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OZET

Holstein Bogalarda In Vitro Spermatolojik Parametrelerin Erkek Fertilitesi ile Tliskisi

Bu ¢aligmanin amaci, sahada rutin olarak suni tohumlama uygulamalarinda kullanilan
dondurulmus ¢ozdiiriilmiis boga spermalarinin laboratuvar sartlarinda analiz edilerek
fertilite yetenekleri ile spermatolojik parametrelerin iliskilerinin belirlenmesidir.
Calismada 5 farkli ithal holstein 1rki bogalardan tiretilmis her bir boganin 5 farkli
toplama tarihini i¢ceren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis ejekulatlar1 (payetleri) kullanildi.
Boga spermalari ile Burdur/ Yesilova Merkez ve kdylerinde her bir boga i¢in 35 olacak
sekilde toplamda 175 bas inekte suni tohumlama uygulandi. Suni tohumlamada
kullanilan boga spermalar1 motilite, plazma membran biitiinliigli (PMAI), canlilik, lipit
peroksidasyon seviyesi ve mitokondrial oksidatif stres agisindan incelendi.
Tohumlama sonrasi 60. giindeki gebelik orani ultrason ile tespit edilerek hayvanlarin
gebelik durumlari tespit edildi. In vitro spermatolojik parametreler ile gebelik
sonuglart arasinda anlamli korelasyonlar tespit edilemedi (p>0,05). Ancak tek bir
boganin ¢6zliim sonu motile sonuglar ile gebelik sonuglart arasinda pozitif korelasyon
tespit edildi (p<0,05). Bogalar arasinda motilite, canlilik ve lipit peroksidasyon
seviyesi agisindan istatistiki bir fark tespit edilemezken (p>0,05); PMAI ve
mitokondrial oksidatif stres parametreleri agisindan istatistiki farkliliklar tespit edildi
(p<0,05). Gebelik oranlari agisindan bogalarin spermalar1 arasinda istatistiki bir
farklilik tespit edilemedi (p>0,05). Spermatolojik parametreler kendi arasinda
degerlendirildiginde motilite ile PMAI ve canlilik arasinda pozitif; PMAI ile canlilik
ve lipit peroksidasyon seviyesi arasinda pozitif; mitokondrial oksidatif stres ile negatif;
mitokondrial oksidatif stres ile canlilik ve lipit peroksidasyon seviyesi arasinda
negatif; canlilik ve lipit peroksidasyon seviyesi arasinda pozitif korelasyon tespit
edildi (p<0,05). Sonug olarak, hiicreyi olusturan organel ve yapilarin birbirleri ile siki
iligkili sekilde metabolik aktivitelerini devam ettirdikleri goriilmektedir. Ayrica, tekli
spermatolojik parametrelerin iligkilendirilmesi yaninda, goklu regresyon analizleri i¢in
birden fazla kombinasyonun olusturularak fertilite tahminine ve iligkilendirilmesine
gidilmesi gerektigi, yiiksek ve diisiik fertiliteye sahip bogalarda da iligskilendirmeler ve
korelasyonlarin yapilarak, bogalar arasinda olusan bu iliski ve farkliliklarin nasil ve

hangi yolaklar ile olustuguna dair ¢aligmalar yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Boga, Fertilite, Flow sitometre, Spermatolojik parametreler,
Suni tohumlama



ABSTRACT

Relationship Between Invitro Spermatological Parameters and Male Fertility in
Holstein Bulls

The aim of this study was to determine the fertility ability and spermatological
parameters of frozen-thawed bull semen routinely used in artificial insemination
applications in the field by analyzing them under laboratory conditions. Frozen-
thawed ejaculates (straws) produced from 5 different imported Holstein bulls, each
containing 5 different collection dates, were used in the study. Artificial insemination
was performed with bull semens in a total of 175 head of cows, 35 from each bull, in
Burdur / Yesilova Center and villages. Bull semens used in artificial insemination was
analyzed for motility, plasma membrane integrity (PMAL), viability, lipid peroxidation
level and mitochondrial oxidative stress. Pregnancy status of the animals was
evaluated by determining the ultrasound examination at 60 days after insemination.
No significant correlations founded between in vitro spermatologic parameters and
pregnancy rate (p>0.05). However, a positive correlation was detected between motile
results and pregnancy rate results in one bull (p<0.05). While no statistical difference
was detected between bulls in terms of motility, viability, and lipid peroxidation level
(p>0.05), statistical differences were detected between bulls in terms of PMAI and
mitochondrial oxidative stress parameters (p<0.05). There was no statistical difference
between bulls in terms of pregnancy rates (p>0.05). When spermatologic parameters
were evaluated among themselves, positive correlations were found between motility
with PMAI and viability; positive correlations were found between PMAI with
viability and lipid peroxidation level; negative correlations were found between
mitochondrial oxidative stress with viability and lipid peroxidation level; and positive
correlations were found between viability and lipid peroxidation level (p<0.05). As a
result, it is seen that the organelles and structures that make up the cell maintain
metabolic activities in close relation with each other. In addition to correlating single
spermatological parameters, it is thought that more than one combination should be
created for multiple regression analyses to predict and correlate fertility, associations
and correlations should be made in bulls with high and low fertility, and studies should
be carried out on how and through which pathways these relationships and differences
between bulls are formed.

Key Words: Bull, Fertility, Flow cytometer, Spermatological parameters, Artificial
insemination



1.GIRIS

Spermatolojik parametrelerin  degerlendirilmesinin temel amaci, sperma
kalitesi ile fertilite arasindaki iliskinin degerlendirilmesidir. Sigirlarda spermanin
dondurulmasi, saklanmasi ve c¢ozdiiriilmesi iizerine yogun c¢aligmalar devam
etmektedir. Baslangicta biyocesitlilik olarak baslayan bu dondurma siiregleri,
giiniimiizde ticari olarak genis bir alan bulmaktadir. Spermanin dondurulma agamalari,
sperma hiicresinde farkli derecelerde hasarlara sebep olmaktadir. Olusan bu hasarlar
ise, spermatazoonun oositi dolleme yetenegini azaltmaktadir. Bu etmenlerden dolayz,
dondurulmus spermanin kalitesinin onceden belirlenmesi ¢ok onemlidir. Ureme
basarisi, bircok sperma fonksiyonunun etkinligine baglidir. Bu nedenle, diisiik fertilite
potansiyeline sahip hayvanlarin damizliktan ¢ikarilmasi i¢in dondurma ve ¢ozdiirme
sonrast birka¢ spermatolojik parametrenin degerlendirilmesine dayanan bir fertilite
tahmin sistemine sahip olmasi yararli olacaktir. Bdylece, dnemli 6l¢iide zaman
tasarrufu ve ekonomik kazang saglanacaktir. Daha Once yapilan ¢alismalarda
spermanin fertilite yeteneginin tahmin edilmesinde bir dizi parametre ile ¢alisilmistir

(Gliozzi ve ark., 2017).

Fertilite ve sperma kalitesi hakkinda evcil hayvanlarda membran biitiinligi
(Januskauskas ve ark., 2003), erken (Del Olmo ve ark., 2016) ve ge¢ kapasitasyon
(Thundathil ve ark., 1999), DNA biitiinliigii (Januskauskas ve ark., 2003; Evenson,
2016) gibi c¢esitli spermatolojik parametreler degerlendirilmistir. Yapilan ¢aligmalar
is1ginda  birkag parametrenin birlikte analiz edilerek ¢oklu regresyon analiz
degerlendirmelerinin yapilmasi gerektigi belirtilmektedir (Gliozzi ve ark., 2017). Bu
analizler ise giiniimiizde bilimin 1518inda teknolojik cihaz ve ekipmanlarin
kullanilmasi ile saglanabilmektedir. Laboratuvar sartlarinda yapilan ¢aligmalarda
floresan atagmanli mikroskoplar, Bilgisayar Destekli Sperm Analiz Sistemleri
(BDSA); Computer Asisted Sperm Analyzer (CASA) ve flow sitometri cihazlari

kullanilarak spermatolojik parametreler analiz edilerek degerlendirilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Spermatozoa Motilitesi

Motilite, hareket etme veya hareketlilik anlaminda kullanilan bir terimdir.
Spermatozoa motilitesi, bir yonde ve gilg¢lii ileri dogru hareket eden
spermatozoonlarin, diger yonde ve hareketsiz olan spermatozoonlara oran1 demektir.
Ideal olarak faz kontrast atagmanli 1s1tma tablali mikroskoplar kullanilarak 20X ve 40x
objektiflerde muayene edilmektedir. Progresif motil olarak degerlendirilen bir
spermatozoon, basi yoniinde ve giiglii diizgiin dogrusal olarak hareket eder, progresif
olmayan motil spermatozoonlarin hareket yetenegi bulunmaktadir; ancak dogrusal
olmayan, gii¢sliz ya da normal olmayan bir sekilde hareket eden spermatozoonlar
olarak degerlendirilmektedir. Total motilite ise hareket yetenegine sahip
spermatozoonlarin tamamui olarak ifade edilebilir. Motil olmayan spermatozoonlarin
ise hareket kabiliyeti yoktur. Sperma motilitesi subjektif ve objektif yontem olmak
tizere iki sekilde incelenmektedir (Ak, 2008; Sonmez, 2022).

2.1.1. Subjektif Yontem

Taze velveya sulandirilmig spermanin iizeri lamel ile kapatildiktan sonra 1sitma
tablali faz kontrast mikroskoplarda 20x veya 40x objektifler ile motilite yoniinden
incelenmektedir. Burada her hareketli spermatozoonun motil olarak kabul edilmemesi
gerekir. Ornegin, geriye dogru giden, titresim ve dairesel hareket yapan hiicreler
degerlendirilmeye alinmaz. Mikroskop sahasinda ileriye dogru hareket edenler dikkate
alinir ve % olarak degerlendirilir. Ayni preparatta en az 5 farkli saha taranarak sonuca

varilir (Ak, 2008; Sonmez, 2022).



Sekil 2.1. Spermada subjektif sperma muayenesi

2.1.2. Objektif Yontem

Taze veya sulandirilmis spermada objektif yontem CASA kullanilarak
yapilmaktadir. CASA’nin faydali bir sekilde kullanilmasinin temelinde, bu sistemin
nasil ¢alistigin1 anlamak ve mikroskopta yiizen bir grup spermatozoon olarak goriilen
nesnelerin CASA sistemi vasitasiyla motilite ve baz1 hareket 6zelliklerini dl¢iilebilen
sayilara doniistiigiinii anlamaktan gegmektedir. CASA sisteminin temel bilesenleri
arasinda video kamera, video-frame kart ve bilgisayar bulunmaktadir. Bilgisayar
yazilim sistemi, spermatozoonlarin video goriintillerinin alinmasmni ve bu
gortintiilerden elde edilecek bilgilerin hesaplamasini yapmaktadir (Ak, 2008; Sonmez,
2022, Inang ve ark., 2017).

CASA yazilim programinda parameterelerin degerlendirilmesinde; total
motilite hareket 6zelligi bulunan spermatozoonlarin tamami olarak ifade edilmektedir.
Progresif motil olarak degerlendirilen bir spermatozoon, diizgiin dogrusal, giiclii
olarak bas1 yoniinde hareket saglar. Progresif olmayan motil spermatozoon ise hareket
yetenegine sahip olmakla birlikte giigsiiz, dogrusal olmayan bir sekilde hareket eden
spermatozoonlar olarak degerlendirilir. Motil olmayan spermatozoonlarin ise hareket
yetenegi bulunmamaktadir. CASA sistemi, motilite parametrelerinin yani sira,

spermatozoonun kinetik (hiz parametreleri) parametre degerleri hakkinda da bilgiler



vermektedir. Spermatozoon ortalama hiz parametreleri VSL (Velocity Straight Line);
dogrusal bir eksen yoniinde izledigi yolun baglangicindan sonuna kadar olan ortalama
hizi pm/s, VCL (Velocity Curve Linear); spermatozoonun izledigi yol boyunca
ortalama hizi pm/s, VAP (Velocity Average Path); aldigi toplam yol siiresince
ortalama hiz1 um/s seklinde belirtilmektedir. Ayrica, spermatozoonlarin takip ettigi
yol ve aldig1 mesafe agisindan parametreler ise, LIN (Linearity %); spermatozoonun
dogrusal yer degistirmesini (VSL/VCL X 100), STR (Straightness %);
spermatozoonun dogrusal bir yoriinge boyunca aldigi mesafeyi (VSL/VAP X 100),
WOB (Wobble %); aldig1 toplam yol zaman1 boyunca sola saga sendeleme derecesini
(VAP/VCL X 100), Beat Cross Frequency (BCF); spermanin izledigi hiicre yolu
sikligini, Amplitude of Lateral Head displacement (ALH); sperma yiizdiigii esnada bas

hareketlerinin olusturdugu genisligin ortalamasini 6l¢tiigii belirtilmistir (Verstegen ve
ark., 2002; Foote, 2003; Malo ve ark., 2006, inang ve ark., 2017).

Sekil 2.2. Bilgisayar destekli sperm analiz sistemi (BDSA); Computer Asisted Sperm
Analyzer (CASA)



Hizli (rapid) progresif motilite * Progresif olmayan motilite
 Yavas (slow) progresif motilte G

Sekil 2.4. BDSA kinetik parametreler



2.2. CASA Motilitesi ve Kinetik Parametrelerinin Fertilizasyon ile Tliskisi

CASA, genis bir aralikta spermanin motilite parametrelerini ortaya
koymaktadir. Boylece spermatozoonun fizyolojik durumu hakkinda subjektif
motiliteye gore fertilitenin tespit edilebilmesi i¢in daha kesin bir sonug¢ vermektedir
(Farrell ve ark., 1998; Christensen ve ark., 1999). CASA tarafindan ortaya koyulan
kinetik parametreler, fertilizasyon basarisinin belirlenmesinde Onemli gorevler
iistlenebilmektedir. Chenoweth ve ark. (1994) Amerikan Theriogenology
toplulugunun androlojik muayene rehberine gore; 15 aylik boganin skrotal ¢evre
uzunlugunun 30 cm ve iizerinde, normal morfolojik spermatazoon oraninin %70 ve
tizerinde, progresif motil spermatazoon oraninin ise en az %30 olmas1 olmasi istendigi
belirtilmektedir. Tarim ve Hayvancilik Bakanligi’'nin Suni Tohumlama, Tabii
Tohumlama ve Embriyo Transferi Faaliyetleri Hakkindaki 08.12.2011 tarih ve 28136
sayili yonetmeligine gore, ithal edilecek spermalarin belirli spermatolojik
parametreleri tagimasi gerektigi bildirilmektedir. Bu taalimata gore; CASA ¢6ziim
sonu cinsiyeti belirlenmemis boga spermasinda total motilitesi en az %40, kog-teke
sperma motilitesi en az %30, manda sperma motilitesi en az %40, spor at1 sperma
motilitesi en az %35, saf kan arap at1 total motilitesi en az %30; subjektif total
motilitesinin i1se en az %30 olmas1 istenmektedir. Cinsiyeti belirlenmis boga
spermasinda ¢6ziim sonu 1 tohumlama dozunda en az 1 milyon ve {izerinde motil

spermatazoon istenmektedir (Anonim, 2021).

Birgok arastirici, boga spermatozoonlarindaki kinetik parametreler ile in vitro
oosit baglanma yetenegi ve sahada yapilan fertilizasyon c¢aligsmalar1 arasindaki iligkiyi
aragtirmistir (Farrell ve ark., 1998; Kathiravan ve ark., 2008). Amann (1989),
dondurulmus-¢6zdiiriilmiis boga spermalarinda motilite kinetik parametrelerini
incelemis ve BCF, ALH, VSL, VCL ve LIN’1n fertilite indeksi ile iliskili oldugunu
tespit etmistir. Kathiravan ve ark. (2008) boga spermatazoonlarindaki degisik hareket
cesitleri ile oosite baglanma yetenegi arasinda bir iliski tespit etmistir. Bu iliskinin
pozitif anlamda progresif motilite ile oldugunu belirtmistir. Hiz parametrelerinden
olan VAP, VSL, VCL’nin in vitro fertilizasyon yetenegi agisindan bir iliskisi oldugu
da belirlenmistir (ChanSteven ve ark., 1990; Holt ve ark., 1994). Nagy ve ark. (2015)

CASA sistemi yardimi ile spermatozoa kinetik parametrelerini degerlendirmis ve



yaklagik 9.000 adet hayvani bu spermalarla tohumlamistir. Tohumlamalar sonucunda,
hiz parametrelerinden VCL, VSL, VAP degerlerinin diger parametrelere gére daha
kullanigh oldugu tespit edilmistir. Bu parametreler igerisinde de (VCL, VSL, VAP)
VAP’nin fertilitenin tahmin edilmesinde en kullanigh parametre oldugu bildirilmistir.
Robayo ve ark. (2008) kog spermasi ve ¢esitli hayvan tiirlerinin servikal mukuslari ile
yaptiklar calismada, ko¢ spermasinin motilite ve kinetik parametreleri CASA’da
incelenmis ve ayni spermalar ¢esitli hayvan tiirlerinin servikal mukuslar1 (koyun, keg¢i,
inek) ile muamele edilerek hareketleri incelenmistir. Inceleme sonucu spermanin
koyun servikal mukusunda ilerleyisi ile VCL, VAP degerlerinin (p<0,05), keci
servikal mukusundaki ilerleyisinde VCL, VAP, STR ve LIN degerleri ile pozitif yonde
(p<0,01); inek servikal mukusundaki ilerleyisinde ise sadece ALH ile negatif bir
korelasyon (p<0,05) oldugu tespit edilmistir.

2.3. Hipo-Osmotik Sisme (HOS) Test

Fertilizasyonun gerceklesmesi igin, spermatozoonun kapasitasyon siirecini,
akrozom reaksiyonu siirecini gegirebilmesi ve oosite baglanabilmesi igin fonksiyonel
bir hiicre membranina ihtiyaci vardir. Hipo-osmotik sisme testi, spermatozoonun
plazma membran biitinligiinii degerlendirmesinin yani sira, Spermatozoonun
fertilizasyon yeteneginin tespiti i¢in onemli bir testtir. HOS test, spermatozoon
membraninin ¢evre ile arasinda olan denge farki ile membran biitlinliiglinii saptamaya
yardimci olur. Hipo-osmotik fark nedeniyle kuyrugun kivrilmasi, balonlagmasi veya
sismesi gozlemlenir. Incelenen orneklerde yiiksek oranda sismis spermatozoon,
saglam ve fonksiyonel bir plazma membran biitiinliigiiniin gostergesidir (Sivakumar

ve Rajasingam, 2013).



Sekil 2.5. Hos Test mikroskobik goriintii

2.4. Olii Spermatozoa Tespiti

Spermatozoonlarda 6lii-canli tespiti i¢in farkli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler arasindan en c¢ok tercih edilen ¢ift veya tek renk veren metotlardir. Bu
yontemler igerisinde en ¢ok tercih edilen ise fertilite potansiyelini en iyi gdsteren
yontemdir. Gegmisten giliniimiize kadar tekli boyama ile yapilan boyamalarda
morfolojik ve 6lii canli ve muayenelerinin yapilmasi i¢in eozin boyama yontemi
kullanilmaktadir. Eozin boyama ydnteminde, canli spermatozoonlar diisiik membran
gecirgenligine sahip oldugu icin bas kismi beyaz olarak goriintiilenmektedir. Olii
spermatozoonlar ise membranlarin segici gegirgenligi bozuk oldugu i¢in bas kisminin
turuncu-kirmizi (eozinofilik) olarak boyanmasi esasina dayanarak calismaktadir
(Sonmez, 2022).

Glinlimiizde sperma Orneklerinde 6lii canli tespitinde kullanilan c¢esitli
floresan boyalar bulunmaktadir. Cift renkli boya olarak c¢alisan SYBR-14 ve
Propidium lodide (PI) birlikte veya tek basina PI memranlarin saglamliginin
incelenmesinde ve degerlendirilmesinde tercih edilmektedir. SYBR-14 plazma
membran gecirgenligine sahip olan Deoksiriboniikleik asit (DNA) boyasidir. (uyarimi
488 nm; yayimmi 516 nm). Canli olan DNA hiicrelerinin yesil renkli floresan olarak
gosterilmesini saglar. PI ise, hiicre ¢ekirdeklerini kirmizi-turuncu olarak boyanmasini
saglayan (yayimi 617 nm, uyarimi 530 nm) plazma membranlar1 hasarli ve bozuk olan
spermatozoonlarin bulunmasinda tercih edilen bir boyama yontemidir. (Chalah ve
Brillard, 1998).



Sekil 2.6. Spermatozoonda Eozin boyamasi

Sekil 2.7. Spermatozoonda 6lii canli oraninin floresan mikroskopta degerlendirilmesi
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Sekil 2.8. Spermatozoon Olii-canli muayenesinin  flow sitometrik olarak
degerlendirilmesi

2.5. Akrozom Hasarmin Degerlendirilmesi

Endoplazmik retikulum ve golgi aygitindan iiretilen bir organ olan akrozom,
fertilizasyon sirasinda gorevli farkli hidrolitik enzimleri i¢erisinde bulundurmaktadir.
Fertilizasyon sirasinda agia ¢ikan akrozomal enzimlerin salinmasi vasitasi ile
akrozom reaksiyonu saglamaktadir. Ayrica, akrozom reaksiyonu ve zona
spermatozoon birlesmesinde hiperaktivasyonun katkisi sperm hiicresinin zona
pelliisidaya baglanmasini saglamaktadir. Spermatozoa, disi genital kanalinda
fertilizasyon bolgesinde ilerlemesi oncesinde ve sirasinda zona pelliisidaya baglanana
kadar, spermatazoonun bas kisminda bulunan akrozom béliimiiniin saglam ve biitiin
olmas1 gerekmektedir. Akrozom reaksiyonu sirasinda, plazma membraninin dis

akrozom membrani ile birlesmesi ve bunun sonucunda ekzositoz i¢in kalsiyum (Ca)
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gerekli bir iyon olarak belirtilmektedir. Zona pelliisida ile etkilesimi ile dncelikle
olusan reaksiyon ile spermatozoonda Ca’nin ve alkaliligin buna bagl olarak pH’in
yukselmesidir. Akrozom hasarinin degerlendirilmesinde Flurescein Isothiocyanate
Conjugated Peanut Agglutinin (FITC-PNA) yo6ntemi tercih edilen en yaygin
yontemdir. Ayrica akrozom biitiinliigii Lyso Tracer™ Green DND-26 boyama
prosediirii kullanilarak da degerlendirilebilir (Gillan ve ark., 2005).

Sekil 2.9. Akrozom hasarinin floresan mikroskopta degerlendirilmesi

PNA+PI: TARGET POP.
JFITC- Pl +(%17,27) FITC + Pl +(%55,74)

FITC - PI-(%26,57) FITC + PI-(%0,42)
0 104 10°
PNA FITC-A

Sekil 2.10. Spermatozoon plazma membran/akrozom hasarinin flow sitometrik olarak
degerlendirilmesi
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2.6. Mitokondriyal Aktivasyonun Degerlendirilmesi

Memeli spermatozoonlart tipik olarak 50 ila 75 arasinda mitokondriye sahiptir
(Ankel-Simons ve Cummins, 1996). Spermatozoanin mitokondrileri kendine 6zgii
ozellikler gosterir. Aksonemler sikica sarilmis bir sekilde orta boliime hapsedilmistir.
Spermiyogenezis sirasinda, mitokondri ugtan uca siralanir ve hiicrenin dis plazma
zarinin hemen altinda kalin mitokondriyal kilifi olusturmak i¢in flagellum etrafinda
sarmal olarak sarilir (Ho ve Wey, 2007; Lindemann ve Lesich, 2016). Spermatozoanin
flagellar hareketi ve motilitesi Adenozin trifosfat (ATP)’dan iiretilecek enerji vasitasi
ile saglanacagi ig¢in, spermanin fertilizasyon yeteneginin ve kalitesinin
degerlendirmesinde  ¢esitli  yontem ve tekniklere gerek duyulmaktadir.
Spermatozoonun orta kisminda bulunan mitokondrilerde fiziksel veya kimyasal
hasarlar, Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS) artisi, dondurma-¢6zdiirmenin olusturacagi
hasarlar vb. ATP {iretiminde aksakliklara sebep olabilir. (Hallap ve ark., 2005;
Gravance ve ark.,, 2000). Olusacak bu etmenlere bagli olarak mitokondrial
fonksiyonlardaki degisikliklerin ~ olglilmesi i¢in ¢esitli floresan boyamalar

kullanilmaktadir.

Mitokondrial fonksiyon degisiklikleri floresan boyalar kullanilarak flow
sitometre veya floresan mikroskop kullanilarak ol¢iilmektedir. Mitokondrisi aktif
spermatozoalarda 5 5,5°, 6,6 -tetrachloro-1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimi-dazolyl-
carbocyanine iodide (JC-1), rhodamine 123 (R123) ve MitoTracker (MITO) gibi 3
farkli floresan boyama kullanilarak fonksiyonlar tespit edilebilir. Floresan
mikroskopta MITO ve R123 protokollerinde tek renkli yesil goriintii elde edilirken,
bunun tam tersi olarak JC-1 ile mitokondrisi boyananlarda hem kirmizi- turuncu hem

de yesil spermatozoonlar goriilebilmektedir (Garner ve ark., 1997).

12



Sekil 2.11. Spermatozoon mitokondrial aktivasyonun floresan mikroskopta

degerlendirilmesi
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Sekil 2.12. Spermatozoon mitokondrial aktivasyonun flow
degerlendirilmesi
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2.7. Kapasitasyon Seviyesinin Degerlendirilmesi

Spermatozoonda kapasitasyon seviyesinin degerlendirilmesi, spermatozoonda
kalsiyum (Ca) degisikliklerinin incelenmesi esasina dayanmaktadir. Bu yontemde
florokrom 0zelligi bulunan bir antibiyotik tiirevi olan chlortetracycline (CTC) ile
degerlendirilmektedir. CTC’nin hiicre membranini Ca’ya olan gegirgenligini artirarak
serbest olarak bulunan Ca’nin hiicre i¢ine girmesi saglanir. Hiicre i¢ine Ca girmesi ile
floresan oOzellik gosteren CTC floresan mikroskop ve flow sitometre ile
degerlendirilerek fertilizasyon ile iliskisi degerlendirilmektedir (Kerns ve ark., 2018).
Ca seviyesinin belirlenebilmesi i¢in Fluo-3 ve Fluo-4 AM floresan boyalari

kullanilabilmektedir.
2.8. Apoptozis seviyesinin Degerlendirilmesi

Apoptozis, kelime anlami olarak programli hiicre 6liimii anlamina gelmektedir.
Hiicresel olarak niikleer hasarlari ve kromatin agregasyonunu igeren kompleks bir
durum olarak agiklanabilir. Programli hiicre 6limiiniin (apoptozis) fertilizasyon ile
iligkisi floresan boyamalar vasitasi ile flow sitometrik olarak degerlendirilebir. Bu
yontemde yaygin olarak Annexin V boyamasi kullanilmaktadir. Annexin V 35-36 Kd
agirhiginda fosfolipit baglayici ve Ca*2 bagimli bir proteindir. Annexin V’in hiicre lipid
membraninin i¢ kisminda bulunan phosphatidylserine’lere baglanma 6zelligi
bulunmaktadir. Eger hiicre apoptozise ugrarsa, phosphatidylserin molekiilleri hiicre
membraninda i¢ taraftan dis tarafa dogru yer degistirirler. Ayrica, Annexin V’in FITC
kombine preparatlarinin yapilan ¢aligmalarda hassas olarak ¢aligtig1 tespit edilmistir.
Ayrica, ticari preparatlarda degismekle birlikte bu kombinasyon Pl ile de olmaktadir
(Chaveiro ve ark., 2007; Aydiner, 2008).

2.9. Spermada Konsantrasyon ve Yogunluk Tayini

Cesitli yontemlerle alinan ejakulatlarin in vitro fertilizasyon (IVF) ve diger
reprodiiktif biyoteknolojilerde kullanilirken ml’de bulunan spermatozoon sayisinin
belirlenmesi ¢ok biiyiik 6nem arz etmektedir. Daha 6nce yapilan hemositometrik ve

CASA analiz yontemlerinin yani sira flow sitometrik olarak da yogunluk tespit
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edilebilir. Flow sitometrik olarak olarak ‘beads’ taneciklerinin analiz edilerek 6rnege
eklenmesi ve analiz edilmesi esasina dayanarak diger in vitro spermatolojik analizlerle
(6zellikle canlilik (SYBR-14/P1)) birlikte bu analiz yapilabilir. Yapilan ¢alismalarda,
tirlere bagh degisiklik gostermekle birlikte boga spermasi igin, sulandirilan ejakiilat
(1:100- 1:250) ya da dondurulmus ¢ozdiiriilmiis 60x10° sperma ornekleri (1:20)
Propidium iodide (Pl) ve SYBR-14 boyama prosediirii ile boyanarak belirli bir
hacimin okumasi istenir. Side Scatter (SS)/Forward Scatter (FS) popiilasyonlarinin
belirlenmesi  ile elde edilecek say1 popiilasyonu belirlenen hacimde

konsantrasyon/yogunluk parametresi olarak degerlendirilir. (Korkmaz ve Cil, 2020).

2.10. Oksidatif Stres’in Flow Sitometrik Olarak Degerlendirilmesi

ROS olusumuna bagli olarak spermatozoonun kendi antioksidan savunma
sistemlerinin dengesinin bozulmasi ve buna bagli yetersiz kalmasi ile olusan DNA
hasari, membran lipid yapisinin zarar gormesi ve fertilitede disiikliikler oksidatif
strese bagli olarak goriillen durumlardir. Spermanin dondurularak saklanmasi ve daha
sonra ¢ozdiiriilme islemlerinin oksidatif stresin olusumunda yeri biiyiiktiir (Giirler ve
ark., 2016). Bu agidan, spermada oksidatif stres parametrelerinin incelenmesi ve
degerlendirilmesi, dondurma-¢ozdiirme islemlerine karsi hassasiyetin tespiti agisindan
onemlidir. Oksidatif stresin flow sitometride belirlenmesinde,
Dichlorodihydrofluorescein diasetate (DCFH-DA) siklikla kullanilan bir bir boyadir.
5-(ve-6)-karboksi-2’,7'-diklorodihidro floresan’in diasetat formu olan bu floresan
boya, nitrojen dioksit, hidroksil, hidrojen peroksit, siiperoksid anyon radikalleri ve
karbonat anyon radikalleri  tarafindan  yesil  floresan  renk  veren
Dichlorodihydrofluorescein (DCF)’e donistiiriiliir (Kalyanaraman ve ark., 2012). Bu
yontemde, 5 pl DCFH-DA (10 mM) ve 3 ul PI (2.99 mM), 492 pl sulandirilmis
spermaya ilave edilerek boyama yapilir (Korkmaz ve ark., 2017). Bu yontemlerin
disinda, MitoSOX™, Dihydroethidium (DHE), CellROX Deep Red, 5-
diaminofluorescein-2/diacetate (DAF2-DA) ve CellROX Orange (De Castro ve ark.,
2016) oksidatif stresin degerlendirilmesinde kullanilan diger floresan boyalardir.
Bunun yani sira, MitoSOX™ floresan boyamasinin spesifik olarak siiperoksit
anyonlarmin (O2) ve mitokondrial ROS seviyesinin belirlenmesinde kullanilabilecegi

belirtilmektedir (Koopers ve ark., 2008; Kumeresan ve ark., 2017)
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Sekil 2.13. Spermatozoonda mitokondrial oksidatif stresin flow sitometride
degerlendirilmesi

2.11. Spermatozoada Lipid Peroksidasyon Analizi

Doymamus yag asitlerinden zengin bir yapis1 olan spermatozoonlarda oksidatif
stres, ROS ile yag asitlerinin yapisinin degismesine Ve buna bagl olarak spermatozoa
membranlarinin yapisinin bozularak, spermatozoonun iglevlerinin aksamasina sebep
olmaktadir. Lipid Peroksidasyonun (LPO) degerlendirilmesinde en ¢ok kullanilan
yontem yag asidi analogu olan C11- BODIPY581/591 boyama protokoliidiir (Ball,
2001). Floresan mikroskopta membran yapist saglam olan kirmizi (PI boyamasi
kullanildigi i¢in), peroksidasyona ugramis membranlarin ise yesil (520 nm) renk veren
spermatozoa hiicreleri goriilmektedir. Bu analiz yonteminde 5 ul BODIPY C11 (5mM)
ve 3 pl PI (2.99 mM), 492 ul sulandirilmis sperma numunesi kullanilarak boyama
yapilabilir. (Korkmaz ve ark., 2017).
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Sekil 2.14. Spermada lipit peroksidasyon seviyesinin flow sitometride belirlenmesi

2.12. Spermatozoada DNA Hasarlarinin incelenmesi

Fertilizasyon sirasinda ovum ve spermatozoonun birlesimi esnasinda DNA
metilasyonlar1 ve paketleme hatalari, histonlarda katlanmalar genetik olabilecegi gibi,
cesitli toksik etkiler ve oksidatif strese bagli olarak veya spermanin saklanmasi
sirasinda olusabilmektedir (Giirler ve ark., 2016). Bu etmenlerden dolay1, embriyonik
yasamin onemli bir kriteri olan ve fertilizasyon basarisini etkileyen DNA hasarinin
belirlenmesi in vitro spermatolojik analiz yontemleri arasinda Onemli bir yer
tutmaktadir. DNA hasari, tek hiicre jel elektroforezi (COMET) floresan mikroskopta,
terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) ya da sperm
chromatin structure assay (SCSA) ile flow sitometride ortaya konulabilir (Sharma ve
ark., 2013; Evenson, 2016). TUNEL ve SCSA yontemlerinin floresan mikroskoplarda
degerlendirilmesi de miimkiidiir. Sperm kromatin yap1 analizi (SCSA) spermatozoa’da
niikleer kromatininin 1s1 denatiirasyonuna hassasiyet derecesi ve acridine orange (AO)
boyasinin tek iplik¢ikli DNA’da kirmizi olarak cift iplik¢ikli DNA da ise yesil renk
verme boyama prosediiriine bagli olarak calismaktadir (Evenson, 2017). TUNEL
metodu ise, spermatozoonun tespit edilmesi ve ticari kitlerin kullanilmasi ile 488 nm
lazer ile analiz edilmesi esasmna dayanmaktadir. Sperma numuneleri,

konsantrasyonlar1 2 x 10° spermatozoon/ml olacak sekilde sulandirilir. 200 pl sperma
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ornegi once 400 pl asit-deterjan soliisyonu ile (0.15-M Sodium chloride [NaCl], 0.08-
N Hidroklorik asit [HCI], pH: 1.2 ve 0.1% Triton X-100) ile 30 saniye, daha sonra
fosfat sitrat tamponu ilave edilmis 1.2-mL (6 mg/L) ve saflastirllmis AO (0.15-M
NaCl, 0.2-M Di-Sodium hydrogen phosphate dihydrate [Na2HPO4], 1-mM
Etilendiamin tetraasetik [EDTA], 0.1-M sitrik asit, pH 6.0) ile boyanir. Hazirlanan
sperma numuneleri, 3 dakikalik karanlikta inkiibasyonundan sonra flow sitometride

analizi gerceklestirilir (Malama ve ark., 2017).

Domuzlarda yapilan ¢alismada domuz spermasinin kisa siireli (yaklasik 15
giin) ve taze olarak saklanmasi sonucu yapilan suni tohumlama ¢aligmalarinda DNA
hasar derecesinin ¢iftlesme ve dogan yavru sayisi ile negatif iligkisinin oldugu tespit

edilmistir (Broekhuijse ve ark., 2012).

TEDAVISILAG GRUBU

1: DNA hasari yok
2: DNA hasari var

Sekil 2.15. Spermada COMET analiz yontemi ile DNA hasarinin belirlenmesi

2.13. Florasan Boyamalar ve Flow Sitometrik Sonu¢larin Fertilite ile fliskileri

Boga spermasinda apoptozunun tespiti lizerine yapilan bir ¢alismada taze ve
dondurulmus spermada apoptozis seviyesi ve bunun fertilite ile iligkisinin belirlenmesi
lizerine calisma yapilmistir. Bes farkli fertilite yetenegine sahip hayvandan iiger
ejakulat toplanmistir. Apoptozis seviyesinin Ol¢iimiinde  phosphatidylserine
translokasyonu icin bir test Annexin V ve PI; Bromodeoksiiiridin (BrdU) flow
sitometrik test yontemi kullanilmigtir. Her iki test de taze spermada %10-20 arasinda
degisen apoptotik spermatozoon orani tespit edilmistir. Bogalar arasinda apoptotik
spermatazoon yiizdesinde 6nemli farkliliklar gézlemlenmistir. Dondurarak saklama,
phosphatidylserine'nin dig katmana translokasyonunu uyardigi tespit edilmistir.

Bogalarin fertilizasyon yetenekleri ile Annexin V / Pl testindeki nekrotik veya canli
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sperm yiizdesi ile 6nemli dlctide iligkili oldugu; taze spermada apoptotik spermatozoa
oraninin yiiksekligi ile bogalarda fertilizasyon yetenegindeki diisiisler arasinda iliski

tespit edilmistir (Anzar ve ark., 2002).

Fertiliteyi tahmin edebilecek tek bir analiz arayisi ¢ogunlukla sonugsuz
kalmistir. Birgok in  vitro spermatolojik parametre fertilizasyon ile korelasyon
gostermistir, ancak ¢ogu durumda ¢alismaya bagl olarak olduke¢a degisken sonuglar
tespit edilmistir. Baz1 ¢alismalarda ise yalnizca birkag testin kombinasyonu yiiksek
korelasyonlara yol a¢mustir ( Rodriguez-Martinez, 2003 ). Flow sitometrinin
kullanimi,  yliksek  hassasiyetine ve  tekrarlanabilir olmasina  ragmen,
SCSA ® tarafindan yapilan DNA analizi durumu disinda bu durumu tam anlamu ile
tyilestirememistir. Daha 6nce belirtildigi yukarida da aciklandig tizere, pek ¢cok yazar
tarafindan fertil olmayan bireylerin tespiti ve DNA fragmentasyon indeksi i¢in SCSA
ile boga ve domuz spermasinin fertilizasyon ile baglantisi ortaya konulmustur

(Waterhouse ve ark., 2006; Boe-Hansen ve ark., 2008; Didion ve ark., 2009).

Flow sitometri analizleri, spermatazoon fizyolojisindeki ince degisiklikleri
saptayan ve fertilizasyon ile iliskilendirilebilecek sonuglar sunmaktadir. Bununla
birlikte, dondurulmus ¢oziiriilmiis spermalarin analizinde bazi parametreler arasinda
olusan korelasyonlarin 6nemsiz oldugu tespit edilmistir. Ayrica, Januskauskas ve
ark. (2003) SCSA ve fertilite arasinda da diisiik korelasyonlar tespit etmistir. Bazi
yazarlar ise flow sitometri sonuglarini diger testlerle (6rnegin CASA) birlestirdikten
sonra yiiksek korelasyonlar elde etmistir (r = 0.9). Bu nedenle, baz1 flow sitometri
analizleri, sperma orneklerinin fertilite potansiyelini degerlendirmek i¢in umut verici
bir durum sundugu, diger spermatolojik parametreler ile de desteklenmesi gerektigi
bildirilmektedir ( Rodriguez- Martinez 2006 ).

Fertilite ve sperma analizlerinin sonucu arasinda tek bir iliski bulmay1
amaglamak yerine, yeni stratejiler, spermatozoay1 zorlayan fonksiyonel testleri sperm
analizleriyle birlestirme egilimine gidilmelidir. Bu testler, sperm &rneklerinin dogal
heterojenliginden yararlanarak gergek fertilite potansiyelinin ortaya ¢ikarilmasina izin
verir ( Rodriguez-Martinez, 2006; Petrunkina ve ark., 2007 ). Ornegin, boga spermasi

ile calisan Bollwein ve ark. (2008) SCSA ® ile fertilizasyon arasinda hicbir iliski
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bulamamistir. Bununla birlikte, ¢6ziilmiis 6rnekleri 38 © C'de 3 saat inkiibe ettikten
sonra, 56 giinliikk geri donmeme orani, Non Return Rate (NRR) ile negatif bir DNA

hasar oran1 korelasyonu elde edilmistir.

Flow sitometre gibi gelismis analitik tekniklerle fizyolojik zorluklari birlestiren
degerlendirme testlerinin gelistirilmesinin, fertilite iligkili olarak in
vitro degerlendirmenin tahmin degerini artirmasi beklenmektedir. Son yapilan flow
sitometre ¢alismalarinda ise yukarida bahsedilen tekli ¢alismalarin yaninda multicolor
(coklu renk) olarak adlandirilan ¢oklu parametrelerin birlikte degerlendirilmesi ile (3
lazer, violet, mavi, kirmizi) hiicrenin biitiiniiniin ¢esitli flow sitometri parametreleri ile
analizi yapilarak fertilite ile iligkisi degerlendirilmektedir. Bucher ve ark. (2019) suni
tohumlama ve sperma iiretim merkezinde yetistiriciligi yapilan 20 bogay1 retrospektif
fertilite kayitlarina gore yiiksek (n:10) ve diisiik fertilite (n:10) yetenegi olan hayvanlar
olarak siniflandirarak bu hayvanlarin toplamda 91 ejakulatini ¢6ziim sonrasi 0. Saat ve
3. Saatlerde (38 C°’de bekleterck) flow sitometrik olarak analiz etmistir. Flow
sitometri analizinde sperm esteraz aktivitesi i¢in Calcein violet (yiiksek esteraz
aktivitesi, C pos), plazma membran biitiinliigii icin Propidium lIodide (PI neg),
akrozom biitlinliigi icin lektin (PNA neg), hiicre i¢i kalsiyum seviyesi i¢in (F neg) ve
yiiksek mitokondrial aktivite i¢in Mitoprobe (M pos) kullanilmistir. Yiiksek ve diisiik
fertilite yetenegine sahip bogalar karsilastirildiginda belirtilen parametreler icin
bogalar arasinda fertilite agisindan bir farklilik bulunamamugtir. Fakat 0. saat degerleri
arasinda F neg ile PI neg/PNA neg degerleri arasinda; F neg ile Pl neg/Mpos
parametreleri arasinda bir iligki oldugu ve yiiksek fertilite yetenegine sahip bogalarda
bu degerlerin yiiksek oldugu belirlenmistir. Tiim degerlendirme sonrasi 0. saat F neg
ile Plneg/Mpos parametrelerinin Onemli bir fertilite gostergesi olabilecegi

belirtilmistir.

Bu caligmanin amaci, sahada rutin olarak suni tohumlama uygulamalarinda
kullanilan dondurulmus c¢ozdiiriilmiis boga spermalarinin laboratuvar sartlarinda
analiz edilerek fertilite yeteneklerini ve fertilite ile korelasyonlarinin ve iligkilerinin

belirlenmesidir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Materyali

Calisma kullanilan hayvan materyali i¢in, Burdur Mehmet AKkif Ersoy
Universitesi Hayvan deneyleri Yerel Etik Kurul Baskanlhigi’ndan 17.11.2021 tarih ve
821 sayil karar ile izin alinmistir. Ayrica, ¢alisma Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan 0779-YL-21 nolu yiiksek lisans

projesi ile desteklenmistir.

Calismada boga spermasi olarak sahada suni tohumlama organizasyonlarinda
rutin olarak kullanilan 5 farkli ithal holstein 1rk1 bogalardan iiretilmis her bir boganin
5 farkli toplama tarihini iceren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis ejekulatlar1 (payetleri)
kullanildi. Ithalat izni verilen firmalardan temin edilen spermalar (5 farkli boga x 5
farkli toplama tarihi) ile her bir toplama tarihinden 7 adet suni tohumlama olacak
sekilde toplamda 175 disi hayvan kullanildi. Kullanilan bogalar Tablo 3.1’de; katalog

bilgileri ise dipnot olarak sunulmustur.
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Tablo 3.1. Kullanilan Bogalar ve Dondurma Tarihi/Kodlar1 (Toplama Tarihleri)

No Boga Adi Kulak Numarasi Dondurma
Tarihi/Kodu

1 Alta HOUSAMO000069522869 26.01.2015
Bering! 02.02.2015
16.09.2015

21.09.2015

28.09.2015

2 Alta HOUSAMO000070694620 25.07.2016
Defector? 04.08.2016
08.08.2016

18.08.2016

22.08.2016

3 Alta HO840M003004886557 08.08.2012
Treasure® 27.02. 2014
24.04.2014

05.06.2014

08.08.2014

4 FWS DEUMO000354449388 160208
Boom* 190912

161114

160718

170227

5 Nog Josef®* DEUMO000353896196 151001
151005
151008
151012
151015

1 Anonim 2022a
2 Anonim 2022b
3 Anonim 2022c
4 Anonim 2022d
> Anonim 2022e
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Calismada suni tohumlamada kullanilacak olan disi hayvanlar Burdur/
Yesilova Merkez ve Koylerinde bulunan reprodiiktif ge¢mislerine ve klinik
muayenelerine bakilarak, viicut kondisyon skoru 2,5-3,5 olan hayvanlar ¢alismada
kullanildi. En az 1 dogum yapmis, herhangi bir reprodiiktif problemi olmayan
dogumdan sonra 45-60 giin ge¢mis, 2-4 yash hayvanlar ¢alismaya dahil edildi.
Calismada dogumdan sonraki ilk kizginliga gelen hayvanlar kullanildi. Tohumlama
oncesi dis klinik belirtiler ve ¢ara akintisinin varligi ile tespit edildi. Klinik olarak
hayvanin 6strus doneminde oldugu ise rektal palpasyonda graff folikiiliiniin varlig1 ve
uterus tonusu ile dogrulandi. Ostrus déneminin klinik ve gdzlem belirtileri ile
dogrulanmasinin ardindan, suni tohumlama hayvan sahibinden alinan anemnez
dogrultusunda kizginligin baslangicindan en az 12 saat sonra yapildi. Tohumlamalar,
37 C%de 30 saniyede ¢ozdiiriilen sperma ile rektovajinal olarak korpus uteriye
birakilarak gerceklestirildi. Tohumlama sonrasi 60. giindeki gebelik oran1 Bonway

(Bw560v) marka ultrason ile tespit edildi.

3.2. Spermatolojik Parametrelerin Degerlendirilmesi

3.2.1. Coziim Sonu Spermatozoa Motilitesi

Subjektif olarak degerlendirilen motilite; 40x objektifte faz kontrast
mikroskopta bes farkli sahanin ortalamasi alinarak yapildi (Inang ve ark., 2022)

3.2.2. Flow sitometri Analizleri

Flow sitometri analizleri Cytoflex Flow sitometri (Beckman Coulter, Fullerton,
CA, USA) cihaz ile yapildi. Sperma 6rnekleri 488 nm (50 mW laser output)’lik tek
lazer ve tig renkli 610 £ 20 nm, 585 £ 42, 525 + 40 filtreler ile degerlendirildi. Cihazin
okuma hiz1 30 pL/dakika saniyede olarak ayarlanarak her bir 6rnek i¢in 10.000 hiicre
analiz edildi. Popiilasyon se¢imi (Kapilama [gate]) i¢in hiicre biiylikliigli esasina gore
ayrim yapan Forward Scatter Area (FSC-A) ve hiicrelerin graniilitesine gore ayrim
yapan Side Scatter Area (SSC-A) tiim hiicreler okunarak sperm popiilasyonu tespit
edildi. Ardindan FSC-A ve Forward Scatter Hight (FSC-H) kapilari ile hedef
popiilasyon se¢imi yapildi (Sekil 3.1).
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Calisma soliisyonlart 100 pg/mL fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut
agglutinin 100 pg/ml FITC-PNA [L7381, Sigma, Emission: 521 nm], 2.99 mM
propidium iodide (P1) (Emission: 629 nm), 1:10 SYBR 14 [L7011, molecular probes,
Invitrogen, Emission: 520 nm], 5 uM BODIPY [D38611, molecular probes,
Invitrogen, Emission: 598 nm], 5 uM MitoSOX (M36008, molecular probes,
Invitrogen, Emission: 582 nm) Dimethyl sulfoxide (DMSO) ile hazirlanarak 30-pL
porsiyonlara ayrildi, -20 °C’de saklandi.
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Sekil 3.1. Flow sitometride hedef popiilasyonun se¢ilmesi

3.2.2.1. Plazma Membran ve Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Cift boyama yonteminin kullanildigt FITC-PNA/PI boyamada spermada
plazma membran ve akrozom biitiinliigii degerlendirildi. 5 L FITC-PNA ve 3 puL PI
492 uL PBS eklendi, daha sonra 10 uL sperma Phosphate-Buffered Saline (PBS)
soliisyonuna ilave edilerek spermatozoon konsantrasyonu 5x10° sperm/mL olacak
sekilde sulandirilma yapildi. Numuneler 37 C°de 15 dakika karanlik ortamda
inkubasyona birakildi. Debris (sperma olmayan alanlar) kap1 alinarak uzaklastirildi ve
CytExpert 2.3 software (Beckman Coulter) ile analiz gergeklestirildi. Analiz sirasinda
FITC- PI- popiilasyonunun (%) plazma membrant ve akrozomu saglam, Plasma
membrane and Acrosome Integrity (PMAI) popiilasyon (%) olarak degerlendirildi
(Sekil 3.2.) (Inang ve ark., 2022).
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Sekil 3.2. PMAI’'min flow sitometrik analizi

3.2.2.2. Lipit peroksidasyon Seviyesinin Belirlenmesi

Sitozolik lipit perokisdasyon seviyesi BODIPY+SYBR 14 ¢ift boyama
yontemi ile degerlendirildi. Hiicrelerdeki ROS’un gostergesi olarak kullanilan
BODIPY indirgenmis bir floresein formudur. Bu boyama yonteminde 5 nL. BODIPY
ve 3 uL SYBR-14 492 uL PBS ilave edildi, ardindan 10 pL sperma PBS soliisyonuna
soliisyonuna ilave edilerek spermatozoon konsantrasyonu 5x108 sperm/mL olacak
sekilde sulandirilma yapildi. Numuneler 37 C°de 15 dakika karanlik ortamda
inkubasyona birakildi. Debris (sperma olmayan alanlar) kap1 alinarak uzaklastirilarak
CytExpert 2.3 software (Beckman Coulter) ile analiz gerceklestirildi. Analiz, SYBR
14 boyasim alan (canli spermatazoa) popiilasyon igerisindeki BODIPY + (hiicre)

popiilasyonu degerlendirilerek gergeklestirildi (Sekil 3.3.) (Korkmaz ve ark.,2017).
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Sekil 3.3. Lipit peroksidasyon seviyesinin flow sitometrik olarak analizi

3.2.2.3. Mitokondrial Oksidatif Stresin Belirlenmesi (MitoSOX/PI)

Cift boyama yonteminin kullanildigt Mitosox/Pi boyamada spermada
mitokondrial oksidatif stres degerlendirildi. 5 pL Mitosox ve 3 pL PI 492 pL PBS
ilave edildi, daha sonra 10 pL sperma PBS soliisyonuna ilave edilerek spermatozoon
konsantrasyonu 5x10° sperm/mL konsantrasyonu olacak sekilde sulandiriima yapildi.
Numuneler 37 C®de 15 dakika karanlik ortamda inkubasyona birakildi. Debris
(sperma olmayan alanlar) kapi alinarak uzaklastirilarak CytExpert 2.3 software
(Beckman Coulter) analiz gergeklestirildi (Sekil 3.4). Analiz, MITOSOX +
popiilasyon (%) mitokondrial oksidatif stres olarak degerlendirildi.

MITOS0K+PI
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Sekil 3.4. Mitokondrial oksidatif stresin flow sitometrik olarak incelenmesi
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3.2.2.4. Olii-Canli Oraminin Belirlenmesi

Sybr 14 ve PI boyalar1 spermada olii-canli oranin degerlendirilmesinde
kullanildi. 5 pLL Sybr 3 uL PI (2.99 mM) 492 uL of buffer solution eklenerek, daha
sonra 10 pL sperma siispansiyonu fosfat buffer soliisyonuna ilave edilerek
spermatozoon konsantrasyonu 5x10° sperm/mL konsantrasyonu olacak sekilde
sulandirilma yapildi. Numuneler 37 C”de 15 dakika karanlik ortamda inkubasyona
birakildi. Debris (sperma olmayan alanlar) kap1 alinarak uzaklastirilarak CytExpert 2.3
software (Beckman Coulter) analiz gergeklestirildi (Sekil 3.5). Analiz, SYBR 14
boyasini alan ve PI boyasini almayan popiilasyon (%) canli olarak degerlendirildi

(Inang ve ark., 2022).
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Sekil 3.5. Olii canl seviyesinin belirlenmesinde flow sitometrik analiz

3.3. istatistiksel Analiz

Onemlilik testlerinden dnce, tiim degiskenler parametrik test varsayimlarindan
normallik yoniinden ShapiroWilks test ile varyanslarin homojenligi yoniinden ise
Levene’s testi ile incelendi. Bogalar arasinda istatistiksel agidan farkliligin kontrolii

tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapildi. Gruplar arasi farkliligin anlamli ¢iktig1
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degiskenler i¢in ileri asama (post-hoc) testi olarak Duncan testi'nden yararlanildi. Tim
istatistiksel analizler minimum %35 hata pay: ile incelendi. SPSS 22.0 paket
programindan yararlanildi. Gebelik orani ki kare testi kullanilarak analiz edildi.
Ayrica, regresyon analizi de kullanilarak spermatolojik parametrelerin fertilite ile

iligkileri ortaya konuldu.
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4. BULGULAR

Suni tohumlama yapilan bogalara ait ortalama spermatolojik parametreler
Tablo 4.1°de sunulmustur. Motilite, canlilik ve lipit peroksidasyon seviyesi (BODIPY
+) acisindan bogalar arasinda istatistiki bir fark tespit edilemedi (p>0,05). En diisiik
PMAI FWS Boom adli bogada (p<0,05); en yiiksek mitokondrial oksidatif stres
(MITOSOX +) Alta Trasure ve FWS Boom bogalarinda tespit edildi (p<0,05).

Tablo 4.1. Suni Tohumlama yapilan bogalara ait ortalama spermatolojik parametreler

MOTILITE PMAI MITOSOX CANLILIK BODIPY +
(%) (%) + (%) (%) (Hiicre)

g\étrailng 54,50+4,56 71,49ﬂ:1,77b 23,86+3,59% 65,03+£3,03 725,40+145,57
Alta 51,50+1,27 68,30ﬂ:2,20b 33,84d:4,33ab 48,92+6,21 1330,40+£559,70
Treasure

Nogjosef 59,37+4,60 67,31+4,48° 22,70+2,58% 63,89+3,54 1752,68+555,62
Fws Boom  54,75+5,57 48,57+3,66% 47,17+6,06° 52,44+£12,66 704,50+206,55

Alta 60,00+3,70 70,41:I:4,80b 29,02+6,58% 64,73+4,57 1108,60+210,43
Defector

Total 55,90+1,77 65,91+2,20 31,00+£2,68 59,94+2,73 1141,80+180,28
p * *

* Ayni siitunda farkli harf tasiyan degerler istatistiki olarak farklidir (p<0,05)

Spermatolojik parametreler ve gebelik sonuglar arasinda korelasyonlar
Tablo 4.2.’de sunulmustur. Gebelik&spermatolojik parametreler arasinda istatistiki
olarak anlamli iligski tespit edilemedi (p>0,05). Spermatolojik parametreler kendi
arasinda degerlendirildiginde Motilite ile PMAI ve canlilik arasinda pozitif; PMAT ile
Canlilik ve BODIPY + arasinda pozitif, MITOSOX + ile negatif; MITOSOX + ile
canlilik ve BODIPY + arasinda negatif; canlilik ve BODIPY + arasinda pozitif
korelasyon tespit edildi (p<0,05).
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Tablo 4.2. Spermatolojik parametreler ve gebelik arasinda korelasyon sonuglari

MOTILITE PMAI MITOSOX + CANLILIK BODIPY+ GEBELIK

MOTILITE

PMAI 262"

MITOSOX + -121 -,649™

CANLILIK 221" 313" -,675™

BODIPY + ,039 256" -,2717 272"

GEBELIK ,021 ,027 -,058 ,063 ,078
**0n<0,01

Suni Tohumlama yapilan bogalarda bireysel gebelik&spermatolojik
parametreler arasindaki korelasyonlar Tablo 4.3.’de gosterilmistir. Bireysel

degerlendirmede sadece Alta Treasure bogasinda motilite ile anlamli korelasyon tespit
edildi (p<0,05).

Tablo 4.3. Suni Tohumlama yapilan bogalarda bireysel gebelik&spermatolojik
parametreler arasindaki korelasyonlar

MOTILITE PMAI MITOSOX+ CANLILIK BODIPY +

Alta Bering -,089  -224 -,075 ,101 279
v ,_IB_\Ita 416" -050 ,019 333 ,.240
= Treasure
% Nog Josef ,099  -086 ,69 ,097 .68
O Fws Boom -,035 -,198 ,63 ,003 ,088

Alta

Defactor 220 ,206 -217 234 151

*p<0,05.

Suni tohumlamada kullanilan boga spermalarmin gebelik sonuglari Tablo 4.4.°de

verilmistir. Gebelik sonuglar1 agisindan bogalar arasinda istatistiki bir fark tespit
edilemedi (p>0,05).

Tablo 4.4. Suni tohumlamada kullanilan boga spermalarinin gebelik sonuglari

Bogalar Gebelik (%0)

Alta Bering 85 29/35
Alta Treasure 82 28/35
Nog Josef 74 25/35
Fws Boom 74 25/35
Alta Defactor 74 25/35
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5. TARTISMA

Suni tohumlama uygulamalarinda kullanilan bogalarin fertiliteye etkisi, sahada
dondurulmus spermalarin yaygin olarak kullanilmasi sebebi ile ¢oziim sonu
yontemlerle degerlendirilmektedir. Kullanilan bu yontemler bogalarin potansiyel
fertilitesinin in vitro spermanin muayenesi ile sigir endiistrisinde basit, dogru ve
giivenilir faydalar saglamaktadir (Gillan ve ark., 2008). Gegtigimiz on yil igerisinde
fertilizasyon yeteneginin degerlendirilmesinde motilite muayenesi, spermatolojik

muayeneler arasinda dnemli bir yeri bulunmaktadir (Kathiravan ve ark., 2011).

Motilite, fertilizasyon yetenegi ile ilgili en dnemli bir gdsterge olduguna
inanilmaktadir (Kathiravan ve ark., 2011). Farell ve ark. (1998) taze spermada CASA
motilite degerleri ortaya konan ve 59. giindeki geri ddonmeme orani g6z dniine alinarak
tespit edilen fertilizasyon sonuglart arasinda yiiksek bir korelasyon oldugunu ortaya
koymustur. Benzer sekilde Januskauskas ve ark. (2000) 56. giindeki geri donmeme
orani ile progresif motilite arasinda bir iliski oldugunu belirtmistir. Jeulin ve ark.
(1996) swim up teknigi ile segilen motil spermatozoa’daki ALH degerleri ile
fertilizasyon arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu tespit etmistir. Ibanescu ve ark.
(2020) 24 boganin 84 ejakulat1 ile yaptiklar1 ¢alismada, bogalardan alinan ejakulatlar
dondurma oOncesi, ¢ozdiirme sonras1 0. Saat ve 3. Saat (38 C°’de inkiibe ederek)
dilimlerinde CASA sistemi ile motilite muayenelerini yapmustir. Bogalarin 1 yillik ilk
tohumlama sonrasi 56 giinliikk non-estrus return rate (NERR56, Ostrus géstermeme
orani) ile kinetik parametreler incelenmistir. Bu analize gére, NERR56 ile dondurma
oncesi High Velocity (Yiiksek hiz) ve Low Linearity (diisitk dogrusallik) ile pozitif
anlamda bir iligki tespit edilirken total ve progresif motilite ile zaman dilimlerinin
hi¢birinde (dondurma 6ncesi, ¢oziim sonu, ¢dziim sonu inkiibasyon sonrasi) bir iligki
bulunamamaistir. Yapilan baska bir ¢alismada, dondurma ¢ozdiirme sonrasi canli ve
motil spermatazoonlarin fazla, anormal spermatazoon oraninin diisiik oldugu boga
sperma numunelerinde swim up teknigi uygulandiginda daha fazla motil
popiilasyonunun elde edildigi tespit edilmistir (Gillan ve ark., 2008). Ayni ¢aligmada,
yiiksek subjektif motilite, VSL, morfolojik biitiinliik, swim up yetenegi ve servikal
mukusa baglanma yetenegi fazla olan boga spermalarimin fertilizasyon yeteneklerinin

yiiksek oldugu tespit edilmistir (Gillan ve ark., 2008). Yapilan tez ¢alismasinda ise,
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bogalar arasinda istatistiki bir farklilik olmamasina ragmen en yiiksek subjektif
motilite 60,00+3,70 ile Alta Defector, en diisiik deger ise 51,50+1,27 ile Alta Treasure
bogasinda tespit edildi. Hopkins ve Spitzer (1997)’ye gore boga spermasinin suni
tohumlama uygulamalarinda kullanilmasi i¢in en az (en alt deger) %30 motiliteye
sahip olmas1 gerektigi bildirilerek %70 ve tlizerindeki motilite sonucu ¢ok iyi olarak
degerlendirilmektedir. Ayrica, ililkemizde yiiriirlikte olan Tarim ve Hayvancilik
Bakanligi’nin Suni Tohumlama, Tabii Tohumlama ve Embriyo Transferi Faaliyetleri
Hakkindaki 08.12.2011 tarih ve 28136 sayili yonetmeligine gore ithalat ve liretimi
yapilan cinsiyeti belirlenmemis bogalarda asgari spermatolojik kalite testlerine gore
normal sinirlar i¢erisinde bulunarak ithalatina izin verilmistir. Motilite ve saha fertilite
sonuglar1 Tablo 4.2°de incelendiginde, tiim bogalarin sperma ortalamalarina goére
gebelik sonuglari ile bir iligki saptanmamistir (p>0,05). Bireysel boga spermalari
degerlendirildiginde yukaridaki ¢alismalar1 destekleyecek sonuglar elde edilmistir.
Tablo 4.3 incelendiginde, Alta Treasure adli bogada motilite ile gebelik sonuglari
arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir. Elde edilen bu korelasyon
spermatozoonun disi genital sistemde taginmasi ve 0osit penetrasyonunun saglanmasi
ile iligkilendirilebilir. Calismanin sonuglarini destekleyecek sekilde, subjektif motilite
ile saha fertilite sonuglari ile iliski tespit edilmesine ragmen (Rodriguez-Martinez,
2000); motilite degeri %50 ve iizeri bulunan sonuglari ile giiglii korelasyonlarin tespit
edilemeyecegi (Stalhammar ve ark., 1994) farkli irklarda belirtilmektedir (Amann,
1989).

Canlilik, akrozom durumu ve mitokondriyal aktivite gibi parametreler gesitli
floresan boyama teknikleri kullanilarak sperma orneklerinde kullanilmaktadir. Bu
Ol¢iimlerin hem in vitro inceleme hem de fertilite yetenegini belirlemede 6nemli
oldugunu belirten c¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir (Pena ve ark., 1999; Al Naib ve
ark., 2011). Yapilan ¢aligmalarda, floresan boyama ile incelenen spermatozoa canliligi
ve fertilite arasinda iliskinin oldugu belirtilmektedir (Juonala ve ark., 1999; Alm ve
ark., 2001). Alm ve ark. (2001) fertilizasyon yeteneginin tahmin edilmesinde
spermatozoa canliligmin bilinmesi gerektigi belirtilmektedir. Inang ve ark. (2018) ise
progresif motilite, total motilite ve canlilik parametreleri ile geri ddonmeme arasinda

pozitif bir korelasyon tespit etmistir. Spermatozoanin orta bdliimiinde bulunan
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mitokondri organeli erisilebilir enerji tireterek kuyruk liflerine enerji saglamaktadir.
Bu nedenle, mitokondri, spermatozoonun hem oosite ulasmasini hem de zona
pellusidaya niifuz edebilmesi i¢in etkili bir uyariy1 saglamaktadir (O’Connell ve ark.,
2002). Inang ve ark (2018) dondurulmus ¢ozdiiriilmiis boga spermasinda en diisiik
motilite ve mitokondrial aktiviteyi benzer hayvanda tespit etmistir. Bu sonuglar
mitokondriyal zarin potansiyel degisiklikleri, fizyolojik bozulmanin dogru bir isareti
olabilecegini onaylamaktadir (Bucak ve ark., 2013). Akrozomal biitiinliik,
fertilizasyon i¢in ¢ok Onemlidir. Akrozomal enzimler hiicre disina ¢ikincaya kadar
zona pellusida ile temas edinceye kadar hiicre disina ¢ikis yapmamaktadir. Bu nedenle,
spermatazoonun zona pellusida'ya penetrasyonu salinan proteazlarin yardimi ile
olabilir. (Rodriguez-Martinez ve ark., 1997). Basarili bir déllenme, akrozomu saglam
spermatazoonun uygun sekilde akrozom reaksiyonunun uyarilmasi ve indiiksiyonu ile
gerceklesmektedir. Motilite ve akrozom biitlinliigiiniin yapay sigir mukusunda veya
servikal kanalda spermatozoa tarafindan katedilen mesafe ile pozitif iligkisi

belirlenmistir (Oura ve Toshimori, 1990; Anilkumar ve ark., 2001).

Bollwein ve ark. (2008) tarafindan plazma membran biitiinliigiiniin (canlilik)
yiiksek mitokondrial membran ile ¢6ziim sonrasi 0. saatte korelasyon tespit edilmistir.
Sunulan tez g¢alismasinda canlilik ile MITOSOX + ile negatif korelasyon elde
edilmistir. Bu sonug ile benzer iligkiler tespit edilen ¢alismada, dondurma ¢ozdiirme
prosediirlerinden esit sekilde belirtilen parametrelerin etkilendigi sOylenebilir. Ayrica,
plazma membran biitiinliigii (canlilik) ile yiiksek mitokondrial membran potansiyel
degerlerinin 56 giinliitk NRR ile bir iliskisinin olmadig1 belirtilmistir. Bunun sebebini
ise, belirtilen parametrelerin sadece fertilizasyon i¢in 6nemli oldugunu, embriyo
gelisimi i¢in 6nemli olmadig1 belirtilmistir (Watson, 1995). 60. giin gebelik ile canlilik
ve MITOSOX + degerleri arasinda iligki tespit edilememesi bu yorumu
desteklemektedir. Buradan yola c¢ikarak bu parametrelerin payette bulunan
spermatazoon sayisi ile telafi edilebilecegi belirtilmektedir (Evenson, 1999).
Calismada, proven fertil hayvanlarin kullanilmasi ve ithalat kriterlerine gore
minumum 5 milyon motil/payet konsantrasyona sahip olmasi bu sonug ile paralellik
gostermektedir. Gliozzi ve ark. (2017) yiiksek ve disiik fertiliteye sahip bogalarda
yaptig1 ¢alismada, total motilite ve CASA Kinetik parametrelerinden STR, LIN, ACT
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degerlerini yliksek fertiliteli bogalarda daha yliksek bulunmustur. Ayni bogalarda flow
sitometrik olarak canlilik, akrozom biitiinliigli, mitokondrial fonksiyon, lipit
perokidasyon seviyesi, DNA biitlinliigli incelenmistir. Her iki grup arasinda farklilik
sadece canlillk ve DNA fragmentasyon indeksinde tespit edilmistir. Yapilan
caligmada, bireysel (tek test) spermatolojik parametrelerin fertilitenin tahmini ve
iliskisi agisindan ¢ok zayif kaldigi; bunun yerine bu testlerin belirli bir model ile
birlestirilerek  degiskenliklerin ve fertilite farkliliklarinin  agiklanabilecegi
belirtilmektedir. Tez calismasina benzer sekilde BODIPY ile 6lglim yapilan lipit
perokidasyon seviyesinin canli spermatozoa oranmin artist ile ylikseldiginin
goriilmesine karsin, yiikksek ve disiik fertiliteli her iki grupta bir farklilik
olusturmamistir. Calismamizda BODIPY ile yapilan lipit peroksidasyon analizinde bir
farkliligin tespit edilememesi acisindan calismay1 destekler nitelikte oldugu
diistiniilmektedir. Diisiik ve kontrollii seviyelerde reaktif oksijen tiirlerinin salinmast,
fertilizasyon sirasinda spesifik olarak hiperaktivasyon, kapasitasyon akrozom
reaksiyonu ve zona baglantisi icin gerekli oldugu yapilan calismalarda belirtilmistir
(Bailey ve ark., 2000). Fakat, spermanin ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin
olmasi, oksidatif stres hasarlarina karsi savunmasiz hale getirerek infertiliteye sebep
olmaktadir (Aitken ve ark., 2007). ROS iiretimi ve antioksidanlar arasindaki denge,
ROS sonucu olusacak oksidatif stres ve zararlarinin engellenmesi acisindan 6nemlidir.
Yapilan calismada, BODIPY ve MITOSOX ile ol¢iilen oksidatif stres parametreleri
ve akrozom biitiinligiiniin fertilizasyon ile aralarinda anlamli bir korelasyon tespit
edilememistir (p>0,05). Gliozzi ve ark. (2017) yaptig1 ¢alismada bulunan sonuglara
benzer sekilde fertilite ile ilgili bir iligki tespit edilememistir. Bunun yan1 sira, Sellem
ve ark. (2015) canli hiicre popiilasyonunda oksidasyon ile negatif korelasyon
goriilmesine ragmen; in vitro oksidasyonun hidrojen peroksit ile artirilmasi sonucu
sperma hiicrelerinin fertilite ile pozitif korelasyonu tespit edilmistir (Sellem ve ark.,
2015). Bu sonuglar ise yukarida bahsedildigi gibi oksidasyonun olumlu (pozitif) ve
olumsuz (negatif) etkilerini gostermektedir. Hiicre i¢i yiiksek oksidasyon lipit yapisini
bozarak hiicre biitiinliigiinde ve fertilizasyonda diisiikliige sebep olur. Fakat, uygun
smirlar igerisinde oldugu takdirde kapasitasyon ve fertilizasyon yeteneginde goérev
alarak pozitif iliskiler goriilmektedir. Calismamizda lipit peroksidasyon ile fertilite

sonuclar1 arasinda bir iligkinin bulunmamasi oksidasyonun normal sinirlar igerisinde
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gerceklesmesinden kaynaklandigi seklinde yorumlanmaktadir. Bunun yan sira, tek
spermatolojik parametrenin ile fertilizasyon ile iliskinin tespitinin zor olmasina, ¢oklu
regresyon analizlerinde birden fazla parametrenin toplu iliskisi ile degerlendirilmesi

gerektigi diigtiniilmektedir.

Spermatolojik parametreler kendi arasinda degerlendirildiginde Motilite ile
PMAI ve Canlilik arasinda pozitif; PMAI ile Canlilik ve BODIPY arasinda pozitif,
MITOSOX + ile negatif; MITOSOX+ ile canlilik ve BODIPY + arasinda negatif;
canlilik ve BODIPY + arasinda pozitif korelasyon tespit edildi. Bucher ve ark. (2019)
coklu boyama seklinde yiiksek ve diisiik fertiliteye sahip bogalarda yaptigi flow
sitometrik analizlerde yiiksek esteraz aktivitesi, plazma membran ve akrozom
biitiinliigli ve yiiksek mitokondrial aktivite ile fertilizasyon arasinda bir iliskinin
bulunmadigini belirtmistir. On sekiz parametrenin toplu olarak degerlendirilmesinde
hiicre i¢i diisiik kalsiyum seviyesi ile plazma membran biitiinliigii ve mitokondrial
membran potansiyelinin fertilizasyon ile pozitif iligkisi bulunmustur. Yapilan
calismada, flow sitometrik analizlerin korelasyonlar1 incelendiginde, ¢aligmamizla
benzer sonuglar elde edildigi goriilmektedir. Yiiksek mitokondrial aktivasyonla
birlikte plazma membran potansiyelinin canlilik, diistik hiicre i¢i kalsiyum ve akrozom
biitlinliigii ile pozitif korelasyonu tespit edilmistir. Yapilan baska bir ¢alismada ise,
plazma membranindaki yapisal degisiklikler ile mitokondrial membran potansiyeli
arasinda gii¢lii korelasyonun oldugu belirtilmektedir (Bollwein ve ark., 2008). Elde
edilen bu sonuglar ¢alismamizda elde edilen korelasyonlar ile uyumlu oldugu
goriilmektedir. Bu sonuclar, mitokondrial membran potansiyelinin canli sperma
populasyonu ile akrozom biitlinliigii olan hiicre popiilasyonu ile uyumlu oldugunu
gostermektedir. Yiiksek mitokondrial membran potansiyelinin saglam akrozomlu ve
canli popiilasyondan olustugu sdylenebilir. Mitokondrial membran potansiyelinin
hiicrenin fonksiyonlar1 ve canlilif1 i¢in kritik gorevleri oldugu yapilan ¢alismalarda
ayrintili olarak gosterilmektedir (Amaral ve ark., 2013; Zorova ve ark., 2018).
Mitokondri, motilite (Paoli ve ark., 2011; Ferramosca ve ark., 2012) ve sperma
metabolizmasinin gorevleri yaninda memeli sperma hiicrelerinde hiicre i¢i apoptotik
yolun major bilesenleri arasinda gosterilmektedir (Hendricks ve Hansen 2009; Kim ve

ark., 2013). Yapilan ¢alismada mitokondrial aktivasyon analizi MITOSOX florokrom
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boyasi kullanilarak yapilmis ve boya alan hiicre popiilasyonunun (MITOSOX+)
mitokondrial oksidatif stres olarak degerlendirilmistir. Verilere gore MITOSOX+ ile
canlilik arasinda negatif korelasyon tespit edilmesi acgisindan arastiricilarin apoptozis
ile 1ilgili diistincesini desteklemektedir. Apoptozis planli hiicre O6liimii olarak
degerlendirilmektedir. Artan hiicre oliimleri canlilifi etkileyecegi icin negatif
korelasyon goriilmesi c¢alismay1 destekledigi diistiniilmektedir. Ancak, yapilan
calismada total oksidatif stres BODIPY florokrom boyasmin SYBR 14 florokrom
boyasinin kombinasyonu ile boyanarak canli popiilasyon igerisindeki lipit
peroksidasyon seviyesi tespit edilmistir. BODIPY+/SYBR+ popiilasyonun canlilik
(SYBR 14 +) ile pozitif korelasyonda oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu sonugta
ise canli popiilasyon icerisindeki lipit peroksidasyonun tespit edilmesinden
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Fraser ve ark (2001) yaptig1 bir ¢alismada, farkl
ozmotik ortamlarda plazma membran biitiinliigline gore, osmotik basincin diisiik (150
mOsm) ve yliksek (1120 mOsm) oldugu durumlarda PI boyasini daha fazla alarak
boyandig1 tespit edilmistir. Buna bagli olarak ATP iceriginin azalarak motilitenin
distiigii tespit edilmistir (pozitif korelasyon). ATP igeriginin dondurulmus-
¢ozdiiriilmiis ve taze boga spermalarinda progresif motilite ile iliskli oldugu
belirtilmektedir (Januskauskas ve Rodriguez-Martinez 1995). ATP {iretiminin
mitokondrilerde {iretildigi géz Oniine alindiginda mitokondrial aktivasyon veya
mitokondrial oksidatif stresin etkilendigini destekledigi goriilmektedir. Elde edilen
sonuglara gore hiicreyi olusturan organel ve yapilarin birbirleri ile siki iligkili sekilde
metabolik aktiviteleri devam ettirdikleri goriilmektedir. Bunun yani sira, tablo 4.4’de
sunuldugu tizere bogalar arasinda gebelik oranlar1 agisindan istatistik olarak bir fark
tespit edilememistir. Ata (2013) birinci laktasyondaki hayvanlarin ilkine tohumlamada
ideal gebelik oranlarini (%) >65-60,1; yetiskin hayvanlar i¢in ilkine tohumlama ideal
gebelik oranlarint (%) 40-50 olarak belirtmistir. Yapilan ¢alismada belirtilen bu

degerlere gore daha yiiksek bir oran bulunmustur.
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6. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak, in vitro spermatolojik parametreler ile saha gebelik sonuglar
arasinda anlamli korelasyonlar tespit edilememistir. Ancak tek bir bogada ¢6ziim sonu
motile sonuglari ile gebelik sonuglar1 arasinda pozitif korelasyon tespit edilmistir.
Bogalar arasinda motilite, canlilik ve BODIPY acgisindan bogalar arasinda istatistiki
bir fark tespit edilemezken (p>0,05); PMAI ve MITOSOX + parametreleri agisindan
bogalar arasinda istatistiki farkliliklar tespit edildi (p<0,05). Gebelik oranlar1 agisindan
boga spermalari arasinda istatistiki bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). Ayrica,
spermatolojik parametreler kendi iginde degerlendirildiginde pozitif ve negatif
korelasyonlar tespit edilmistir (p<0,05). Elde edilen saha fertilite sonuglari ile
laboratuvarda incelenen spermatolojik parametrelerin korelasyonunda, bireysel
parametrelerin iligskilendirilmesi yaninda, ¢coklu regresyon analizleri i¢in birden fazla
kombinasyonun olusturularak fertilite tahminine ve iliskilendirilmesine gidilmesi
gerekir. Bununla birlikte, yiiksek ve disiik fertiliteye sahip bogalarda da
iligkilendirmeler ve korelasyonlarin yapilarak, bogalar arasinda olusan bu iliski ve
farkliliklarin nasil ve hangi yolaklar ile olustuguna dair calismalar yapilmasi gerektigi

distiniilmektedir.
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