. Ovumun plazma membraniyla spermatozoon dis
akrozomal membraninin birlesmesini takip eden ekzositoz sonucu hidrolitik enzim
vezikiilleri dig ortama salimir. Spermatozoonun ovum disindaki corona radiata
tabakasini ge¢gmesinde Hyaliironidaz rol alirken; akrozom reaksiyonu olarak bilinen
olay sonucunda akrozin ve tripsin benzeri proteazlar zona pellucidayr eriterek,
fertilizasyonun ilk basamaginin gergeklesmesini saglarlar. Fertilizasyon oOncesi
spermatozoonun, disi genital kanalinda ortam kosullarina uyumu, seminal plazma
proteinlerini kaybetmesi ve ovuma penetrasyon yetenegi kazanmasini saglayan
kapasitasyon potansiyelinin kazanmalidir. Kapasitasyon sirasinda gergeklesen olaylar
morfolojik ozelliklerden ziyade biyokimyasal olaylardir. Bu yetenege sahip olan
spermatozoon, zona pellucidaya penetre olabilmek i¢in Oncelikle akrozom
reaksiyonunu gecirmelidir. Spermatozoonun zona pellucidaya baglanmasi esnasinda
spermatozoonun bas bélgesinde bulunan spesifik reseptorler aktive olmakta ve
bunlarin eksozitozu gergeklesir. Plazma membrani akrozom membraniyla kaynagarak
akrozomal igerik serbest kalir. Bu sayede spermatozoon kimyasal sindirime ugrayan
zona pellucidaya penetre olur. Akrozomal anomaliye sahip spermatozoonlar ovuma
penetre olamamaktadir (Akyol, 2005). Akrozomun yapisal ozellikleri klinik
muayenede ve suni tohumlamada ejakiilatin fertilitesinin degerlendirilmesinde dikkate
alman Onemli faktorlerdendir. Spermanin dondurma tekniklerinin gelismesiyle,
dondurma isleminin olumsuz etkilerine karsi daha duyarli olan akrozomun yapisal

ozelliklerin belirlenmesi biiyiik 6nem kazanmistir (Canbolat, 2019).
2.1.4. Post-Niikleer Kap

Post niikleer kap spermatozoon basimnin posterior boliimiinde bulunan
akrozomun uzanmadigi kisimdir. Niikleusun posterior %40'in1 sarar. Akrozomal kap

ile post-niikleer kap arasinda ekvatoral segment bulunur. Bu bdlim fertilizasyon
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sirasinda oositin vitellin membrani ile spermatozoonun kaynastigi bolge olup herhangi

bir enzim i¢ermez (Demirci, 2002; Shahani et al., 2010).
2.1.5. implantasyon Cukurlugu

Spermatozoon basinin tabaninda ve ortasinda sikismis vaziyettedir. Basin igine
dogru bir ¢ukurluk yapar. Bas bolgesinin kuyrugun orta kismi ile birlesme yerinde

bulunur. Bu ¢ukurcugun toplam genisligi 1 um kadardir (Hafez, 1993).
2.2. Boyun

Basin implantasyon cukurlugu ile kuyrugun orta kisminin birlestigi bolgeye
verilen addir. Bu bolgede kuyruga ait kapitulum adi verilen ¢ikintili alan, implantasyon
cukurlugunun i¢ine sikica girer. Bu birlesme yerinin her iki tarafinda yarim ay seklinde
bazal plaklar bulunur. Bu plaklar bas ile orta kisim arasinda 6zel bir baglanti

saglayarak eklem vazifesi gortirler (Hafez, 1993).
2.3. Kuyruk

Spermatozoon hareket yetenegini saglayan kuyruk kismi baslica {i¢ ana
boliimden olusmustur. Bunlar sirasiyla, orta kisim, esas kisim ve son kisim olarak

adlandirilir (Chenoweth, 2005).
2.3.1. Orta Kisim

Orta kismi, spermatozoonun bag kismi ile kuyruk tizerindeki annulus (daralma)
bolgesi arasinda kalan bolge olusturur. Spermatozoonun orta kismi yaklagik 810 um
uzunlugunda olup iist ucu basa ait implantasyon ¢ukurcugu igerisine oturmus vaziyette
olup bag kismina iki merkezi fibril vasitasiyla sikica baglanmistir. Orta kisimda enerji
tiretimi ve dagitimi igin gerekli olan metabolik organeller, mitokondriumlar, proximal
ve distal sentriol halkalar: ve fibriller bulunur (Hafez, 1993; Chenoweth, 2005).

Kuyrugun hareket sistemini olusturan axial fibril y1gin1, ortada iki merkezi fibril
ile bunlarin ¢evresinde igte 9 ¢ift kiigiik ve dista 9 adet biiyiik ve yogun fibrilden olusan
bir yapiya sahiptir. D1 taraftaki 9 fibrilden 3'li digerlerine gore daha kalindir. Bu yap1
igerisinde iki merkezi fibril ile bunlarin gevresindeki 9 ¢ift kiiglik fibrile “aksiyal
flament” ad1 verilirken, dis taraftaki diger 9 adette biiyiik fibril ise "periferal halkay1"
olusturur. Orta kisimdaki axial fibrin yigininin etrafi mitokondriyal bir heliks (halka)
ile ¢evrilidir. Bunlar spermatozoonun hareketi i¢in gerekli olan enerjinin iiretim

merkezleridir. Mitokondriyal halka, 10-150 derecelik bir a¢i ile {ist kisimdan



baslayarak orta kismin etrafimt 70—80 kez ¢evirerek annulusta sonlanir. Sentriollar,
motilitenin kontrol merkezi olup hareketin baslangicinda rol oynadiklart sanilmaktadir
(Hafez, 1993).

2.3.2. Esas Kisim

Kuyruk tizerinde orta kismin bittigi yer olarak kabul edilen daralma (annulus)
alanindan itibaren esas kisim baglar. Bu iki bolge arasindaki en onemli farklilik

mitokondriyal kilifin yerini fibroz bir kilifin almasidir (Hafez, 1993).

Spermatozoonlarin hareket edebilmeleri oncelikle kuyrugun yapacagir kamgi
hareketine baglidir. Orta kismin {ist ucundan baglayan aksiyal fibril yigini, kuyrugun
son kismina kadar uzanir. Bu fibrillerin ¢aplar1 esas kisimda orta kisma goére daha
kiictilmistiir. Mevcut bu fibrillerin diizenli kontraksiyonu kuyrugun kamgi1 hareketine
sebep olur. Bu da spermatozoonu ileri dogru iter. Kontraksiyonlar proximal
sentrioldan baslayip dort bir yandaki fibrillere yayilarak uyum igerisinde kuyrugun
ucuna kadar ilerletilir. Sonugta kuyruk "S" seklinde bir goriinim kazanir (Hafez,
1993).

Esas kisim iizerinde bulunan fibr6z kilifin asil gorevi iletilen bu hareketin kuyruk
boyunca dengeli bir sekilde siirdiiriilmesinin saglanmasidir. Spermatozoon devamli
olarak ileriye dogru hareket ederken ayn1 zamanda uzun ekseni etrafinda da doner. Bu
sekilde boga spermatozoonlari ileriye dogru 6 mm/dakika hizla hareket etmektedir (Gil
et al., 2009).

2.3.3. Son Kisim

Kuyrugun fibréz kiliftan yoksun olan ve yaklasik 3 um uzunlugundaki en ug
boliimiine “son kisim” adi verilir. Bu kisimda distaki 9 adet kalin fibril (periferik
halka) bulunmaz. Ayrica, bu bolgede igteki merkezi fibrillerin sacak seklinde
uzandiklar1 da gortilebilir (Hafez, 1993).



3. BOGALARDA SPERMATOLOJIK PARAMETRELER

Suni tohumlamada tercih edilen damizlik bogalarin d6l verimlerinin
belirlenmesi i¢in sperma numunelerinin ilk olarak spermatolojik 6zellikleri
degerlendirilmelidir. Bu sekilde yapilan 6n muayenelerde spermanin fertilite kabiliyeti
hakkinda bilgi sahibi olmak miimkiindiir. Dondurulmus boga sperma 6zelliklerinin
degerlendirmesinde tiim diinyada en yaygin olarak kullanilan temel spermatolojik
parametreler, motilite, yogunluk ve spermatozoonlarin morfolojik yapilarinin
incelenmesini igermektedir (Shukla, 2011). Spermatozoa motilitesi, konsantrasyonu
ve morfolojisi sperma kalitesini degerlendirirken en 6nemli {i¢ parametre olarak kabul
edilir. Spermatozoanin morfolojik 6zellikleri, spermatozoonun dolleme kapasitesini
tahmin etmede giivenilir bir gosterge islevi goriir ve ayrica spermatogenezisin belirli
bozukluklarini yansitir (Beletti et al., 2017; Boersma et al., 2001). Ayrica motilite ve
morfolojik parametrelere ek olarak hipo-ozmotik sisme testi (plazma membrani
biitiinliigh testi), mukus veya jel penetrasyonu ve DNA biitiinligi testleri de
spermatozoanin  fertilizasyon  yeteneginin  degerlendirilmesinde  kullanilan
parametrelerdir (Bacinoglu and Kemal, 2007; Foote, 1989; Ghonimi et al., 2014;
Graham, 1978; Saacke, 1982).

Bogalardan ¢esitli yontemlerle alinan spermalardaki bazi spermatolojik
ozelliklere ait ortalama degerler asagida verilmistir: ortalama sperma hacimi 4 — 8 ml,
spermatozoa motilitesi % 50 — 80 araliginda, spermatozoa yogunlugu 1000 — 1500 x
106 spp/ml, kabul edilebilir anormal spermatozoon oran1 % 5-20 araliginda ve sperma
pH degeri 6,5-7,0 araliginda kabul edilmektedir (Hafez, 1993).

3.1.1. Spermatozoa Motilitesi

Ileri yonlii hareket eden spermatozoonlarin ortamdaki 6lii ve diger hareket
bigimi gosteren spermatozoonlara oraninin yiizde olarak ifadesidir. Bu parametre nin
degerlendirmesinde, 1sitma tablali (37°C) faz-kontrast mikroskoplar kullanilir. C6ziim
sonrasi payet igerigi eppendorf bir tlip igerisine aktarilir ve otomatik pipet aracilifiyla
igerisinden 5 pl sperma gekilerek lam tizerine birakilir. Daha sonra lamel kapatilarak
faz-kontrast mikroskopta 10x veya 20x biiylitmede spermatozoonlarin bireysel
hareketleri incelenir. Mikroskop sahasinda bulunan spermatozoonun ileri yonlii
harekete edenleri dikkate alinarak yiizde orani (%) olarak degerlendirilir. Cozdiirme

sonrasi basarili bir boga spermas igin motilite degeri >%45°den fazla olmalidir (ileri
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vd., 2000; Salisbury et al., 1978).
3.1.2. Spermatozoa Yogunlugu

Birim hacimde (ml ya da cm?®) bulunan spermatozoon sayisidir. Spermanin
yogunlugu ozellikle sulandirma oraninin tespitinde ya da bir payet igerisindeki
spermatozoon sayisinin bilinmesinde oldukc¢a biliyiilk 6nem tagimaktadir. Boga
spermasinda bir payette bulunmasi gereken motil spermatozoon sayisi ile fertilite
arasinda pozitif bir iliski bulunmaktadir (fleri vd., 2000). Hemositometre ad1 verilen
ve kan hiicrelerinin sayiminda kullanilan yontem yogunlugun tespitinde pratik olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde ise her hayvan tiirii i¢in ayr1 olarak kalibre edilebilen
sperma analiz cihazlart CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer) bu amagla
kullanilmaktadir (Amann and Waberski, 2014). Normal bir boganin taze
spermasindaki spermatozoon yogunlugu ortalama 0,8-1,0x10° spermatozoon/ml’dir

(ileri vd., 2000).
3.1.3. Spermatozoa Morfolojisi

Spermatozoonlar saglam bir plazma membran1 sayesinde bulunduklar
ortamdaki madde aligverisinin saglanmasi, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon sirasinda oosit membranina tutunabilmeyi gerceklestirebilmektedir
(Topfer-Petersen et al., 1990). Birincil derecedeki morfolojik bozukluklar
spermatogenezisteki farkli bozukluktan kaynaklanabilirken, ikincil derecedeki
morfolojik  bozukluklar  spermatozoonun  epididimisten  gecisi  sirasinda
olusabilmektedir. Ugiinciil derecede olusan morfolojik bozukluklar ise ejakiilasyondan
suni tohumlama uygulamasina kadar gegen asamalarda olusan hasarlardir (Garner and

Hafez, 2000).

Rutin olarak gerceklestirilen sperma muayenesinde morfolojik bozukluklar
spermatoozoonda bulunduklar1 béliimiine gore smiflandirilmaktadir. Bunlar;
akrozom, bas, orta ve kuyruk anomalileridir. Bu bozukluklarin toplam orani en fazla
%15-20 arasinda olmalidir ({leri vd., 2000). Sperma morfolojisinin degerlendirmesi,
insanlar ve hayvanlar i¢in sperma Orneginin kalitesini belirlemede en Onemli
kriterlerden biridir (Gravance et al., 1998; Henkel et al., 2008; WHO, 1999; Van der
Horst et al., 2009). Normal morfolojiye sahip spermatozoa yiizdesini belirlemek i¢in
birgok tekli ve kombine boyama protokolleri kullanilmistir. Spermatozoa morfolojisi

degerlendirmesinin dogrulugu, sperma orneginin dikkatli bir sekilde hazirlanmasina,
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sabitlenmesine ve boyanmasina baghdir (Garcia-Herreros et al., 2006), ¢iinkii bu
prosediirler spermatozoon boyutlarin1 dnemli dl¢iide etkileyebilir (Gago et al., 1998;
Hidalgo et al., 2006; Lukaszewicz et al., 2008; Meschede et al., 1993).

Spermatozoonlardaki anormal yapilar1 baslica {ic grup altinda siniflandirmak

miimkiindiir. Bunlar;

Primer bozukluklar; Spermatogenezis sirasinda olusan anormal yapilardir. Daha
¢ok basa bagli anormallikler ve yapisal bozukluklar bu sinifa girer (Diemer and
Desjardins, 1999).

Sekunder bozuklukKlar;

Spermatozoonlarin epididimisten gegisi ile olgunlagmasi sirasinda ve iiretraya
kadarki transportlar1 boyunca ortaya ¢ikan anomalilerdir (Hafez, 1993).

Tersiyer Bozukluklar; Spermanin alinmasi, sulandirilmasi ve diger islemler
sirasinda ortaya ¢ikan uygunsuz sartlara bagli olarak goriilen anormalliklerdir. Daha

cok kuyrukla ilgili olarak sekillenirler (Hafez, 1993).

Spermatozoitlerde goriilen baslica morfolojik bozukluklar1 ise su sekilde

siralayabiliriz,
Basa Ait Bozukluklar

Akrozom Bozukluklari: Coziilmiis akrozom, dejenere akrozom, egik akrozom,

kiiciik akrozom, graniillii akrozom, akrozomsuz (Hafez, 1993).

Sekil Bozukluklari; Dar basl, yuvarlak bagli, armut basli, kopuk bas, dev basli,

gelismemis bas, kiiciikbash, kiirek sekilli bas, mizrak sekilli bas (S6nmez, 2016).
Orta Boliime Ait Bozukluklar

Protoplazmik damlacik, boyun kirilmasi, boyun kopmasi, kisa boyun, ince

boyun, uzun boyun, katlanmis boyun, deforme boyun olarak degerlendirilir.

Baglant1 bozukluklar1 ise Abaxial, para axial, retroaxial baglanmalar olarak

degerlendirilir (Chenoweth, 2005; Shahani et al., 2010).
Esas kuyruga ait bozukluklar

Kivrilmis kuyruk, kirilmis kuyruk, fibrinli kuyruk, kendi etrafina sarilmis
kuyruk, bassiz kuyruk, basa sarilmis kuyruk (Hafez, 1993).
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Yapisal Anomaliler

Tek bas - ¢ift kuyruk, ¢ift bas - tek kuyruk, ¢ift bas, ti¢c kuyruk, tek bas-ii¢ kuyruk,
cift bag - cift kuyruk olarak degerlendirilir. Anormal yapili spermatozoonlarin
meydana gelis nedenleri saptanmaya calisilmali ve bu durumun kalitsal nedenlerden
kaynaklanip kaynaklanmadig1 ortaya konmalidir. Ozellikle mevsimsel polidstrik olan
hayvanlarda asim sezonunun disinda anormal spermatozoon oraninda bir artig
goriilebilir.

Bazi bozukluklar, kalitsal olarak ortaya ¢ikabilmekte olup belirli tiir ve irklarda
daha fazla goriilebilir. Ornegin, Holstein-Friesian bogalarda akrozomal bolgede bir
yumrunun bulunmasi, Guernsey irki bogalarda kopuk basa fazla rastlanmasi, Jersey

irkl1 bogalarda kivrik kuyrugun fazla olmasi buna 6rnek olarak verilebilir (Shahani et
al., 2010).

3.1.4. Plazma Membrani ve Akrozomal Biitiinliigii

Plazma memrani, spermatozoada hiicre i¢i bilesenleri bir arada tutar ve yari
gecirgen Ozelligi ile iyon ve diger ¢6ziiniir bilesenlerin kimyasal gradyanini korur.
Spesifik plazma membran proteinleri, glukoz ve fruktozun hiicre dis1 ortamdan
spermatozoon i¢ine taginmasini kolaylastirir (Burant and Davidson, 1994; Schiirmann
et al, 2002). Bu tasiyicilar vazgecilmez enerji kaynagi substratlaridir.
Spermatozoonda ATP'nin yaklasik % 90" glikoliz (anaerobik) tarafindan iiretilir, bu
da ATP iretimi i¢in substrat olarak monosakkaritlerin 6nemini gosterir (Marin et al.,
2003; Mukai and Okuno, 2004). Spermatozoon plazma membrani islevsel olarak
saglam degilse, spermatozoon bozulmus/6li spermatozoon olarak kabul edilir ve
fertilizasyon yetenegine sahip degildir. Plazma membrani biitiinliigiiniin korunmast,
dondurularak kurutulmus ve rehidre edilmis spermin (liyofilize sperm, dolayisiyla
fonksiyonel bir plazma zar1 olmadan) yavru liretmek i¢in kullanildig1 oositlerdeki ICSI
uygulamasi i¢in gegerli degildir (Kusakabe and Kamiguchi, 2004; Kwon et al., 2004).
Ancak geleneksel IVF ve suni tohumlama gibi diger yardimci iireme teknolojileri igin,
spermatozoon plazma membran biitiinliiglinii degerlendirmek olduk¢a Onemlidir.
Plazma membran biitinliigli genellikle hiicrelerin membranlarindan gegirmeyen
boyalarla boyanmasi ile degerlendirilir. Bu boyalari igerisine almayan hiicreler canli
olarak kabul edilebilirken boyalar1 igerisine alan hiicreler 6lii olarak kabul edilir.
Giincel yapilan uygulamalarda, bu parametrenin degerlendirilmesi i¢in DNA'ya
afinitesi olan bir dizi membran gecirmeyen floresan prob da kullanilmaktadir. Bu
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prensipte calisan farkli problar, her biri farkli uyarma (excitation) ve emisyon (em)
ozelliklerine sahip spermatozoon hiicreleri igin test edilmistir. Bu 6zelliklere sahip
problar: Hoechst 33258 (358/488 nm dalga boyunda ex/em (Hong et al., 1988;
McLaughlin et al., 1992); YoPro-1 (ex/em 488/515 nm dalga boyu (Harrison et al.,
1996); propidiumiodide (Garner et al., 1986; Pintado et al., 2000) veya
etidiumhomodimer-1 (Cheng et al., 1996) (her ikisi de ex/emof 488 ve 568/>620 nm
dalga boyuna sahiptir); ToPro-3 ve TOTO (647/670 nm dalga boyunda ex/em
sayilabilir (Haugland, 1996). Sozciik anlami ‘yasayabilirlik’ olarak tanimlanan
viyabilite i¢inde de degerlendirilen plazma membrani veya akrozom biitlinliigi fertilite
acisindan da 6nemli belirteclerden bir tanesidir. Spermatozoonun plazma membran ve
akrozom biitiinliigiinii birlikte degerlendiren bu analiz de androloji laboratuvarlarinin
bircogunun kullanmakta oldugu floresan boyalarin akis sitometrisi yontemine adapte
edilmesi sonucu hizli ve giivenilir sonuglar elde edilebilmektedir. Bu amagla yaygin
olarak, SYBR-14, Propidium iodide (PI), FITC-PNA, FITC-PSA, Yo-Pro-1, 7-AAD,
rhodamine 123, carboxyfluorescein diacetate gibi floresan boyalar ya da Pl ile
kombinasyonlar1 kullanilmaktadir (Petrunkina and Harrison, 2011). Teknik, genellikle
PI ile kombinasyonlarin membrandan gegebilen (6rn. PI) ya da gegcemeyen DNA’ya
baglanabilen (6rn. SYBR14) florokromlarin saptanmasi iizerine kuruludur. Bu amagcla
ornekler SYBR-14 ve PI ile laboratuvarlarin kendine ait protokolleri kapsaminda
boyanarak (de Lourdes Pereira et al., 2016) 488 nm lik argon lazer ve 515 nm-545 nm
(SYBR), 561 nm-583 nm emisyon filtreleri ile 6lgtimleri yapilir. Boga spermasinda
plazma membrani biitlinliigii ve akrozom biitiinliigi (PMAI)’nin belirlenmesinde, ¢cok
yaygin olarak kullanilan SYBR-14/P1 kombinasyonunun (Nagy et al., 2003) yapmis
olduklar1 caligma ile tekrarlandiginda verdigi dogruluk ve dondurma asamasinda
eklenen yumurta sarisindan dolayr verdigi hata sebebiyle yerini fluorescein
isothiocyanate (FITC)-conjugated PNA ve PI kombinasyonuna birakmasini
onermislerdir. Boylece, FITC-PNA ile akrozom biitiinliigii degerlendirilirken, PI ile
plazma membran biitiinliigl ile ilgili veri debrisden olabildigince arindirilarak elde
edilebilir. Bu amagla, 5 pl FITC-PNA (100 pg/ml) ve 3 ul P1(2.99 mM), 492 ul diliie

sperma soliisyonuna aktarilarak boyama yapilmaktadir (Giirler et al., 2016).

Spermatozoa membran islevselligini test etmenin alternatif bir yolu da, onlar
hipoozmotik bir ortama maruz birakmaktir (Check et al., 1989; Jeyendran et al., 1992).

Spermatozoon plazma membraninin hipoozmotik ortama maruz birakilmasi halinde
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ozmotik basinglar esitleninceye kadar hiicre i¢ine su girmektedir. Bu su girisinden
dolayr hiicrenin hacmi ve hiicre zar1 hacmen biiyiir ve bunun sonucunda plazma
membraninda sislikler olusur (Nur ve Soylu, 2003). Spermatozoon kuyrugunun fibril
kismini1 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 sigmeler
olusurken, saglam membrana sahip olmayan spermatoozoonda bu reaksiyonlar

goriilmez (Nur ve Soylu, 2003).
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4. SPERMANIN SAKLANMASI VE COZDURULMESI

4.1. Spermanin Saklanmasi

Sperma alindiktan sonra herhangi bir isleme tabi tutulmadan en kisa siire
icerisinde kullanilmasi gerekir. Bu sekilde 30 dakikadan fazla bekletilmesi
fertilizasyon yeteneginin hizla azalmasina yol agacaktir. Ancak alinan spermanin kisa
bir siire icinde kullanilabilme imkaninin olmamasi yani belli bir zamanda
tohumlamaya hazir halde yeterli sayida kizgin disinin bulunamamasi, spermanin
belirli bir siire saklamasint zorunlu hale getirmistir. Spermanin saklanmasi, ancak
uygun sulandirici iginde sicakligimin diisiiriilmesi ve spermatozoonlarin hareketlerinin
sinirlandirilmasini saglamak suretiyle miimkiindiir. Bu amacla giiniimiizde sperma

kisa ve uzun siireli olarak saklanabilmektedir (Morrier and Cormier, 2003).
4.1.1. Spermanin Kisa Siireli Saklanmasi

Bu yontem, alinan spermanin en fazla birka¢ giin (24-48 saat) icerisinde
kullanilmas: durumunda tercih edilir (Shukla, 2011). Spermatolojik muayeneleri
gerceklestirilmis olan spermanin uygun sekilde sulandirilmasi yapildiktan sonra
35°C'deki su dolu bir kap igerisine yerlestirilip, genellikle 2-3 saatlik bir siirede
sicakliginin 5°C'ye diisiiriilmesiyle kisa siireli saklanabilmesi saglanabilmektedir. Bu
yontemle saklanan spermalarin tlirlere gore degismekle birlikte 24 saat (kog, teke,
kedi) ile 48 saat (boga, aygir, kopek) icerisinde kullanilmasi gereklidir. Bogalarda 48
saatten fazla saklanmis spermalarla yapilan tohumlamalarda dol veriminin gegen her
giin i¢in %6 oraninda diistiigii tespit edilmistir. Kisa stireli saklamada bir diger yontem
ise sulandirilmis spermanin 35°C'deki su dolu bir kap icerisine yerlestirilip 30 dakika
icerisinde sicakligmin 20°C'ye disiiriilmesidir. Ancak, bu sekilde saklanan
spermalarin koclarda 6 saat, aygirlarda ise 12 saat igerisinde kullanilmasi gerekir
(Sénmez, 2016). Ulkemizde dondurulmus sperma uygulamasina gecilmeden nce bu
sekilde saklanan boga spermalari ile yogun bir bi¢imde ineklerde suni tohumlama
uygulamalari yapilmistir. Yine bu yontem giiniimiizde kisrak, kog, teke, kopek, kedi
ve kanatlilarin suni tohumlanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Spermanin kisa
siireli saklamasi amaciyla Sodyum sitrat-yumurta sarisi sulandiricisi; boga, kog,
kopek, kedi ve kanatlilarda; Tris-yumurta sarist sulandiricisi; kog, teke, domuz ve
kopeklerde; Yagsiz siit sulandiricist ise aygir, kog, kegi ve kopeklerde oldukca yaygin

olarak kullanilmaktadir. Bu sulandiricilarin igerigi tiirler arasinda bazi kiiciik

16



farkliliklar gosterebilir (Foote, 1999).
4.1.2. Spermanin Uzun Siireli Saklanmasi (Kriyoprezervasyon)

Spermanin uzun siireli olarak saklanabilmesi ve bu sayede transferi ile suni
tohumlama uygulamalarinin yayginlagsmasi ve saha kosullarinda uygulanabilmesini
saglayan en Onemli biyoteknolojik unsur olmustur. Spermanin uzun siire
saklanabilmesi belli tekniklere gore dondurulmasiyla saglanir. Bu teknigin dayandigi
temel ilke, spermanin ¢esitli teknikler uygulanarak sicakliginin -79°C'ye ya da -
196°C'ye kadar diisiiriilmesi ve bu sicakligi saglayacak bir ortamda muhafaza
edilmesidir (Bailey et al., 2003). Bu sayede spermanin yillarca saklanmasi miimkiin
olmaktadir. Spermanin dondurularak saklanmasi amaciyla; kuru buz iizerinde
spermanin dondurulmasi, etil alkol ve kuru buz yardimiyla spermanin dondurulmasi
ve sivi azot buharinda Spermanin dondurulmasi tekniklerinden faydalanilmaktadir

(Demirci, 2002; Shukla, 2011).
4.1.2.1. Kriyoprezervasyonun Spermatozoon Uzerindeki Etkileri

Memeli sperminin kriyoprezervasyon islemi, taze sperma ile karsilastirildiginda
daha diisiik hareketlilik ve morfolojik biitiinliik ile daha yiiksek geri doniissiizliik orani
ile sonuglandigr bilinmektedir (Abdelhakeam et al., 1991; Gunay et al., 2006; Nur et
al., 2010; Wulster-Radcliffe et al., 2004). Sogutma ve donma hizlar: (Fiser and Fairfull,
1984; Maxwell et al., 1995; Pontbriand et al., 1989; Stanic et al., 2000; Woelders et
al., 1997), kriyoprotektif ajanlarin tirii (De Leeuw et al., 1993; Nur et al., 2010;
Woelders et al., 1997) ve konsantrasyonu (Fiser and Fairfull, 1984; Woelders et al.,
1997; Yildiz vd., 2000), seyreltme oranlar: (Maxwell et al., 1995; Pontbriand et al.,
1989; Sanchez-Partida et al., 1992), spermaya gliseroliin eklendigi sicaklik, dengeleme
periyodu ve ¢oziilme hizi, spermatozoanin ¢oziilme sonrasi bagarist (Abdelhakeam et
al., 1991; Fiser and Fairfull, 1984; Salamon and Maxwell, 1995) ve fertilizasyon
kabiliyeti ile dogrudan etkilidir (Salamon and Maxwell, 1995; Wulster-Radcliffe et al.,
2004).

Dondurma-¢6zdiirme sirasinda olusan termal sok, buz kristallerinin olusumu,
dehidrasyon, artan tuz konsantrasyonu, ozmotik sok ve ozmotik stres spermatozoa
tizerinde zararli etkilere sahiptir (Stanic et al., 2000). Hiicrelerin dondurularak
saklanmasinin basarisi, donma hizindan (Hammadeh et al., 1999; Hammadeh et al.,

2001) ve hiicrelerin donduruldugu ¢6zeltinin bilesiminden dogrudan etkilenmektedir
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(Hammadeh et al., 2001; Nur vd., 2010). Hiicreler hizla sogutuldugunda, su dengeyi
saglayacak kadar hizli kaybolmaz; hiicreler giderek asir1 sogur ve hiicre i¢inde donar
bu silire¢ kromatin biitiinliiglinii ve spermatozoa morfolojisini etkileyebilir
(Hammadeh et al., 2001).

Spermatozoa DNA hasari, esas olarak reaktif oksijen tilirlerinden (ROS)
kaynaklanan oksidatif stres faktorleri tarafindan spermiyogenezis, spermatogenezis ve
disi genital sisteminde tasinma sirasinda veya dondurma i¢in bazi manipiilasyonlara
maruz kalma (seyreltme, sogutma, dondurma ve ¢ézme) sirasinda meydana gelebilir

(Duran et al., 2002) (Sekil 4.1).

Membran degigimi Molekiiler degisim
o i e M'W DNA fragmentasyonu
004 000 00, 00 /.\../\/\ MRNA bozulmasi
“ 0 ,c‘» ,: 20 oo
(]
TOTf YITITTIIT  Kodianmams kisik RNAardaki

degigimler

W \ \US Kromatin degigimleri

Motilitenin azalmas:

Asin miktarda Serbest Oksijen
Radikalleri olugumu

*DNA hasan
+ lyonizasyon

+ Lipid peroksidasyonu
* Apoptozis

Sekil 4.1. Boga spermasiin dondurulup ¢ozdiiriilmesi sonrasi spermatozoonda olugan degisimlerin
6zeti (Ugur vd., 2019).

Memeli spermatozoonlar1 viicut disina ¢iktiktan sonra plazma membranlarinin
hassasiyetinden dolay1 diislik 1silara olduk¢a duyarlidirlar. Donma islemi, membran
degisikliklerini baslatmakta, ¢6zdiirme olayr ise membran protein aktivitesi ve
permeabilite degisikliklerine bagl olarak, su ve iyonlarin hiicre i¢i ile hiicre disindaki

farkliliklari, canli spermatozoonlarda kayiplara sebep olmaktadir (Bailey et al., 2003).
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Membranin kolesterol/fosfolipid orami (C/P), lipid igerigi, hidrokarbon zincir
doygunlugunun derecesi ve protein/fosfolipid orani spermatozoon hassasiyetini
belirleyici 6zelliklerdendir (Medeiros et al., 2002). Her hayvan tiiriiniin farkli bir
membran kompozisyonuna sahip olmalari, sicaklik degisimlerine kars1 farkli tepkiler
vermelerine sebep olmaktadir. Membranlar dogal olarak akiskandir ve bu durum etkili
fonksiyonlarmin bir 6n kosuludur. Membran yapisindaki fosfolipid ve kolesteroliin
yogunluklari, akigkanligi etkileyen iki ana faktor olup, bunlarin orant membran
esnekligini belirlemektedir. Fosfolipidleri fazla olan tiirlerde esnek membran yapisi
daha sik gozlenir. Membranlar sogutuldugunda, lipitler normal akiskan durumlarindan
sv1 kristal durumuna gegise maruz kalirlar ve yag asidi zincirleri bozulur (Medeiros
et al., 2002). Dondurma esnasinda bu sivi kristal durumu jel durumuna doniisiir, bu
sirada yag asidi zincirleri kat1 bir yap1 olusturarak yeniden diizenlenirler (Bucak ve
Tekin, 2007). Bu degisiklikler membran i¢i enzimlerinin kinetiginde degisime yol
acarak ¢Oziim sonu spermatozoon canliligini azaltmaktadir. Faz ge¢is sicaklik
dereceleri lipid yapisina gore degiskenlik gostermektedir. Genel olarak; daha uzun yag
asit zincirlerinin faz gegis sicakligi daha yiiksektir (Parks and Graham, 1992).
Spermatozoonun plazma membranindaki ana fosfolipidler; fosfatidil kolin,
sfingomiyelin ve fosfatidil etanolamin olarak isimlendirilmekte olup, bu fosfolipidlerin
cift katmanli membran igerisindeki pozisyonlar1 farkhidir. Fosfatidil kolin ve
sfingomiyelin dis katman ile iliskili durumdayken, fosfatidil etanolaminin i¢ katmana
affinitesi vardir. Membranin stres altinda olmadig1 durumlarda, bu affiniteler belirgin
degildir. Soguk soku fosfolipidlerin ¢ift katmanm1 boyunca dagilimlarin
degistirmelerine sonucta da membran fonksiyon degisikligine sebep olmaktadir

(Hammerstedt et al., 1990).
4.2. Spermamin Cozdiiriilmesi

Payetlerin ¢ozdiriilme yontemi, icerisinde bulunan spermatozoonlarin
¢ozdiiriilme sonras1 motilitelerini direk olarak etkilemektedir. Hatal1 olarak yapilacak
bir ¢ozdiirme islemi, en iyi laboratuvar imkanlar ile hazirlanmis kaliteli payetlerin
dahi telef olmasina neden olabilir. Bu nedenle ¢6zdiiriilme yontemi 6zel bir 6nem arz

etmektedir (Bacioglu ve Kemal, 2007).

Spermatozoonlarin gerek dondurulmasi (-10°C ile -60°C aras1) gerekse
¢ozdiiriilmesi sirasinda (20°C ile -20°C aras1) bazi kritik sicaklik dereceleri vardir. Bu

araliklarin hem dondurma hem de ¢6zdiirme islemi sirasinda miimkiin oldugunca hizli
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gecilmesi gerekmektedir. Bu nedenle, dondurulmus sperma payetlerinin avug iginde,
gomlek cebinde ve havada ¢ozdiiriilmesi, islemin yavas gerceklesmesi nedeniyle
uygun bulunmamistir. Diger taraftan, payetin inegin vajinasinda ¢ozdiiriilerek disi
genital kanalina verilmesi (soguk tohumlama), her ne kadar bu ¢ézdirme hizim
saglansa da asir1 sogugun hayvani irkiltmesi sonucu olusturdugu stres faktorleri elde

edilen gebelik sonuglarini olumsuz yonde etkilemektedir (Bailey and Cormier, 2003).

Yapilan bilimsel caligmalar, sicak su banyosunun en iyi ¢ozdiirme ydntemi
oldugunu gostermistir. Su banyosunda degisik sicaklik derecelerinde ve farkhi
siirelerde yapilan ¢ozdiirme islemlerinden elde edilen sonuglar degerlendirildiginde ise
en iyi ¢ozdiirme isleminin yiliksek sicaklikta ve kisa siireli olmasi gerektigini
belirlenmistir. Bu konuda yapilan bir¢ok ¢aligsmada, en iyi ¢6zdiirme yonteminin mini
(0,25 ml hacimli) payetlerin 75°C'deki su banyosunda 7 saniye tutulmasi ile
saglanabilecegi belirtilmektedir. Ancak saha sartlarinda 75°C'lik suyun hazir
tutulmasi, siirekli tasinmasi ve tam olarak 7 saniyelik siireye tam olarak uyulmasi zor
olup bu durum 6nemli riskler tasimaktadir. Bu sartlarin saglanmasi i¢in en uygun olan
yontem, 0,25 ml hacmindeki mini payetlerin 38°C'deki sicak su igerisinde 25 saniye
stireyle tutularak, 0,50 ml hacmindeki payetlerin ise 38°C'deki sicak su igerisinde 30

saniye tutularak ¢ozdiriilmesidir (Shukla, 2011; S6nmez, 2016).
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5. SPERMANIN DEGERLENDIRILMESINDE
KULLANILAN YONTEMLER

Biitiinlesmis farkli metotlarin kullanimi aracilifiyla spermatozoanin gelismis
analizi sayesinde, hiicre fonksiyonlar ile baglantili olan hiicre morfolojisini hiicresel
ve molekiiler diizeyde degerlendirilebilmektedir. Gelistirilen ve standardize edilen
teknikler, spermatozoanin genetik, fonksiyonel ve epigenetik igerikleri bakimindan
incelenebilmesine olanak saglamaktadir. Kriyoprezervasyonun sperma agisindan
etkilerinin  belirlenmesi i¢in  spermatozoa motilitesi, canliligl, membran
fonksiyonelligi, mitokondriyal aktivite ve apoptozis parametrelerinin giincel
tekniklerle ortaya konulmasi gerekmektedir (Ugur vd., 2019). Giliniimiizde bu
incelemelerin saglikli yapilabilmesi i¢in bazi teknolojik bilgisayarli sperma analiz
cihazlar1 (Computer Assisted Sperm Analyzer, CASA), Hamilton Thorne ve Sperm
Fertility Analyzer (SFA) gibi cihazlar gelistirilmistir. Bu sekilde insan gozii ile yapilan
siibjektif degerlendirme sirasinda yapacagi hata paymmi minimuma indirmek ve
miimkiin oldugunca objektif bir degerlendirme yapmak amaglanmistir (Yanagimachi,
1994).

5.1. Mikroskobik (Siibjektif) Degerlendirme

Istk mikroskobu temel kalite parametrelerinden olan motilite, morfoloji,
membran bitlinliigii ve konsantrasyon gibi parametrelerin degerlendirilmesinde
yaygin olarak kullanilan bir mikroskoptur. Floresan mikroskobu ise; mikroskopta
goriilemeyecek kadar kiigiik olan hiicresel komponentlerin goriintiilenmesinde
kullanilan mikroskoptur. Floresan mikroskop daha ¢ok spermatozoa canliligini,
membran, akrozom ve kromatin yapisini goriintiilemek i¢in kullanilmaktadir (Garner
et al., 1986). Bu mikroskop metodunda, spermatozoonun hiicresel komponentlerinin
goriintiilenebilmesi i¢in floresan boyalarla boyama yapilarak DNA, membran ya da
lektinlerin goriintiilemesi yapilabilmektedir (Rodriguez-Martinez et al., 1997).
Spermatozoa viyabilitesi, canli/6li ticari kitler, DNA’ya baglanan floresan boyalar
(SYBR-14) ve membran kalici boya (PI) kullanilarak floresan mikroskobunda
goriintilleme yapilabilmektedir. Akrozom, molekiiler markeri olan Pisum sativum
agliitinin floresan izotiyosiyanat’a (FITC-PSA) baglanmasiyla spermatozoonun
akrozom biitiinliigli hakkinda floresan mikroskop ile goriintiileme sonucu fikir sahibi

olunabilmektedir. Terminal deoksiniikleotidil transferaz (TdT) kullanilarak uygulanan
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TUNEL yontemi ile flow sitometri ve floresan mikroskobu kullanilarak apoptozis

degerlendirmesi yapilabilmektedir.
5.2. CASA (Bilgisayar Destekli Sperma Analizi) Degerlendirmesi

Hareketliligin stibjektif olarak degerlendirmesi, insan hatasina ve Onyargiya
egilimlidir. Bu nedenle olabildigince objektif yontemler gelistirilmistir. Mikroskobik
goriintiilere dayali yontemler arasinda hizlandirilmig fotomikrografi (Van Huffel et al.,
1985), ¢oklu pozlama fotomikrografisi, kare kare oynatma videomikrografisi ve
sinematografi (Tischner, 1979) bulunurken, Tiirbidimetri, Spektrofotometri ve Lazer
Doppler Teknolojisi fiziksel ilkelere dayanmaktadir (Comhaire et al., 1992).
Fotograflar1 analiz etmek sikic1 oldugundan, bilgisayar destekli teknolojiler otomatik
hareketlilik analizinin gelistirilmesinde bir sonraki adimdir. Gerekli ekipmanlarin
yiiksek maliyeti nedeniyle, bilgisayarli sperma goriintii analiz sistemleri 6ncelikle
arastirma uygulamalar1 i¢in kullanilmaktadir (Sekil 5.1). Mevcut ilk sistemler,
CellSoft Otomatik Semen Analizorii ve Hamilton Thorne Motilite Analizérii (HTM)
olarak piyasaya sunuldu. Bilgisayarli sperma hareket analizi i¢in video goriintiileri, bir
mikroskop kullanilarak hareketli sperma alanlarinin goriintiilenmesinden elde edilir.
Bir dizi (genellikle 20 ila 30) ardisik video karesi sabit bir hizda, tipik olarak saniyede
30-60 kare analiz edilir. Belirli bir alan igin tiim g¢ergeveler analiz edildiginde,
spermatozoonu bagka nesnelerden ayirmak ve spermatozoon izlerini yeniden

olusturmak i¢in bilgisayar algoritmalar1 kullanilmaktadir (Jasko, 1992).

Y

Sekil 5.1. CASA cihazi
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5.3. Flow Sitometrik (Akis Sitometrisi) Analizleri

1970’11 yillarin sonunda ise ilk kez akis sitometrisi (flow sitometri) ve
spermatozoon tanimlarinin birlikte anildigi ¢alisma (Van Dilla et al., 1977) tarafindan
yayimnlanmistir. Sperma kalite analizlerine yonelik, floresan temelli, birka¢ saniye
icinde binlerce hiicrenin monitdrizasyonunu saglayan bu yontem 2000’11 yillarla
birlikte ivme kazanarak, spermatozoa canlilik, mitokondriyal membran potansiyeli,
lipid peroksidasyon, oksidatif stres, DNA analizi gibi bir¢ok kalite parametre
analizinin yani sira, cinsiyet se¢imini de olanakli hale getiren bir yontem olarak
gelistirilmistir. Akis sitometrisi, akis halindeki bir siispansiyon ig¢indeki ¢esitli boyut
ve yapidaki hiicre, niikleus, kromozomal yapilar ve ¢esitli partikiilleri de kapsayan
taneciklerin, lazer ve dedektorler yardimiyla nitelik ve nicelik 6zelliklerinin
dlgiilmesine dayanan bir yontemdir. Ug bilesenden olusan akis sitometrisinde;
Olciilecek partikiilleri lazer oniine tasiyan akiskanlar sistemi, 6l¢lim yapan lazerleri
igeren ve partikiillerden donen sinyalleri toplayan dedektorleri barindiran optik sistem,
bu optik sinyalleri elektronik sinyallere c¢eviren ve degerlendirilebilir hale getiren
elektronik sistemler bulunur (Korkmaz ve Beste, 2020). Calisma prensibi basitge;
florokrom molekiillerle boyanmis 6rneklere ait partikiillerin, hidrodinamik ya da
akustik odaklanma ile tek sirali hale getirilisi, optik sistemden lazer 1gin sagilmasi,
partikiillerin 151na maruz birakilmasi, donen 1s1min toplanmasi ve toplanan verilerin
elektronik sinyallere doniistiiriilerek degerlendirilmesi olarak tanimlanmaktadir. Tiim
bu siireg bir saniye igerisinde binlerce partikiile uygulanabilir ve bu partikiillerin sayisi
“events-kayit” olarak tanimlanmaktadir. Tekli ya da ¢ogul sonuclar genellikle bir
histogram ya da Dot Blot araciligiyla yapilacak se¢im islemi ile Slglim yapilan
poplilasyona gore yiizdesel ya da rakamsal olarak elde edilmekte ve

degerlendirilmektedir (Korkmaz ve Beste, 2020).
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6. MATERYAL VE METOT

Sunulan yiiksek lisans tezi ¢alismast Ondokuz Mayis Universitesi, Veteriner
Fakiiltesi, Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali Arastirma Laboratuvari’nda
yirlitilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan ana materyal dondurulmus boga
spermast payetleri oldugundan ve herhangi bir canli hayvan uygulamasi

bulunmadigindan ¢alisma i¢in Etik Kurul Kararma gerek bulunmamaktadir.
6.1. Simental Boga Spermalarinin Se¢imi

Bu calismada, farkli Simental bogalardan ayni kosullarda toplanan ve ayni
kriyoprezervasyon prosediiriine tabi tutulan 0.25 ml’lik payetlerde dondurulmus

toplam 55 payet Simental bogasi sperma numuneleri kullanilmigtir.
6.2. Deney Gruplarinin Se¢imi Ve Planlanmasi

Bu tez calismasinda toplam 55 payet Simental bogasina ait dondurulmus sperma
ornegi kullanilmistir. Her bir sperma payeti, ¢ozdiiriildiikten sonra eppendorf tiipe
aktarilmigtir. Eppendorf tiipe aktarilmis olan spermadan 10 pL alinarak motilite ve
kinematik parametrelerin degerlendirmesi yapilmistir. Daha sonra ayni ¢ozdiiriilmiis
spermadan yine 10 pL alinarak plazma membran biitiinliigii testi (HOST) yapilmis ve
son olarak da galismanin temelini olusturan spermatozoa akrozomal biitiinliigiin tespiti
amaciyla 3 farkli boyama yontemi i¢in ayni ¢ozdiiriilmiis spermadan ayr1 ayr1 10 pL

sperma Ornegi alinarak boyama prosediirleri gerceklestirilmistir.
6.3. Spermanin Cozdiiriilmesi

Sivi azot igerisinde (-196°C’de) saklanan ve dondurulmus Simental boga
spermalar1 igeren payetler, ayni laboratuvar kosullarinda 37°C’de hazirlanmis su
banyosu i¢inde 30 saniye siire bekletilerek ¢ozdiiriildii ve eppendorf tiipline sperma

aktarildu.
6.4. Spermanin Muayenesi
6.4.1. Spermatozoa Motilitesinin Degerlendirilmesi

Total spermatozoa motilitesi ve progresif motilite degerleri bilgisayar destekli
sperma analiz sistemi (CASA) (Sperm Class Analyzer®, Version 6.3.0.59, Microptic,
Barcelona, Spain) (Sekil 6.2) kullanilarak belirlenmistir. Dondurulmus ¢6ziilmiis
sperma, 1:2 oraninda (7 uL sperma: 14 uL PBS) fosfat tamponlu tuzlu su ¢6zeltisi
(PBS) ile seyreltildi. Seyreltilmis sperma (7 pL) 1sitilmis bir lam {izerine (37°C)
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damlatildi1 ve bir lamel ile kapatild1 goriintiiler, 10x biiyiitmede yesil filtreli bir faz-
kontrast mikroskobu altinda en az bes farkli alanda okutmalar yapilarak degerlendirme
yapilmistir. Bu islem sonrasinda yaklasik 500 spermatozoon analiz edilmis olmaktadir.
Spermatozoonlarin kinematik parametrelerinin degerlendirildigi sistemde diiz ¢izgi
hizt (VSL, pum/sn), egrisel hiz (VCL, pum/sn), ortalama yol hizi (VAP, um/sn),
dogrusallik (LIN, %), diizlik (STR, %) dahil olmak {izere spermatozoanin hareket
ozellikleri yalpalama katsayisi (WOB, %), ortalama yanal kafa yer degistirmesi
(ALH, um) ve vurus ¢apraz frekans1 (BCF, Hz), olarak bilinen spermatozoa kinematik

parametreleri CASA yazilimi kullanilarak kaydedildi (Sekil 6.1).
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Sekil 6.1. Spermatozoanin Kinetik Hareketi (Tekin, 2012)
(LIN= VSL/VCL x 100 (Dogrusallik), STR=VSL/VAP x 100 (Ortalama yolun dogrusalligi), ALH
(Basin laterale sapma uzaklig1), VCL (Egrisel yoldaki hizi), VSL (Dogrusal hiz), VAP (Tiim hareketin

ortalamasi)
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Sekil 6.2. CASA sisteminde sperma muayenesi

6.4.2. Plazma Membran Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi (Host Yontemi)

Spermatozoa plazma membran biitiinliigii, hipo-ozmotik sisme (HOS) testi
kullanilarak degerlendirildi. Her sperma orneginden 10 pL alimip, 100 uL HOS
soliisyonu (100 ml'lik bir hacim elde etmek i¢in distile suda ¢6ziilmiis 0,9 g fruktoz ve
0,49 g Sodyum sitrattan olusan bir bilesim ¢6zeltisi,190 mL Osmol/kg) ile karistirildi
ve 37 °C'de 30 dakika inkiibe edildi. inkiibasyonun tamamlanmasmin ardindan lam
tizerine elde edilen karisimdan 10 uLL damlatilarak froti ¢ekilmistir. Lam 45 derecelik
bir agida tutulmak suretiyle kurumaya birakilmis ve ardindan 37°C derecedeki 1sitma
tablali mikroskopta, 40x objektifte 100 spermatozoon sayilmak suretiyle spermanin
plazma membran biitiinliigiiniin degerlendirmesi yapilmistir. Plazma membrani
saglam spermatozoa kuyruktaki kivrilma (coiling) veya spermatozoon bas kisminda
sisme durumunun varligina (swelling), membrani hasarli olan spermatozoonlar ise diiz

kuyruk ile karakterize goriintii veren spermatozoonlara gére degerlendirilmis ve oran
yiizde (%) olarak ifade edilerek kaydedildi.

6.5. Spermatozoa Akrozomal Biitiinliigiiniin Tespiti

Spermatozoanin akrozomal biitiinliigiiniin ~ degerlendirilmesinde asagida
belirtilmis olan ti¢ farkli boyama metodu kullanilmigtir. Bunlar: Coomassie Blue

boyama (CB), Trypan Blue-Giemsa (TBG) boyama ve Spermac boyama metotlari
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olarak belirlenmistir. Tiim boyama metotlarinda sperma numunesinden 10 uL lama
damlatilarak Sekil 6.3’de gosterildigi gibi preparat hazirlanmaktadir. Daha sonra faz-
kontrast mikroskobu altinda 40x biiyiitme ile degerlendirilir. (Sekil 6.4)

ol

Sekil 6.3. Akrozomal boyama igin preperat hazirlama

Sekil 6.4. Akrozom biitlinliigiiniin mikroskop ile degerlendirilmesi
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6.5.1. Coomassie Blue Boyama ile Akrozomal Biitiinliik Tespiti

Cozdiiriilen Simental boga spermasi eppendorf tiipiinden 10 pL alinip lama
damlatildi ve froti cekildi sonra oda sicakliginda kurutulmus preparatlar %0,22
Coomassie Blue G-250 (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ), %50 Metanol (Merck-
1.06008.2500) %10 asetik asit ve %40 distile su kompozisyonunda olacak sekilde
hazirlanan boya ile 2 dakika siire boyunca boyandi. Siirenin tamamlanmasindan sonra
preparatlar distile su kullanilarak istenmeyen ve degerlendirmeler i¢in sorun teskil
edebilecek boyanmalardan arindirilmistir. Preparatlar tekrar oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutma islemi tamamlandiktan sonra preparatlarin degerlendirilmesi
faz kontrast mikroskobu altinda 40x biiyiitme ile goriintiilemede farkli mikroskobik
alanda 100 adet spermatozoa degerlendirildi (Sekil 6.5). Akrozomu bozulmamis
spermatozoa mor-mavi boyandi ve akrozomun arka kismi ya boyanmadi ya da acgik

mor boyandi (Sekil 6.5.). Saglam akrozomlarin oran1 yiizde (%) olarak sunuldu.
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Sekil 6.5. Coomassie Blue boyama ile akrozomal biitiinliik degerlendirilmesi
(Yesil kare: akrozom saglam spermatozoon, Kirmizi kare: akrozom hasarli spermatozoon)
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6.5.2. Trypan Blue-Giemsa Boyama ile Akrozomal Biitiinliik Tespiti

Cozdiiriilen Simental boga spermasi 10 pL alinip eppendorf tiipline konuldu
tizerine 10 pL Trypan blue boyasi eklenerek karistirilarak homojenlestirildi. Daha
sonra bu karisimdan lama bir damla damlatildi ve froti g¢ekilerek preparat dikey
pozisyonda oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan preparatlar fiksator soliisyonunun
icerisine li¢ defa daldirilip ¢ikartildi tekrar oda sicakliginda kurutuldu. Bir sonraki
boyama adiminda, preparati %5 Giemsa soliisyonu igeren jar igerisine 3 dakika siireyle
daldirilarak boyama islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra lam distile ile
durulanmistir ve kurutmaya birakilmistir. Degerlendirmeler faz-kontrast mikroskobu
immersiyon objektifinde (100x’lik biiyiitmede) lama immersiyon yagi damlatildi ve
farkli mikroskobik alanlarda her bir preparatta 100’er adet spermatozoa
degerlendirilmesi yapilmistir (Sekil 6.6). Akrozomu bozulmamis spermatozoon “mor
renk” ile karakterize olurken, akrozomu hasarli olan spermatozoonlar “soluk lavanta
renk” ile karakterize olmustur. Degerlendirmeler bu kriterlere uygun olarak en az 200
spermatozoon sayimi yapilmak suretiyle gergeklestirilmis ve sonuglar % olarak

hesaplanmustir.

Sekil 6.6. Trypane Blue-Giemsa Boyama ile Akrozomal Biitiinliigiin degerlendirilmesi
(Yesil kare: akrozom saglam spermatozoon, Kirmizi kare: akrozom hasarli spermatozoon)

6.5.3. Spermac Boyama ile Akrozomal Biitiinliigiin Tespiti

Cozdiiriilen Simental boga spermasi 10 pL alinip lam {izerine damlatilarak froti
cekildi ardindan oda sicakliginda kurutuldu. Icerisinde fiksatér bulunan jar icerisinde
2 dakika bekletildi ardindan kurutuldu. Bu islemden sonra Spermac boyalar ile

boyama islemi gerceklestirilmistir. Hazirlanan preparatlar A soliisyonu ile 2 dakika
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siireyle jar igerisinde bekletildi ve daha sonra kurutuldu ardindan distile su igerisine 5
kez daldirma yontemi ile fazla boyanin uzaklastirilmasi saglandi ve ardindan
kurutuldu. B soliisyonu ile 1 dakika siireyle jar igerisinde bekletildi ardindan
kurutuldu. Kurutulan preparatlardaki fazla boya distile su igerisine 5 kez daldirma
yontemi ile fazla boyanin uzaklastirilmasi saglandi kurutulmaya birakildi. Kurutulan
preparatlar C soliisyonu ile 1 dakika siireyle jar icerisinde bekletildi ardindan
kurutuldu. Kurutulan preparatlardaki fazla boya distile su igerisine 5 kez daldirma
yontemi ile fazla boyanin uzaklastirilmasi saglandi kurutulmaya birakildi. Boyanan
smearler 40x biiyiitme altinda incelenmis ve her bir preparatta 100 spermatozoa
sayllmak suretiyle degerlendirilmistir (Sekil 6.7). Normal sperm, derin yesil bir
akrozoma, orta pargaya ve kuyruga, belirgin ucuk yesil ekvator bolgesine ve bagin
kirmiz1 post akrozomal bolgesine sahiptir. Akrozom biitiinliigli bozulmus ya da hasara
ugramis spermatozoonlarda ise yesil boyaya olan affinitenin azalmis oldugu, sismis,
net olmayan goriintiiye sahip akrozom varlhigi ile karakterize spermatozoonlar
degerlendirilmistir. Akrozomu olmayan spermatozoonlarda ise spermatozoon basi

kirmiz1 renkle boyanmig goriiniimde tespit edilmistir (Sekil 6.7).

o

Sekil 6.7. Spermac Boyama ile Akrozomal Biitlinliigiin degerlendirilmesi
(Yesil: akrozom saglam spermatozoon, kirmizi: akrozom hasarli spermatozoon)
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6.6. Istatistiksel Degerlendirme

Tez calismasinda uygulanacak analizlerin tamaminda SAS analiz sisteminden
yararlanilmistir. Bu arastirmada analizleri yapilan tiim parametrelerin Ortalama ve
Standart Hata (Mean = SE) gibi tanitici istatistikleri hesaplandi. Akrozomal
biitlinliigiin tespitinde kullanilan boyama yontemleri ile diger parametreler arasindaki
korelasyonlar “Pearson Correlation Coefficients Analizi” ile degerlendirildi. Yine
spermatolojik parametreler ile akrozomal biitiinlik arasindaki iligki ve etkilesim
derecelerinin belirlenmesinde ise Kovaryans Analizi kullanilmistir. Gruplar arasindaki
karsilastirmalarda, istatistiksel analizde P degerinin < 0,05 diizeyde olmasi 6nemli
kabul edildi.
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7. BULGULAR VE TARTISMA

Suni tohumlama uygulamasi ile elde edilen basar1 Olgiitlerinde erkek damizliga
ait spermatolojik parametreler biliyiilk 6nem tasimaktadir. Spermatozoanin ovumu in
vivo olarak basaril1 bir sekilde dolleyebilmesi i¢in 6ncelikle bir dizi biyokimyasal ve
fizyolojik degisiklige ugradig1 kapasitasyon siirecinin gerceklesmesi gerekmektedir
(Borg et al., 1997; Buckett et al., 1997). Spermatozoon kapasitasyonu, akrozom
reaksiyonundan Once spermatozoon membranlarinda gerceklesen bir¢ok fizyolojik
degisiklik igerir. Kapasitasyon, dig akrozomal membranin ve plazma membraninin
flizyonunu iceren ve akrozomal igeriklerin salinmasiyla sonuglanan akrozom
reaksiyonu i¢in 6n kosuldur. Fertilizasyonda 6zellikle kapasitasyon siirecinden sonra
gerceklesen ilk Onemli reaksiyon olan akrozom reaksiyonunda, spermatozoon
akrozomal yapisinin biitiinliigi ve normal morfolojik yapisi ¢ok 6nemli bir faktordiir.
Ayrica spermatozoonun morfolojik anomalilerinin yiiksek olmasi fertiliteyi olumsuz
yonde etkilemekte ve gilinlimiizde spermanin rutin muayenesinde bu parametre

mutlaka degerlendirilmektedir.

Akrozom, spermatozoonun fertilizasyon iglevini yerine getirmesinde 6nemli rol
oynayan temel bir yapidir. Akrozom reaksiyonunun ger¢eklesmesi sirasinda akrozom
blinyesindeki enzimleri serbest biraktigi i¢in kiimiiliis hiicreleri arasindaki baglanma
matrisini eritir. Bu durum 6zellikle hiyaliironidaz enzimi sayesinde olmaktadir. Clinkii
cumulus hiicreleri birbirlerine baglantilari hiyaliironik asit baglariyla olmaktadir.
Akrozom yapisinda meydana gelen malformasyonlar, fertilizasyon oraninda azalmaya
neden olabilir veya hig fertilizasyon olusmayabilir. Ozellikle de spermanin dondurma
ve ¢ozdiirme prosediirlerine tabi tutulmasi bazi spermatolojik parametreleri olumsuz
etkilediginden dolay1 hasara ugrayan spermatozoa parametrelerinin dikkatli bir sekilde
degerlendirilmesi oldukc¢a onemlidir. Bu konuda yapilmis olan c¢aligsmalar, akrozom
bilitlinliigii orani ile geri doniisiimsiiz hasarlanma oran1 arasinda spermatozoon canlilik
orani ve geri doniligiimsiiz hasarlanmaya kiyasla daha biiyiik bir korelasyon oldugunu
gostermistir. Bu nedenle spermatozoon akrozomal biitlinliigiinii kontrol etmek basarili

bir fertilizasyon saglanmasi agisindan son derece dnemlidir.

Ejekiile sigir spermatozoasinin hem akrozomal biitiinliigiinii hem de canliligini
degerlendirmek i¢in birgok arastirmaci tarafindan farkli zamanlarda ¢esitli boyama
teknikleri kullanilmistir (Correa, Heersche, et al., 1997; Correa, Pace, et al., 1997,
Hafez, 1993). Hem ejekiile spermalarda ve hem de kauda epididimal spermada
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canliligi ve akrozomal biitiinliigli degerlendirmek i¢in bircok boyama teknigi
kullanilmistir. Spermatozoonlarin hem akrozomal durumunu hem de canliliini
degerlendirmek gerektiginden, canli ve saglam akrozoma sahip spermatozoonlari, 6lii
ve akrozom biitiinliiglinii kaybetmis olanlardan giivenilir bir sekilde ayirt edebilen
boyama yontemleri kullanmak olduk¢a 6nemlidir. Fertilizasyon i¢in olmazsa olmaz
spermatolojik parametre olan akrozom biitliinliigliniin rutin analizlerde yapilmiyor
olmasindan dolayi, daha hizli ve basit akrozomal degerlendirmelerin rutin analizler

igerisine yerlestirilebilmesi olduk¢a 6nemlidir.

Bu degerlendirmeler 1s181inda sunulan tez ¢alismamiz, dondurulup-¢ozdiiriilmiis
boga spermalarinda kullanilan Trypan blue-Giemsa kombinasyonu, Coomassie blue
ve Spermac gibi kolay ve basit uygulanabilir boyama yontemleriyle elde edilen
akrozom biitiinliigii bulgularinin karsilastirilmasi, yontemlerin kendi iclerinde ve diger
temel spermatolojik parametrelerle olan korelasyonlarinin ortaya konulmasin

kapsamaktadir.
7.1. Coziim Sonrasi Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

Spermatozoa motilitesi, ileri yonde ve gii¢lii hareket eden spermatozoonlarin,
hareketsiz veya diger hareket bi¢imi gdsteren spermatozoonlara orani olarak ifade
edilir (Sénmez, 2016). Spermatozoonlar, epididimisten sonra izledikleri kanal
boyunca motil olarak kabul edilirler (Walker et al., 1982). Spermatozoa motilitesi
fertilizasyon esnasinda ¢ok kritik 6neme sahiptir, ¢linkii oositin katmanlar1 ve zona
pellucidanin gegilmesi igin spermatozoonlarin motil olmas1 ve gerekli akrozomal
enzimleri tasimak suretiyle biitiinligii bozulmadan bu bdlgeye ulastirmasi
gerekmektedir. ICSI gibi biyoteknolojik uygulamalar disinda motil olmayan ya da
anormal olan spermatozoonlar oositi fertilize etme yetenegine sahip degillerdir. Bu
yiizden sperma muayenesinde kullanilan en 6nemli kalite kriteri motilite tayini olarak
kabul edilmektedir (Walker et al., 1982). Birgok tiirde spermatozoa motilite
degerlendirilmesinde, spermatozoon immotil, progresif motil ve non-progresif motil
olarak siniflandirilmaktadir. Progresif motil olarak kabul edilen bir spermatozoon ileri
yonde ve ozellikle diizgiin dogrusal hareket eder, non-progresif motil spermatozoon
ise hareket yetenegine sahiptir, ancak anormal bir yoriingede ve dairesel hareket

etmektedir (Malo et al., 2006).

Calismamizda, spermatozoa motilitesi ve spermatozoa kinematik parametreleri
spermatozoa total motilitesi %, progresif motilite %, VCL um/s, VSL pum/s, VAP
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um/s, % LIN, % STR, ALH, BCF, % WOB olarak Tablo 7.1. ‘de verilmistir. Calisma
kapsaminda ¢6ziimii yapilan toplam 55 payet dondurulmus Simental boga
spermasinda ortalama total ve progresif motilite degerleri sirasiyla, ortalama
%72,93+1,56 ve %53,07£1,51 oranlarinda ve dondurulup-¢oziilmiis spermalar igin
ideal degerlerde oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiksel degerlendirme sonrasinda,
Spermatozoa ¢oziim sonu progresif motilitesi ve Ozellikle de total motilitesi ile
akrozom biitiinligl tespiti i¢in kullanilan boyama prosediirlerinin basarisi arasinda
onemli ve dikkate deger bir iliskinin bulundugu tespit edilmistir. Ciinkii bilindigi tizere
spermatozoa hareket parametrelerinin kalitesi ne kadar yiiksek ise bunun diger
spermatozoonun fonksiyonel kisimlariyla da baglantili oldugu ve hiicrenin tiim yapisal
kisimlarindaki uyumluluk sonrasinda yiiksek kalitenin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir. Bu
durum her yoniiyle spermatozoonlarin fertilite potansiyeline yansimaktadir. Yapilan
“Pearson Korelasyon Katsayis1 Analizi” sonuglarina gore spermatozoa motilitesi ile
progresif motilite arasinda %86°lik ¢ok gii¢lii bir pozitif iliski var olup (Tablo 7.2), bu
durumun 6nem derecesi r=0,860 (**) ile gosterilebilir. Zaten bu iki temel parametre
arasindaki iliski yapilan bircok degerlendirmede ortaya konulmus, bilinen ve tiim
bilimsel platformlarca kabul edilen bagintilardir (Hirano et al., 2001; Inang et al., 2018;
King et al., 2000; Malo et al., 2006; S6nmez, 2016).

Spermatozoa yogunlugu ile akrozomal biitiinliik arasinda ve bunlarin yani sira
diger spermatolojik parametreler arasinda istatistiksel acidan 6nemli bir etkilesim

tespit edilememistir (P>0,05).
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Tablo 7.1. Dondurulup-¢6zdiiriilmiis Simental bogalardan elde edilen CASA spermatolojik parametre

bulgulari
Spermatolojik Parametreler Mean+SE P Value Minimum  Maximum
(n=55)

Motilite 72,93+1,56 0,011 48,34 91,91
Progressive motilite 53,07+1,51 0,462 28,48 79,91
VCL 96,90+2,16 0,028 65,15 130,26
VAP 50,33+1,19 0,886 34,15 70,93
VSL 34,49+1,07 0,806 23,00 53,46
STR 61,75+0,73 0,177 52,44 72,24
LIN 35,37+0,77 0,139 26,02 48,17
WOB 53,28+0,59 0,395 46,54 64,09
ALH 4,39+0,09 0,023 3,05 5,88
BCF 6,54+0,15 0,095 4,90 10,90
Plazma membran biitiinliigii 59,10£1,00 0,003 42,00 78,00

(HOST) (%)
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Tablo 7.2. Onemli bazi sperm parameterleri ile plazma membran biitiinliigii ve akrozom biitiinliigii arasindaki korelasyonlar

Mot Pmot VCL VAP VSL STR LIN WOB  ALH BCF Sconc  PMI CB TBG Spermac

Mot 1,000

Pmot 0,860™ 1,000

VCL 0,164 0,582 1,000

VAP 0,071 0,451" 0,848™ 1,000

VSL 0,042 0,332 0,637 0,914™ 1,000
STR -0,030 0,056 0,036 0,343  0,644™ 1,000
LIN -0,117  -0,129 -0,198 0,237 0,542° 0,912 1,000

WOB -0,179  -0255 -0,35%6 0,129 0,379" 0,718 0,934™ 1,000

ALH 0,227 0,588" 0,894™ 0,539 0,280 -0,176  -0,470° -0,632" 1,000

BCF -0,191 0,046 0,295 0,685 0,803 0,637 0,643" 0,585 -0,095 1,000

Sconc -0,096 -0,213 -0,310" -0,394° -0,462° -0,332" -0,225 -0,100 -0,145 -0,401" 1,000

PMI 0,516" 0,343 -0,090 -0,195 -0,261 -0,327° -0,314" -0,259 0,001 -0,277 0,024 1,000

CB 0,570  0,538" 0,295 0,258 0,252 0,009 -0,069  -0,164 0,245 -0,025 -0,133 0,337° 1,000

TBG 0,620™ 0,545 0,177 0,135 0,096 -0,054 -0,068 -0,093 0,190 -0,117 -0,103 0,339 0,373" 1,000

Spermac 0,157 0,171 0,083 0,067 0,023 -0,045 -0,045 -0,047 0089 -0,054 0,174 0,021 0,242 -0,009 1,000

Mot: motilite; PMot: Progressive motilite; SConc: Sperma yogunlugu; PMI: Plazma Membran biitiinliigii; CB: Coomassie Blue boyama; TBG: Trypan blue-
Giemsa boyama; Spermac: Spermac boyama

*. P<0,05;
**: P<0,01
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7.2. CASA Kinematik Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Tez c¢alismamizdan elde edilen ¢6ziim sonu spermatozoa kinematik
parametreleri Tablo 7.2°de verilmistir. Toplam 55 adet Simental dondurulmus boga
spermasinin ¢oziim sonu kinematik parametreleri degerlendirildiginde veriler arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (P>0,05). Ozellikle dikkate
alinmas1 gereken onemli kinematik parametrelerden VCL, VAP, ALH ve WOB
degerlerinin tiir bazinda ortalama degerlere sahip oldugu ve istenilen araliklarda

oldugu belirlenmistir.

Spermatozoanin bilgisayar destekli analizi sayesinde ortaya konulabilen bireysel
hiz parametrelerinden VCL, VSL, BCF ve ALH kinematik parametreleri ile elde
edilen gebelik orami arasinda yliksek diizeyde pozitif korelasyonlarin var oldugu
bildirilmistir. VSL, VAP ve VCL parametreleri spesifik yollara gore spermatozoa
hizinin 6l¢iimleri olarak tanimlandigindan bu degerler yiiksek motiliteye sahip
spermatozoa olarak siniflandirilan spermatozoonun daha diisitk motiliteye sahip olarak
smiflandirilanlardan daha izl yiizdiigiinii gostermektedir (Gillan et al., 2005; Inang
etal., 2018; King et al., 2000). Bir bagka yaklasima gore ise gebelik oran1 ya da basarisi
tahmin edilirken spermatozoon kinematik parametrelerinden ALH degerlerinin
geleneksel sperma kalitesi kriterlerinden daha giivenilir oldugu tespit edilmistir.
ALH'nin ayrica fertilizasyon oranlar ile de bir iligkisinin oldugu bildirilmektedir
(Hirano et al., 2001; inan¢ vd., 2018). Bizim tez ¢alismamizdan elde edilen veriler
1s181inda yapilan degerlendirmelere gore yukarida verilen literatiir bilgisi ile dogru
orantili olarak spermatozoa kinematik parametrelerinin (VCL, VAP, VSL, STR, LIN,
WOB, ALH, BCF) akrozomal biitiinliiglin tespiti amaciyla kullanilan boyama
prosediirlerinin etkinligi lizerine etkileri degerlendirildiginde 6zellikle VCL ve ALH
kinematik parametreleri olmak {izere bunlarin yanisira BCF’nin de akrozomal
biitiinliik ile dogrudan ve 6nemli oranda pozitif etkilesimde olduklar: tespit edilmistir
(P<0,001). Diger parametreler VAP, VSL; STR, LIN ve WOB degerlerinin ise VCL;
ALH ve BCF kadar akrozomal biitiinliigiin tespitinde etkili olmadiklar1 belirlenmistir
(P>0,05). Sperma kinematik parametrelerinden BCF ile spermatozoa yogunlugu
arasinda %40’lik diizeyde negatif bir korelasyonun bulundugu tespit edilmistir (r= -

0,401, **) (Tablo 7.1).

Spermatozoa kinematik parametrelerinden olduk¢ca Onemli kabul edilen

VSL’nin roliiniin ise spermatozoon transportunda, disi iireme kanalindan geciste ve
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oosit penetrasyonu sirasinda etkili oldugu diisiiniilmektedir (Gillan et al., 2005; inang
vd., 2018). In vitro fertilizasyon ¢alismalarinda kullanilan spermalarin kinematik
parametrelerle olan iligkisinin degerlendirildigi bir baska calismada da in vitro
fertilizasyon oranlarimin STR parametresi ile 6nemli derecede baglantili oldugu
bildirilmektedir (Donnelly et al., 1998; inang vd., 2018). Bu alandaki ¢alismalardan
yola cikilarak yapilan genel degerlendirmelere gore VCL, VSL ve VAP sperm
kinematik degerlerinin in vivo fertilizasyonun tahmininde; STR, LIN ve WOB
kinematik degerlerinin ise in vitro fertilizasyon basar1 oranlariyla pozitif korelasyona
sahip oldugu bildirilmektedir (Demirhan et al., 2020). Boga spermalarinda VCL ve
ALH degerlerinin yiiksek ve LIN degerinin diisiik olusunun hiperaktif durumdaki
spermatozoada gozlemlendigi ve ayrica fertilite parametreleri agisindan sigirlarda
ortalama VCL degerinin 70,00’den, ALH ortalama degerinin ise 7,00°den yiiksek
olmasi gerektigi bildirilmistir (Inang vd. 2018). Bizim ¢alismamizda ¢dziimii yapilan
Simental boga spermalarinda ortalama VCL degeri 96,90 + 2,16 tespit edilmis olup
literatlirde verilen degerden oldukga yiiksek belirlenmistir. Bunun yanisira, sperm
kinematiklerinden 6nemli parametrelerden ALH degerinde ise ortalama deger 4,39 +

0,09 ile istenilen degerin altinda tespit edilmistir.
7.3. Plazma Membran Biitiinliigiiniin HOST ile Degerlendirilmesi

Giiniimiiz kosullarinda vital veya floresan gibi degisik boyalar kullanilarak
spermatozoanin membran bitiinligi farkli yontemlerle belirlenebilmektedir. Fakat
HOST uygulamasinin basit olmasi ve plazma membran biitinliigi hakkinda net olarak
bilgi vermesi yaninda spermatozoon membranindan sivi ve diger madde alisverisinin
fizyolojik olarak normal olup olmadigin: hakkinda da bilgi verdiginden dolayr 6nem
arz etmektedir. HOST uygulamasi beseri hekimlikte rutin sperma analizi
uygulamalarinda spermatozoanin membran potansiyeli ve fonksiyonel biitiinligii
hakkinda bilgi edinmek i¢in giivenle kullaniimaktadir (Hafez, 1993). Spermatozoanin
fonksiyonel biitiinligiini 6lgmede HOST’un rahatlikla kullanilabilecegini, ancak
hatali negatif veya pozitif sonuglarin oniine gegebilmek icin diger spermatolojik
analizlerle bir arada degerlendirilmesi ve dogrulanmasi gerektigi bildirilmistir. Kumi-
Diaka, (1993) kopek spermasinda, Lin et al., (1998) ile Bedford and Hoskins, (1990)
ise insan spermasinda yaptiklar ¢alismada taze spermatozoa motilitesi ile HOST
uygulamasi sonuglari arasinda siki bir iliski oldugunu, bu siki iliskinin spermanin

cozdiiriilmesi sonrasinda goriilmedigini bildirmislerdir. Ciinkii bilindigi {izere
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dondurulup-¢oézdiirme islemi tiim memelilerde spermatozoonun 6zellikle de membran
yapisinda irreversibl degisikliklere sebep olmaktadir. Iste bundan dolayidir ki 6zellikle
dondurulup-¢ozdiiriilmiis spermalarda plazma membran biitiinliigliniin mutlaka tespit
edilmesi ve ona gore 6nlemler alinmas1 gerekmektedir. Neild et al., (1999), taze ve
¢ozdiiriilmiis aygir spermasini fruktoz, siikroz, laktoz ve sodyum sitrat (300, 150, 100,
50 ve 25 mOsm) soliisyonlarda inkiibe etmisler, inkiibasyon sonunda fruktoz, sukroz
ve laktoz iceren medyumlarin 100, 50 ve 25 mOsm ozmotik basingli ortamlarda en
yiiksek oranda sisme oldugunu bulmuslardir. Arastirmacilar, taze ve dondurulmus
spermada motilite ve normal spermatozoon sayisi ile HOST arasinda korelasyon
oldugunu bildirmislerdir. Boga spermasinda in vitro fertilizasyon yetenegi ile HOST
arasindaki iligkiyi inceleyen Rota et al., (2000), ¢6zdiirme ve kapasitasyon sonrasi
spermay1 5 dakika siireyle 100 mOsm fruktoz/sodyum sitrat HOST medyumunda
inkiibe etmisler ve sonuglara gére HOS testinin tek basina sperma kalitesi hakkinda
yeterli bir fikir verebilecegini bildirmislerdir. HOST ile motilite ve morfoloji arasinda
da korelasyonun bulundugu ¢ogu arastirmaci tarafindan bildirilmistir (Ahmadi and
Ng, 1997; Buckett et al., 1997; Calamera et al., 1998; Christensen et al., 1999; Correa,
Heersche, et al., 1997; Correa, Pace, et al., 1997; Lagares et al., 2000; Liu and Foote,
1998; Neild et al., 1999). Yapmis oldugumuz tez ¢alismasinda yukarida bahsi gegen
literatiir verileriyle benzerlik arz eden nitelikte spermanin ¢ozdiiriilmesi sonrasinda
elde edilen HOST plazma membran biitiinligii verileri ile spermatozoa motilitesi
arsinda yiiksek bir korelasyon bulunmus (Tablo 7.2), ancak diger bulgular ile bir
iliskisinin olmadigi saptanmistir. Hipoosmotik Swelling Testin (HOST) ucuz, basit ve
kolay uygulanabilir bir test olmasi, spermatozoon membraninin fonksiyon biitiinligi
arasinda siki bir iliski bulundugu, bilinen spermatolojik testler ile uygulanmasi halinde
spermanin fonksiyonel yapisi hakkinda onemli fikirler edinilebilecegi kanisina
varilmistir (Nur et al., 2003). Bu baglamda, fertilizasyon sirasinda meydana gelen
bir¢ok fizyolojik olay sirasinda son derece 6nemli olan plazma membran biitiinliigiinii
koruyan hiicre sayis1 ne kadar yiiksekse, sperm kalitesi de o kadar yiiksek olmaktadir
(Nie and Wenzel, 2001). Plazma membran biitiinliigii, hiicrelerdeki tiim siireglerin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigindan, spermatozoa i¢in hayati neme sahiptir
(Rizal et al., 2003). Yapmis oldugumuz c¢alismada yapilan tiim ¢6zme islemlerinde
spermatozoadaki plazma membran biitiinliigii yiizdesi %42,00 ile %78,00 arasinda
ortalama %60,00 civarinda ve kabul edilebilir diizeyde olarak kategorize edilebilmistir

(P<0.05). HOST ile tespit edilmis spermatozoanin plazma membran biitiinliigiiniin ile
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spermatozoa akrozomal biitiinliigli arasinda ¢ok giiclii ve Onemli pozitif iliski
belirlenmistir (P<0,001). Yani bu bagintiya gére plazma membran biitiinliigii yiiksek
tespit edilen spermalarda akrozomal biitiinliigiin de yiiksek oranda korunmus oldugu
ve bu iki parametrenin aralarindaki etkilesimin spermanin fertilite kabiliyetinin

belirlenmesinde son derece etkili parametreler oldugunu s6ylemek miimkiindiir.

Plazma membran biitiinliigiine sahip spermatozoa orani ile incelenen sperma
parametreleri arasindaki iliski Tablo 7.3’de sunulmustur. U¢ boyama prosediirii de
spermatozoanin plazma membran durumunun tespitinde rahatlikla kullanilabilir
yontemlerdir (Sekil 7.1). S6zkonusu tez ¢alismasinda, elde edilen verilerin yapilan
istatistiksel degerlendirilmesinde plazma membran biitiinligiine sahip spermatozoa
orani ile total ve progresif motilite degerleri arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu
gorilmistir (r=0,516 ve r=0,343; P<0.01) (Tablo 7.2). Buna ilaveten yine plazma
membran biitlinliigii ile spermanin kinematik parametrelerinin arasinda sadece ALH
(r=0,001) kinematik parametresi hari¢ diger biitiin kinematik parametrelerde (VCL,
VAP, VSL, STR, LIN, WOB, BCF) negatif korelasyon tespit edilmistir (r degerleri
sirastyla: -0,090; -0,195; -0,261; -0,327; -0,314; -0,259; -0,277).

a5 -
a0 ___________________
85 _____________________
a0
75
40 0 - ! ED
Plazma Membran Biitlinligi
o rozst POZTG PozCB

Sekil 7.1. Plazma membran biitiinliigii ile boyama protokolerinin iligkisi.
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Tablo 7.3. Dondurulup-¢oziilmiis Simental boga spermalarinda plazma membran biitiinliigii ile farkli
boyama prosediirleri tespit edilmis akrozom biitiinliigl iliskisi

Spermatolojik Parametreler Mean+SE P Minimum  Maximum
(n=55) Value

Plazma Membran Biitiinliigii 59,10+1,00 0,003 42,00 78,00
(HOST) (%)

Akrozom Coomassie Blue 94,85+0,30° 0,000 87,00 98,00
Biitiinligiis 5°Yama
(%)
Trypan Blue-Giemsa 85,98+0,42"  -8,872 76,00 93,00
Boyama
Spermac Boyama 88,78+0,42¢  -6,072 82,00 95,00

a,b,c: Aym siitun iginde farkli harfleri tagiyan ortalama degerler arasindaki farkliliklar istatistiki agidan

onemlidir (P < 0,05)

7.4. Farkhh Boyama Prosediirlerine Gore Akrozomal Biitiinliigiin

Degerlendirilmesi

Erkekte fertilitenin degerlendirilmesi siirecinde veya sperma saklama
yontemlerinin degerlendirilmesinde diger dnemli parametreler sperm canliliginin ve
akrozomal biitiinliiglin analizidir (Thomas et al., 1997). Bununla birlikte, basarili bir
fertilizasyon ve zigot olusumu biiyiik 6l¢iide, boga dahil memeli spermatozoalarinda
basaril1 bir kapasitasyon siirecine ve miiteakiben sekillenecek sorunsuz ve zamaninda
gerceklesen bir akrozomal reaksiyona baglidir. Bu nedenle, tohumlama i¢in kullanilan
sperma, saglam akrozomal yapt ve membrana sahip spermatozoa icermelidir
(Jankovicova et al., 2008). Basarili bir fertilizasyon i¢in uygun zamanda ¢oziilme
sonrast motilite ve akrozom reaksiyonunun gergeklesebilmesi gerektiginden
spermatozoanin akrozomal biitiinliigii olmazsa olmazdir (Singh et al., 2017; Thomas
et al., 1997). Akrozom, zona pellucida (ZP) yoluyla sperm penetrasyonunda énemli
rol oynayan enzimler i¢eren spermatozoa ¢ekirdegi lizerinde bulunan zara bagl yapidir
(Yanagimachi, 1994). Ayrica spermin ZP'ye baglanmasi, akrozom reaksiyonunu
tetikleyerek, bir sonraki asama olan vezikiilasyon i¢in dig akrozom zarinin plazma zar1
ile flizyonuna yol agar. Bu nedenle, bozulmamis akrozom, fertilizasyon igin 6n

kosuldur (Rodriguez-Martinez et al., 1997). Dokulardaki yapisal farkliliklar1 bir
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boyama reaktifi ile farkli sekilde boyayan histokimyasal boyama ve akrozom
reaksiyonu ile agiga ¢ikan proteinlere iyi baglanan bir boyama olmak tizere memeli
spermatozoonlarinda akrozomlar1 boyamak i¢in iki ana yontem vardir (Bolwell et al.,
1980; Celeghini et al., 2010; Chelucci et al., 2015; O'connell et al., 2002). Dogrudan
boyama, nispeten basit bir sekilde gergeklestirilebildigi ve genel bir mikroskopla
kolayca gozlemlenebildigi i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Ayrica doku
boyali slaytlar fikze edilebilir ve mikroskop altinda 1s1ga maruz kalmaktan zarar
gormez, bu nedenle diger arastirmacilarin  incelemeden sonra tekrar
inceleyebilecekleri bir avantaj sunar (Celeghini et al., 2010; Chelucci et al., 2015;
O'connell et al., 2002). Bununla birlikte, immiinofloresan analiz teknigi pahali bir
floresan mikroskobu gerektirdiginden ve bir floresan maddenin 6zelliklerini harici bir
151k kaynagi ile okuma 6zelligine sahip oldugundan, floresan boyamadan hemen sonra
sperma lamin1 incelemek ve veri elde etmek gereklidir. Yani bu teknolojide, preparati
boyamadan hemen sonra degerlendirmek faydali olup, baska bir zamanda istege bagl
degerlendirme yapilmak istenildiginde ayni floresan reaksiyonunu ve 1simayi
gorebilmek pek miimkiin olmayacaktir. Dolayisiyla, sonraki degerlendirmeler objektif

olmayabilir.

Akrozomal biitiinliigiin tespitinde kullanilan boyama yontemleri kendi
aralarinda basar1 yoniinden karsilastirildiginda Coomassie blue yonteminin digerlerine
oranla daha basarili oldugunu sdylemek miimkiindiir (Sekil 7.2). Her ne kadar
kullanilan tiim yontemlerle akrozomal biitlinliigii tespit etmek miimkiin oldu ise de
yontemleri uygulama kolayligi, maliyet ekonomisi ve etkinlik agisindan bir siralama
yapmak gerektiginde Coomassie blue yonteminden sonra Spermac boyama prosediirii
ve son olarak da Trypan blue-Giemsa yonteminin etkili oldugu bulunmustur.
Aralarindaki fark istatistiksel ag¢idan 6nemli bulunmustur (P<0,05). Ancak her ti¢
boyama prosediirii de spermatozoanin akrozomal biitiinlik durumunun tespitinde

rahatlikla kullanilabilir yontemlerdir.

Coomassie blue boyasi (CBB) 1960'lardan beri molekiiler biyoloji
arastirmalarinda protein boyamasi i¢in kullanilmaktadir (de Oliveira et al., 2011).
Sigir, at, tavsan, laboratuvar hayvanlar1 ve insanlar dahil olmak iizere bir¢ok tiirde
spermatozoon akrozom biitiinliigii tespitinde faydalanilan ucuz ve kolay bir boyama
prosediirii olarak kabul edilmektedir (Chelucci et al., 2015; Cross and Hanks, 1991).
CBB boyasimin G-250 tipi ve R-250 tipi olmak {izere iki farkl tipi bulunmakta olup,
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G tipi iki metil grubuna daha sahiptir. Bu 6zellikten dolay1, suda ¢oziiniirliik agisindan
bir farklilik olmasina ragmen (Fannessia et al., 2015; Flesch et al., 2000), her iki CBB

reaktifi icin akrozom boyama yontemi hakkinda karsilastirmali veriler bulmak zordur.

Spermatozoon fertilitesini tesbit i¢in gelistirilmis birgok test olmasina ragmen,
bunlarin en gilivenilir olan1 akrozomal biitiinliigiin morfolojik degerlendirmesi olarak
bildirilmistir (Spalding et al., 1975). Bu baglamda CBB’nin teknik gerektirmeyen,
basit, kullanilabilir metod olmasi avantajdir. Comassie Blue, Giimiis Nitrat, Napthol
Yellow S- Eritrosin B, Tripan Blue- Giemsa, May- Grunwald Giemsa, Eozin-
Commassie Blue ile yapilan boyamalar sonucunda bazi boyama yontemlerinde
morfolojik olarak ¢ok giizel boyandigi, spermatozoonu olusturan bas, orta kisim,
kuyruk, akrozom bélimlerinin ¢ok kolay olarak ayirt edilebildigi; bazi boyama
yontemlerinde ise bu basarinin saglanamadigi goriilmiistiir. Commassie Blue
boyamasi ile daha oOnce fare ve hamsterlarda (Moller et al., 1990), farkli tiir
memelilerde (Larson and Miller, 1999) yaptigi calismalardaki sonuglarla benzer
sonuclar elde etmislerdir. Yapilan ¢alismalarda akrozomlari saglam olan
spermatozoanin apikal kisimlarinin koyu renkle boyandigi, akrozomlar1 saglam
olmayan spermatozoanin ise ¢ok az boyandigi veya hi¢ boya almadigi gériilmistiir.
Ayrica, cauda-epididimal yontemle elde edilen spermalarla Coomassie Blue
boyamasinin spermatozoanin akrozom durumlarini ve morfolojik olarak spermalarin
kalitesini belirlemek i¢in hizli ve giivenilir bir metot oldugunu ortaya ¢ikarmistir.
Brum et al., (2006)’min belirttigi gibi, spermatozoanin akrozom durumlarin
belirlemek i¢in bunun gibi bir¢ok yontem olmasina ragmen; bu boyama tekniginin
pahali laboratuar sartlarini gerektirmemesi ve froti hazirlandiktan sonra yaklasik 5-10
dakika gibi ¢ok kisa bir zaman sonra boyama isleminin tamamlanmasi, pratik ve iyi
sonu¢ veren bir yontem olmasi nedeni ile birgok kisi tarafindan tercih edilmesini
saglamistir. Eger ki, dondurulmus spermalardaki sulandiricilarda bulunan hayvansal
proteinlerin yogun konsantrasyonlarda kullanilmasi s6z konusu ise Coomassie Blue
boyamasiin iyi sonu¢ veremeyebilecegi de bir handikap olarak bildirilmektedir

(Rungruangsak et al., 2021).

Calismamizdaki verilerin istatistiksel degerlendirmesi sonrasinda akrozomal
biitlinliigiin tespiti amaciyla kullanilan ve en basarili prosediir olarak belirlenen
Coomassie blue boyama yontemi ile spermatozoa kinematik parametrelerinden VCL

arasinda pozitif bir korelasyon belirlenmistir (P<0,05). Ayni iligki diger boyama
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yontemleri ile VCL arasinda tespit edilememistir (r=0,295; P>0,05). Bilindigi gibi
VSL, VAP ve VCL parametreleri spesifik yollara gére spermatozoa hizinin 6l¢iimleri
olarak tanimlandigindan bu degerler yiiksek motiliteye sahip spermatozoa olarak
siniflandirilan  spermatozoonun  daha  diigsik  motiliteye  sahip  olarak
siniflandirilanlardan daha hizl yiizdiigiinii gdstermektedir (Gillan et al., 2005; inang
etal., 2018; King et al., 2000). Dolayisiyla, Coomassie blue boyama sonuglari ile VCL
kinematik parametresi arasinda tespit edilen pozitif korelasyona bagl olarak
tekrarlayan CASA oOlglimleri ile elde edilen VCL degerlerinin akrozomal biitiinliik
bagintisi sayesinde sadece VCL degeri lizerinden de akrozomal biitiinliik agisindan bir
degerlendirme yapabilmek miimkiin olabilir. Calismamizda elde edilen diger verilere
gore motilite ve progresif motilite ile yine Coomassie blue ve Trypan blue-Giemsa
boyamalar1 arasinda da ¢ok yiiksek diizeyde olmasa da pozitif korelasyon bulundugu
belirlenmistir (r=0,373; P<0,05). Ayni iliski Spermac boyama prosediirii ile hareket

parametreleri arasinda bulunamamustir (P>0,05) (Tablo 7.2).

Acrosome Integrity Rates
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Spermac Trypan Blue - Giemsa Coomassie Blue

Sekil 7.2. Akrozomal biitiinliigiin belirlenmesinde kullanilan boyama metotlarinin basar1 durumu
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Silva et al. (2003), sigir spermatozoa membran ve akrozom biitiinliigiinii
degerlendirmek i¢in ¢ift Trypan Blue-Giemsa (TBG) boyamasi kullanmis ve in vitro
oosit boliinmesi ile orta diizeyde pozitif bir korelasyon gozlemlemistir. TBG
boyamasinin, termorezitens testi ve disi kopeklerin dogal kizginlikta
tohumlanmasindan sonra dogurganhik oranlar1 ile iligkilendirildiginde, kopek
spermatozoon akrozom biitiinliigiinii degerlendirmede etkili oldugu gosterilmistir
(Santos et al., 2007). Ayrica, , canlt sigir spermatozoa hiicrelerinin degerlendirilmesi
icin TBG ve FITC-PNA/PI teknikleri arasinda yiliksek bir korelasyon oldugunu
bildirmislerdir (Zuccari et al., 2008). Yukarida bahsedilen gerceklere dayanarak,
HOST ve TBG'yi birlestiren bir teknigin, sperm morfolojik anormalliklerini tespit
etmek ve ayni anda plazma ve akrozomal membran biitiinliigiinii degerlendirmek igin
uygun olacagini savunuyoruz. Bizim ¢alismamizda floresan problarla organize edilen
ve daha yiiksek imkan ve altyapiya sahip olmay1 gerektiren ve daha fazla masrafa
ihtiya¢ duyulan bir test yerine onunla korele olabilen ve daha uygun kosullarda ve
bir¢ok laboratuvarda bulunan altyapi varligiyla kolayca uygulanabilecek boyama

tekniginin yayginlastirilmasini saglamaktir.

Calismamizda yer alan akrozomal biitiinliik tespitinde kullanilan Spermac
boyama prosediirii ise boga spermalarinin yanisira kog, teke, kopek, aygir, yaban
domuzu, ¢ita ve insandan alinan taze ve dondurulmus spermanin akrozomun
boyanmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Chan et al., 1996; Hay et al., 1997;
Oetjen, 1988). Spermac metakromatik o6zellikli bir boyadir, esas olarak cesitli
derecelerde akrozomal hasarlar1 goriiniir kilmak ic¢in kullanilir ve ayrica akrozomal
reaksiyon sirasinda meydana gelen degisikliklerin bir kisminin da goriilebilirliginin
ortaya konulmasi agisindan tercih edilen bir boyama yontemidir (Schéfer and
Holzmann, 2000). Bu tez ¢aligmasi sonuglarinin yapilan degerlendirmelerine gore,
Spermac boyama teknigi hizli, glivenilir ve uygulanabilirlik agisindan pratik olma
avantajlarmma sahip olup, aymi zamanda diger bir¢ok tiirde oldugu gibi boga
spermasinda da akrozomal morfolojinin incelenmesinde basariyla kullanilabilme
potansiyeline sahiptir. Elde ettigimiz sonuglar 1s18inda, bu teknigin ¢6zdiirme sonrasi
spermada onde gelen kusur tiplerinden biri olan akrozomal biitiinliik kusurlarinin

belirlenmesinde faydali olabilecegini vurguluyoruz.

Erkek damizlik fertilitesini tahmin etmenin daha yeni bir yontemi,

spermatozoanin akrozom reaksiyonuna girebilme yetenegini tespit etmektir. In vitro
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akrozom  reaksiyonunu  indiiklemek  i¢in  kalsiyum  iyonofor  veya
glikozaminoglikanlarin kullanimi, dogurganligi degerlendirmede potansiyel olarak
degerli bir yontemdir (Ax et al., 1985; Ax and Lenz, 1987; Carver-Ward et al., 1996;
Cummins et al., 1991). Sigirlarda, atlarda ve insanlarda, in vitro akrozom
reaksiyonlarmin indiiksiyonu ile dogurganlik arasinda bir korelasyon gosterilmistir
(Ax et al., 1985; Ax and Lenz, 1987; Blue et al., 1989; Carver-Ward et al., 1996;
Christensen et al., 1996; Cummins et al., 1991; Graham and Foote, 1987; Whitfield
and Parkinson, 1992). Yiiksek verimli hayvanlardan alinan spermalar, délverimi diisiik
olan hayvanlardan alinan spermalara oranla daha sik indiiklenen akrozom
reaksiyonuna girme egilimindedir. Bu tahlillerde, akrozomal durum g¢esitli teknikler
kullanilarak degerlendirilmistir. Bu tekniklerin bazilar1 bir antikorun mevcudiyetine
dayanir ve tamamlanmas1 onemli miktarda zaman gerektirebilir ve bazilar1 yalnizca
belirli tiirleri degerlendirmek igin kullanilabilir. Bu ¢alismada yer verilen Coomassie
blue boyama prosediirii, akrozomal durumu belirlemeye yonelik diger yontemlerden
daha basit ve daha hizlidir. Bu prosediir, birgok memeli tiiriinde spermdeki akrozomal
durumu aydinlatmak i¢in bir arastirma veya klinik ortamda faydali olabilir. Bu
caligmanin sonuglari, Coomassie Blue G-250 boyama prosediirii kullanilarak
akrozomal durumun hizli ve dogru bir sekilde belirlenebilecegini, ancak ¢alismamizda
yer alan Trypan blue-Giemsa (TBG) ve Spermac boyamalarinin da dondurulup-
¢ozdiirlilmiis Simental boga spermalarinda akrozomal biitiinliik tespitinde rahatlikla

kullanilabilecegini gostermistir.
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8. SONUC VE ONERILER

Spermanin dondurularak saklanmasi her ne kadar spermaya geri doniisiimsiiz
hasar veren bir teknoloji olsa da sperma dondurma teknigi, sigircilik ve diger bir¢ok
damizlik hayvan endiistrisi i¢in degerli bir aragtir. Bilindigi iizere dondurma ve
¢ozdiirme islemi, en basta spermatozoon plazma membrant permeabilitesi ve
mitokondriyonlarin hasarina neden olmaktadir. Spermatozoonlarin sulandirma,
sogutma, ekilibrasyon, dondurma ve c¢ozdiirmeye maruz birakildig islemler
sonucunda ¢ok Onemli bir komponent olan akrozomda Onemli hasarlar meydana
gelmektedir. Bu sebeplerden dolayr saha kullanimina sunulmadan 6nce dondurulmus
spermalarin temel parametre analizlerinin yani sira akrozomal biitiinliik acisindan da
degerlendirilmesinde biiyiik fayda s6zkonusu oldugunu diisiiniiyoruz. Spermalarin
akrozomal biitiinliik agisindan da rutin analizlere tabi tutulmasmin miimkiin oldugu
kadar basit olarak uygulanabilen, ucuz ve etkili boyama prosediirleri ile
degerlendirilmesinin  hayvancilik  sektdriine Onemli katkilar saglayacagin

diisiiniiyoruz.

Tez galisma sonuglarimiz Trypan Blue-Giemsa, Spermac ve Coomassie Blue
boyama prosediirlerinin, Simental boga spermalarinda akrozom biitiinliigiin
degerlendirmesinde basit, ucuz ve giivenilir yontemler olarak tercih edilebilecegini
gostermistir. Bu yontemler ile tek frotide spermanin hem morfolojik muayene hem de
oOlii-canli muayenesi yapilarak hizli bir sekilde spermatozoonun degerlendirilmesi
saglanabilmektedir. Bu li¢ boyama yontemi kendi aralarinda karsilastirildiginda, temel
spermatolojik parametreler ile en yliksek dilizeyde pozitif korelasyon gosteren
Coomassie Blue boyama yontemi en basarili olarak belirlenmistir. Coomassie blue
boyama prosediirii, fertilizasyon c¢alismalar1 ve erkek damizliklarda fertilite
potansiyeli degerlendirmesinin bir pargasi olarak faydali katkilar sunabilecek bir
prosediir olarak tercih edilebilir. Ancak, spermatozoon biyolojisi iizerine temel
arastirmalarin yapilmasi sdozkonusu ise bu basit boyamalar yerine daha etkili ve
kompleks degerlendirmelere imkan saglayan ve olduk¢a hassas olan fléresan boyalar
ve problar (SYBR-14, Propidium iodide (PI), FITC-PNA, FITC-PSA, Yo-Pro-1, 7-
AAD, rhodamine 123, carboxyfluorescein diacetate) ya da bunlarin Pl ile

kombinasyonlarinin tercih edilmesi daha yerinde olacaktir.
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