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OZET

Farkh Konsantrasyonlarda Ortama Eklenen Sperminin Dondurulmus Boga
Spermasinin In Vitro Kapasitasyonu Uzerine Etkisi

Poliaminler, memeli fizyolojisinde ¢ok sayida temel rol oynayan, viicudun her bolgesinde gorev
alan kii¢iik temel molekiillerdir. Memelilerde spermin, spermidin, putresin ve kadaverin olmak
iizere dort tip poliamin bulunmaktadir. Poliaminler hiicre proliferasyonunda 6nemli roller
iistlenir. Hiicre biiyiimesi ve farklilasmasinda gorevlidir. Poliamin sentezinin gerceklestigi
bolgelerden olan testiste germinal hiicrelerin farklilagmasinda gorev aldigi bildirilmistir.
Poliaminlerin spermatozoon ic¢inde bulundugu kesfedilmis; motilite, kapasitasyon, DNA’nin
korunmast ve in vitro fertilizasyonu olumlu yonde etkiledigi gosterilmistir. Caligmada 30 bas
Holstein 1rki bogaya ait ticari dondurulmus sperma Srnekleri ¢ozdiiriildiikten sonra in vitro
fertilizasyon teknigiyle hazirlandi. Ardindan 0 mM (kontrol), 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5
mM ve 1 mM spermin eklenen bes deney grubu olusturularak 0, 1 ve 4 saat 38,5 °C’de
inkiibasyona birakildi. Kontrol ve deney grubu boga spermalari inkiibasyon siireleri sonunda
motilite, progresif motilite, spermatozoon hareket 6zellikleri (VCL, VSL, VAP, LIN, STR,
WOB, ALH, BCF ve Hiperaktivite), plazma membran ve akrozom biitinliigi (PMAI),
mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) ve kapasitasyon indeksi (Ci) parametleri agisindan
muayene edildi. Motilite genel ortalamas1 (P=0,04) ve progresif motilite 4. saat kontrolleri
(p<0,001) degerlendirildiginde 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM dozlari kontrol grubuna gére yiiksek
bulundu. Diger gruplarda zamana gore istatiksel olarak anlamli diisme goriiliirken 0,01 mM; 0,05
mM; 0,1 mM deney gruplari progresif motiliteyi korumada daha etkili oldu (p<0,001). VAP ve
VSL parametreleri 4. saat kontroliinde en yiiksek deger 0,01 mM spermin eklenen, en disiik
deger 1 mM spermin eklenen grupta belirlendi ve farkin istatiksel olarak anlamli oldugu goriildi
(p<0,001). Diger hareket parametrelerinde ise sonuglarin istatistiksel olarak kontrol grubuyla
benzer oldugu belirlendi. Plazma membran biitiinliigi ve akrozom saglamligi, yiiksek
mitokondriyal membran potansiyeli ve kapasitasyon indeksi parametrelerinde deney gruplariyla
kontrol gurubu arasindaki farkliliklar istatistiksel olarak benzer bulundu ancak bahsedilen
parametrelerin genel ortalama degisimleri zaman iligkisi yoniinden istatiksel olarak anlaml
bulundu (p<0,001). Buna gore plazma membran biitiinliigii, akrozom saglamlig1 ve yiiksek
mitokondriyal membran potansiyeli parametreleri zamana gore anlamlh diigiis gostetrirken
(P<0,001) kapasitasyon indeksinin zamana gore anlamli bir artig gosterdigi belirlendi (p<0,001).
Sonug olarak farkli spermin dozlarinin spermatozoa motilite yetenegini artirdigi ancak
mitokondriyal membran potansiyeli, plazma membrani ve akrozom biitiinliigii, kapasitasyon
indeksini etkilemedigi goriildii. Kapasitasyon medyumuna eklenen sperminin boga
spermatozoon parametreleri {izerine etkisinin ortaya konulmasi ilk kez yapilan tez galismasi ile
gerceklestirildi. Sperminin boga spermatozoon parametreleri {izerine etkilerinin farkli
caligmalarla da ortaya konmasi, in vitro fertilizasyonda kullanilabilirligi konusunda
arastirmalarin, daha yiiksek spermin dozlari kullanilarak gelistirilmesi dnerilmektedir.

Anahtar Sézciikler: Boga Spermasi, In Vitro Fertilizasyon, Inkiibasyon, Kapasitasyon,

Spermin



SUMMARY

The Effect of Spermine Added to the Medium at Different Concentrations on the In Vitro
Capacitation of Frozen Bull Semen

Polyamines are small, basic molecules that play many essential roles in mammalian physiology and are
involved in every part of the body. In mammals, there are four types of polyamine molecules: spermine,
spermidine, putrescine, and cadaverine. Polyamines play important roles in cell proliferation. They are
involved in cell growth and differentiation. The testis, another location where polyamine synthesis
occurs, has been reported to be involved in the differentiation of germinal cells. It has been discovered
that polyamines are present in spermatozoon; It has been shown to positively affect motility,
capacitation, DNA protection and in vitro fertilization. In the study, commercial frozen semen samples
from 30 Holstein bulls were thawed and prepared using the in vitro fertilization technique. Then, a
control and five experimental groups to which 0 mM (control); 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5 mM;
and 1 mM spermine were added, were incubated at 38.5 °C for 0, 1, and 4 hours. At the end of the
incubation periods, control and experimental group bull semen was evaluated for motility, progressive
motility, spermatozoon movement characteristics (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF and
Hyperactivity), plasma membrane and acrosome integrity (PMAI), mitochondrial membrane potential
(MMP), and capacitation index (Ci) parameters. The average motility (P=0,04) and progressive motility
at the 4th hour (P<0,001) were found to be higher for the doses of 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM compared
to the control group. Although a statistically significant decrease over time was observed in other
groups, the 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM experimental groups were more effective in maintaining
progressive motility (P<0,001). VAP and VSL parameters had the highest values in the group with 0,01
mM spermine added at the 4th hour control, and the lowest in the group with 1 mM spermine added,
with the difference found to be statistically significant (p<0,001). In other movement parameters, the
results were determined to be statistically similar to the control group. Differences between the
experimental groups and the control group in terms of plasma membrane integrity, acrosome integrity,
high mitochondrial membrane potential, and capacitation index were found to be statistically similar.
However, the overall average changes of the mentioned parameters were found to be statistically
significant in terms of the time relationship (p<0,001). Accordingly, while the parameters of plasma
membrane integrity, acrosome integrity, and high mitochondrial membrane potential showed a
significant decrease over time (P<0,001), the capacitation index was determined to show a significant
increase over time (p<0,001). As a result, it was observed that different spermine doses increased the
spermatozoon motility ability but did not affect the mitochondrial membrane potential, plasma
membrane and acrosome integrity, and capacitation index. This is the first study to reveal the effect of
sperm added to capacitation medium on bull spermatozoon parameters. It is recommended that the
effects of spermine on bull spermatozoon parameters be demonstrated in different studies and that
research on its usability in in vitro fertilization should be developed using higher spermine doses.

Keywords: Bull Semen, Capacitation, In Vitro Fertilization, Incubation, Spermine
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ONSOZ

Tiirk kiiltiir tarihinin izi siiriilmek istendiginde tarim ve hayvanciligin tarihte 6nemli
yeri oldugu goriilmektedir. Hayvancilik bir yandan ekonomik olarak siirdiiriiliirken diger
yandan hayvanlardan besin kaynagi ve is giicli olarak yararlanilmistir. Gobekli Tepe
Hoytligii’'nde sigir tasvirlerinin bulunmasi, yabani sigirlarin en az on iki bin yil 6nce
Anadolu’da yasadigini1 gostermektedir. Gocerevli hayat tarzinda yasayis sekli hayvanlara gore
ayarlanirken sonralarda yerlesik hayat ve tarima gecisin baslamasiyla yabani sigirlar
evcillestirilmeye baslanmustir. Mevcut kamitlara gére sigirlarin evcillestirilmesinin M.O
10.000 yillarinda neolitik donemde basladig1 sdylenebilir. Bundan sonra sigir sadece gida
kaynagi olmaktan ¢ikarak topragin siiriilmesinde esas faktor olmustur. Boylece yerlesik
yasamda hayvancilik Tiirk tarihindeki 6nemini korumaya devam etmistir. Sigirlarin Tiirk
mitolojisinde, efsanelerinde ve masallarinda genis yer bulmasi; Oguz Kagan, Dede Korkut
Boylari, Manas, Er Tostiik ve Maaday Kara Destanlarina konu olmasi da bu tiiriin tarihte ne

kadar 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.

Sigirlarin  evcillestirilmesiyle tarimda giliciinden, et, siit ve deri veriminden
yararlanilabilmesi insanlik igin bilyiik faydalar saglamistir. Bu siiregte sigirlar morfoloji,
fizyoloji ve davranis olarak insan yasamina uyum saglamigtir. D6l verimi ve diger verim
ozelliklerini iyilestirmek igin insanlar tarafindan uygulanan yapay seleksiyonlara tabi
tutulmustur. Sonug olarak, diinyada farkli 6zelliklere sahip 900'den fazla sigir irki meydana
gelmistir. Gilinlimiizde seleksiyon gerceklestirmek igin yontem olarak yardimer iireme

teknikleri kullanilmaktadir.

Suni tohumlama, ¢iftlik hayvanlarinin islahinda en yaygin kullanilan ve en etkili yontem
olmasina ragmen embriyonun daha faza iiretilebilmesi ve embriyo Uretimimnin daha
ekonomik olmasi1 gibi avantajlar1 sebebiyle in vitro fertilizasyon tekniginin kullanimi tercih
edilebilmektedir. Ancak In vitro fertilizasyon-Embriyo transferi (IVF-ET) teknolojisinde
biiyiik gelismeler oldugu halde gebe kalma ve dogum oranlarinin hala diisiik kaldigi
goriilmektedir. In vitro fertilizasyon yoluyla basarili bir fertilizasyon elde etmek igin iyi

kaliteye sahip spermlerin kullanimi olduk¢a 6nemlidir

vii



Poliaminlerin farkl: tiirlerde sperma viabilitesi, motilitesi, kapasitasyonu ve akrozom
reaksiyonu iizerine pozitif etkilerini bildiren bazi ¢aligmalar yapilmistir. Poliaminlerin bu
etkileri g6z Oniine alinarak in vitro fertilizasyon uygulamalarinda sperma inkiibasyonuna katki
saglayacagi, ozellikle kapasitasyon indeksini artirabilecegi ongoriilmiistiir. Tez ¢aligmasinda
in vitro fertilizasyon uygulamalarma gore hazirlanmis boga spermasinin kapasitasyon
medyumuna spermin eklenmistir. Diger spermatolojik parametreler korundugu halde
kapasitasyon kontrollii olarak indiiklenerek sperm motilite ve spermatozoon kinetik
parametreleri (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF ve Hiperaktivite), sperm
plazma membran ve akrozom biitiinliigii (PMAI), mitokondriyal membran potansiyeli (MMP)
ve kapasitasyon indeksi ortaya konmustur. Bu calisma, boga spermasinin in vitro

kapasitasyonu agamasinda spermin etkisinin incelendigi ilk ¢alismadir.

Bu arastirma, Ankara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu’nun “Farkl1
Konsantrasyonlarda Ortama Eklenen Sperminin Dondurulmus Boga Spermasinin in Vitro

Kapasitasyonu Uzerine Etkisi” baslikli ve TDK-2023-2919 kodlu projesi ile desteklenmistir.

Doktora tezimin baglangicindan tamamlanmasina kadar gecen siire¢ boyunca
calismalarimda tim samimiyeti bilgi, ilgi ve tecriibesiyle benden destegini esirgemeyen
danmismanim saym Dr. Ogretim Uyesi Kemal Tuna OLGAC’a; emeklerini ve yardimlarim
esirgemeyen Dr. Aras. Gor. Beste CiL’e; Anabilim Dali doktora dgrencileri Mert GOCER,
Elif Bersu GUL, Hatice Kiibra Nur BORAN ve yiiksek lisans 6grencisi Amila Dilan GIRIS’e;
Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’nin tim akademik ve idari personeline; her

zaman yanimda hissettigim aileme tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Sigir, yetistiriciligi yaygin olan ve tiim diinyada kullanilan bir hayvan tiirtidiir. (Karayel,
2018). Canlilar alemindeki yeri su sekildedir:

Alem : Hayvanlar (Animale)

Sube : Kordalilar (Chordata)

Alt sube : Omurgalilar (Vertebrata)
Siuf : Memeliler (Mammalia)

Alt simif : Plasentalilar (Placentalia)
Takim : Tirnaklilar (Ungulata)

Alt takim : Cift tirnaklilar (Artiodactyles)
Grup : Gevis getirenler (Ruminantia)
Familya : Bos boynuzlular (Bovidae)
Alt familya : Bovinae (S1g1ir benzerleri)
Cins : Bos (Genis anlamda sigirlar)
Alt cins:

1. Bubalina (Mandalar)
2. Bisontina (Bizonlar)
3. Bibovina (Bibos sigirlar1)
4. Taurina (Gergek sigirlar)
Tiir : Bos tauraus (Evcil sig1ir) (Erenler, 2016).

Sig1r, biiyiikbas evcil ruminantlarin genel adidir. Kelimenin kokii, sag fiiliyle iligkili
olup siit sagimiyla ilgili olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Kog, 2016). Mevcut kanitlar
sigirlarin  evcillestirilmesinin - M.O  10.000 yillarinda neolitik dénemde basladigim
gostermektedir. Evcillesmeyle birlikte sigirlar morfoloji, fizyoloji ve davranis olarak insan
yasamina uyum saglamistir. Tarimda is giicii olarak kullanilmasi; et, siit ve deri veriminden

yararlanilmasi insanlik i¢in bilyiik faydalar saglamistir (Qanbari vd., 2014).

Niifusun ve gidaya olan talebin her gecen giin hizla arttigi diinyada hayvancilik,
insanlarin dengeli ve saglikli beslenmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Caligkan, 2021; Ergiin
ve Bayram, 2021). Tiirkiye’de hayvansal protein ihtiyacin1 karsilamak icin ¢okga tiiketilen

kirmiz1 et; kaynak olarak sigir, manda, koyun ve keciden elde edilmekedir. Kisi basina



titketilen sig1r eti ortalama 10,7 kg iken koyun eti 1,5 kg olarak belirlenmistir. Bununla iligkili
olarak sigirlardan elde edilen kirmizi et iiretimi diger kaynaklara oranlandiginda %90’dan
fazladir (Konyali ve Inan, 2018; Koseoglu ve Giiner, 2021). Sigir tiiriiniin énemli verim
ozelliklerinden olan siit ve siit iiriinleri de temel protein kaynaklarmdan biridir. Uretimi
gerceklesen toplam siitlin %52,8’1 siit tiriinlerinde kullanilmak iizere sanayide islenmektedir.

Islenen siitten yaygin olarak sirasiyla peynir, tereyag1 ve siittozu iiretimi gerceklestirilmektedir
(Terin, 2014).

Sigirlar, et ve siit verimlerinin yani sira elde edilen yan iiriinlerle ekonominin énemli
bir kolu olmustur. Sanayiye hammadde temininde biiyiik pay1 bulunan 6nemli bir kaynaktir.
Hayvansal yan iirtinler gida, boya ve kimya sanayide genis kullanim alani bulmaktadir.
Kullanildig1 alanlarin bazilar1 yem maddesi tiretimi, sabun iiretimi, enerji tiretimi, glibre ve
toprak diizenleyicilerin iiretimi, biyogaz doniisiimii, jelatin ve kolajen tiretimi, tekstil tirtinleri
iiretimi olarak sayilabilir. Hayvansal iiriinlerden bazilar1 Sekil 1.1.”de gosterilmistir (Caliskan,
2021; Ergiin ve Bayram, 2021; Resmi Gazete, 2011; Tarimorman, 2014). Bahsedilen faydalar1
sebebiyle ozellikle sigir yetistiriciligi, diinyada oldugu gibi iilkemizde de oldukg¢a dnemli bir

yere sahiptir (Konyali ve Inan, 2018; Kseoglu ve Giiner, 2021).

Sekil 1.1. Sigirdan elde edilen yan iiriinlerin kulanim alanlari



Osmanli Devleti’'nde ciftgilikte kullanmak {izere biiylikbas hayvan yetististiriciligi
yapilmigtir. O donemlerde biiyiikbas hayvanlar tarlalarin ekime hazirlanmasi isinde
kullanilmis ve giiciinden yararlanilmigtir. Hayvanlardan elde edilen iirlinleri ¢iftgilerin kendi

ihtiyaglari i¢in kullanilmigtir (Goktepe, 2018).

Cumbhuriyet doneminde hayvanciligin gelistirilmesi yoniinde bazi adimlar atilmistir. Bu
donemde verim degeri yliksek olan Montofon 1rk1 boga ve inekler ithal edilmistir. Sigir varligi
1930-1980 yillar1 arasinda siirekli artis gosterirken 1980°dan 2000 yilina kadar azalma
gostermistir. Sonrasinda sigir yetistiriciliginin desteklenmesi yoniindeki politikalar esliginde
iilkedeki s1gir varligina kiiltiir ve kiiltiir melezi irklar dahil olmus, 2021 yilina kadar bu irklarin
sayist artis gostemistir (Caliskan, 2021). 2021 sonrasinda kiiltiir ve kiiltiir melezi sigir
varlifinda azalma dikkati ¢ekmektedir. Yerli sigir varligina bakildiginda 2000 yilindan
giniimiize kadar devamli diislis gosterdigi goriilmektedir (Tuik, 2023). Yillara gore

Tiirkiye’de bulunan sigir varhigi Cizelge 1.1. ve Cizelge 1.2.’de gosterilmistir.

Cizelge 1.1. 1930-2000 Yillar arasinda Tiirkiye’de bulunan toplam sigir varligi (Bas)

YIL 1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000
SIGIR

NI 4,735,001 9,759,28 | 10,123,18 | 12,435,00 | 12,756,00 | 15,894,00 | 11,377,00 | 10,761,00

Cizelge 1.2. Yillara Gore Tiirkiye’deki Kiiltiir, Melez, Yerli Sigir Varlig1 (Bas)
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Glnlimiizde hayvansal iiretim, hayvan bagina goriilen liretim miktar1 ve hayvan sayisi
temel alinarak degerlendirilmektedir. Hayvanin taninmasi ve potansiyelinin bilinmesi
ekonomik olarak yiiksek verimli hayvanlar yetistirebilmek icin énemli bir husustur. Iliskili

olarak hayvanlara ait yeterli bilgiye sahip olmak gerekmektedir (Varigh ve Akyol, 2018).

1.1. Bogalarda Reprodiiktif Anatomi

Testisler skrotum ile gevrilmistir. Skrotum inguinal bolgede femurlar arasinda asili olup
eksternal ve internal katmanlardan olusmaktadir. Eksternal kat deri, tunika dartos, fasia
perinealis superfisialis, fasia spermatika eksterna, kremaster, fasia spermatika interna ve
tunika vaginalis parietalisten olusur. icerde ise testis tunica vajinalis viseralis ve tunika
albuginea katmanlarinca sarihidir (Sekil 1.2.). Testis tunika dartos ve muskulus cremaster
araciligryla viicuda yaklasip uzaklagsmakta, boylece testisin 1s1 kontrolii saglanmaktadir.
Tunika dartosun uzantisi scrotumu bdlerek 2 kese olusturmaktadir. Termal reseptorler ve sinir
lifleri ile biiyiik ter ve yag bezleri igeren oldukca damarli bir yapidir. Bu yapilar kasilip
gevseme yoluyla veya terleme yoluyla skrotal yiizeyin sogumasinda gorev alarak testis

termoregiilasyonu ve fonksiyonunun korunmasinda énemli rol oynar.

Sekil 1.2. Testisin katmanlar1: Vt-Tunika vaginalis viseralis, Pt-Tunika vaginalis parietalis, VVc-Vajinal
kavite, Sc-Spermatik kord, Sr-Skrotum (Hopper, 2021)



Bogalarda testisler ortalama olarak 8-16 cm uzunlugunda ve 5-10 cm c¢apindadir.
Spermatozoon {iretimi hakkinda fikir verdiginden testis Olgiileri olduk¢a Onemlidir.
Spermatogenezis ve steroid hormonlarin {iretimi testis paransiminde ger¢eklesmektedir.
Parangim dokuda sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlart bulunduran seminifer tiibiiller,
seminifer tiibililler arasina yerlesmis Leydig hiicreleri bulunmaktadir. Seminifer tiibiiller,
spermatozoonun epididimise transportunu saglayan rete testise agilmaktadir (Fayrer-Hosken,

1997; Hopper, 2021).

Testisteki spermatozoon seminifer tiibiiller, rete testis, duktus efferentes, epididimis,
duktus deferens ve iiretra sisteminden tasinir. Spermatozoonun olgunlagsmasi ve depolanmasi,
spermatozoona motilite yetenegi kazandiracak sivilarin {iretimi bu sistem boyunca
saglanmaktadir. Efferent kanallar testisin disinda epididimisle devam etmektedir. Epididimis
rete testis ve vas deferensi birlestiren ¢ok kivrimli bir kanaldir. Testis fibroz bag dokusuna
birlesik bulunur (Fayrer-Hosken, 1997). Kranialde kaput, orta boliimde corpus ve kaudalde
cauda olmak tizere {i¢ boliimdiir. Kauda epididimis duktus deferens olarak devam etmekte ve
sonunda ampulla adinda bir genisleme yaparak iiretraya baglanmaktadir (Fayrer-Hosken,
1997; Hopper, 2021).

Spermatik kord; duktus deferens, vaskiiler ve lenfatik damarlar ile testis ve epididimis
sinirlerini kapsamaktadir. Karin boslugu i¢indeki vajinal katmandan testislere kadar
uzanmakta ve tunika vajinalis igindeki dokulardan olugmaktadir. Testisleri viicuda baglamakta
ve testisleri destekleyen vaskiiler, noral ve lenfatik sistemler igin viicut bosluguna gecis
saglamaktadir. Spermatik kord, testisleri destekleyen birincil kas olan kremaster kasini,
testikiiler bir damar sarmali olan ve ters akimli bir sistemle sicaklik degisimini saglayan
pampiniform pleksusu igermektedir (Hopper, 2021). Bu sistemler testis ortaminin isisinin
diizenlenmesinde ve testis parangiminin sicakligini viicut sicakligindan 4-5°C diisiik tutmada

olduke¢a 6nemlidir (Fayrer-Hosken, 1997).

Bogalarda skrotumun kaudodorsalinde yer alan ve fibroelastik yapida olan penis; penis
kokii, korpus penis ve glans penis seklinde adlandirilan {i¢ kisimdan olusur. Erektil doku ve
penis kaslar1 penis kokiinden orjin almaktadir (Fayrer-Hosken, 1997; Hopper, 2021). Penis
kokii kurura penis (corpus cavernosum) ve bulbustan (corpus spongiosum) olusur. Penis
kokiiniin kaudalinde ereksiyonda gorevli ischiocavernosus, bulbospongiosus ve retraktor penis
adli kaslar bulunur. Penis govdesi “S” seklinde kivrimli olup bu kivrim flexura sigmoidea

olarak adlandirilir. Flexura sigmoidea bogalarda 3 aylikken gelismeye baslar. Pubertasa



erigtiginde bu yap1 penis boyunun bes kat artmasini saglamaktadir Glans penis ise penisin
serbest ucundaki kiigiik bir bolgedir. Prepisyum; ventral abdomene yapisik killi deriden olusan
eksternal lamina ile eksternal laminayr penis epiteline baglayan internal laminadan
olugsmaktadir. Tiim bdliimleriyle penis uzunlugu Holstein 1rki eriskin bir bogada 95-106 cm

kadardir (Hopper, 2021).

Vezikiila seminalis, duktus deferensin ampulla kismi, prostat ve glandula bulbotiretralis
sigirlardaki yardimer eklenti bezleridir. Vezikiila seminalis en biiylik bez olup ejakulattaki
salgis1 hacimce diger bezlerden fazladir. Lobiiler yapilidir. Anatomik olarak ampulla duktus
deferens ve iretranin lateralinde, idrar kesesinin dorsalinde bulunmaktadir. Prostat bezi
iiretranin dorsalinde vezikiiler bezlerin arasinda ve kaudalinde bulunur. Vezikiila seminalis ve
prostat bezleri transrektal olarak palpe edilebilir. Ampulla, vezikiiler bezler ve prostat
iceriklerini iiretraya bosaltmakadir. Bilateral bulboiirethral bezler iiretranin dorsalinde orta
hattin her iki tarafta yer almaktadir. Cogunlukla bulbospongiy6z kaslarca sarilmis olup

icerigini kor bir kese olan tiretral girintiye birakir (Fayrer-Hosken, 1997; Hopper, 2021).

1.2. Bogalarda Reprodiiktif Fizyoloji

Bogalar 8-12 aylik olduklarinda pubertasa erismektedir ancak damizlikta kullanim i¢in
15-24 aylik olmalar istenmektedir (Ertugrul, 2019; Varisli, 2021). Evcil sigirlarda sekstiel
aktivite y1l boyu devam etmektedir. Bununla birlikte bahar aylarindan sonra havanin ilimasiyla

gonadotropin ve testosteron saliniminin artig gosterdigi de bildirilmistir.

Bogalarda endokrin kontrol spesifik olarak ortaya konmamustir ve diger tiirlerle benzer
fonksiyon yuriittigl diisiiniilmektedir. Bu baglamda testisin hormonal mekanizmasi1 LH, FSH
ve prolaktin gibi gonadotropinler ve Leydig hiicrelerince salgilanan steroid hormonlarca
yiiritilir. Gonadotropin salgilatict horman (GnRH) hipotalamus 6n lobundan salgilanarak
hipofizden FSH ve LH’nin sentez ve salimmini diizenler. LH nin birincil gorevi Leydig
hiicrelerinden testosteron sentezlenmesini ve salgilanmasin1 uyarmaktir. Testosteron;
spermatogenez, ABP {iretimi ve sertoli hiicre sivisinin salgilanmasini siirdiirmektedir.
Testosteron ABP ile baglanarak kompleks bir yap1 olusturur. Bu yapimin epididimise birlikte
taginmasi epididimis epitel doku fonksiyonunu yiiriitiilmesinde gereklidir. Testosteron, GhRH
ve LH salgilanmasi lizerinde negatif feedback etki olustururken hem testosterondan

donistiiriilen hem de Leydig hiicrelerinde direkt salgilanabilen 0Ostradiol 17-8 da



spermatogenezin fonksiyonel yiiriitiillmesinde gorev almaktadir. FSH prepubertal bogalarda
testis gelisimini saglarken erigkinlerde spermatogenezi baglatmaktadir. Ayrica sertoli
hiicrelerinin ¢ogalmasini, androjen binding protein (ABP) ve inhibin sentezenmesini
saglayarak sertoli sekresyon mekanzmasini kontrol altinda tutar. Bu mekanizmaya feedback
mekanizmas: denilmektedir. Inhibinin FSH sentezini baskilama gorevi iistlenmesi FSH
kontrol mekanizmasindaki negatif feedback etkiye ornek olarak gosterilebilir. Prolaktin
hormonu ise LH’nin spermatogenezis tizerindeki fonksiyonuna destek gorevi yapmakta olup
LH varliginda testosteron iiretimi ve tiremenin kontroliinde 6nemli rol iistlenmektedir (Fayrer-

Hosken, 1997; Hopper, 2021).

Spermatogonyumdan baslayarak bir dizi fizyolojik olaylar sonucu spermatozoonun
olugmasi  spermatogenesiz  olarak  adlandirilir.  Seminifer tiibiillerde  bulunan
spermatogonyumlar mitoz boliinmeler gegirir. Bu hiicrelerin bir kismi bulundugu yerde
kaynak olarak kalirken diger kismu testikiiler liimene dogru ilerlemektedir. Mitoz boliinme
sonucu olusan primer spermatositler mayoz boliinme gegirmektedir. Mayoz boliinmenin 1’inci
ve 2’inci evresi sonucunda sirasiyla sekonder spermatositler ve spermatidler olugmaktadir.
Sorasinda metamorfoz gegirerek spermatozoona doniisen hiicreler sertoli hiicrelerince limene
salinir (Hopper, 2021). Spermatogenezisde spermatogonyumdan spermatozoon olusumuna

kadar gerceklesen asamalar sematik olarak Sekil 1.3.’te gosterilmistir.
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Sekil 1.3. Boga testis germinal epitelinin sematik gdsterimi. (a): mayoz I sirasinda birincil
spermatositlerin ¢ok aktif bir sekilde ikincil spermatositlere doniismesi ve mayoz II'nin mayotik
boliinmesinin tamamlanmasi ve spermatidlerin olusumu. (b): farklilagmaya ugranus spermatidlerden

ortaya ¢ikan serbest spermatozoa (Hopper, 2021)

Sperma, spermatozoa ve aksesor bezlerin salgilarindan olugmaktadir. Bogalarda yas, irk
ve genetik faktorlere gore 1-15 ml arasinda degisiklik gdstermekle beraber ortalama olarak 4
ml ejakulat goriiliir. Ejakulat yogunlugu ise ortalama 1200x10° dir. Penisin ereksiyonu
parasempatik innervasyon uyarimla gerceklesmektedir. Internal ve eksternal pudendal
damarlardan gelen kan akimi ve basimcinin etkisiyle penis erekte olmakta, flexura sigmoidea
acilarak penis dogrusal hale gegmektedir. Penis, ereksiyonun etkisiyle prepisyumdan disari
aktarildiktan sonra duyusal sinirler yardimiyla vajinay1 bulmaktadir. Ejakulasyon sempatik
sinir sistemi kontroliinde vajinaya girdikten sonraki 1-2 saniye iginde gerceklesmektedir

(Fayrer-Hosken, 1997).



Dogal asimda disi genital kanalina aktarilan spermatozoa, bazi savunma
mekanizmalarindan gegmekte ve fertilizasyon 6zelligine sahip spermatozoonun fertilizasyon
bolgesine ulasmasi saglanmaktadir (Alemdar, 2016). In vivo iiremede karmasik biyolojik
adimlar sonucunda gerceklesen erkek gamet secimi mevcut IVF prosediirlerinde in vitro

olarak kismen gerceklestirilmektedir (Talevi ve Gualtieri, 2004).

1.3. Sigirlarda in Vitro Fertilizasyon (IVF)

Yardimer tireme tekniklerinden biri olan in vitro fertilizasyon (IVF) disiden alinan
oositin fertilizasyonunun in vitro ortamda saglanmasidir. Bu konuda ilk ¢alismalar tavsan
tiiriinde yapilmis olup calisma sonuglar1 Pincus (1930) tarafindan yaymlanmstir. 1930’1u
yillar ve sonrasinda ¢alismalara devam edilmis, insanlarda yapilan deneylerde ilk bebek 1978
yilinda diinyaya gelmistir (Sagirkaya, 2009). Son yarim yiizyilda biyoteknoloji alaninda
onemli ilerlemeler yaganmustir (Akyol, 2005). Sig1r tiirline baktigimizda son otuz yilda in vitro
embriyo iiretiminde ileri diizeyde gelismeler goriilmiistiir. Gamet hiicrelerinin gelisimi ve
fizyolojileri anlasildik¢a reprodiiktiif teknoloji alanindaki gelismeler hiz kazanmaktadir.
Reprodiiktif fizyolojinin ve fertilizasyonun daha net anlasilabilmesi i¢in in vitro kosullarda
yapilan ¢aligmalarin yeri olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla aragtirmacilar in vitro embriyo tiretimi
iizerine yogunlasmistir. Bununla iliskili olarak fareler ve c¢iftlik hayvanlarinda, cogunlukla da

sigirlar tizerinde ¢aligmalar gergeklestirilmistir (Cevik, 2020).

In vitro fertilizasyon ve embriyo iiretimi teknolojisinin hayvancilik i¢in sagladig
yararlar; genetik degeri yiiksek donorlerden ¢ok sayida embriyo iiretilmesiyle genetik
ilerlemenin desteklenmesi ve verim kabiliyetlerinin iyilestirilmesi, cinsiyeti belirlenmis
embriyolarin Tretilebilmesi, her iki ovaryumdaki hiicrelerin kullanilabilmesi, suni
tohumlamada dondurulmus sperma tekniginin pahali olmas1 ve uzun siire dondurulmus olan
degerli erkek damizlik spermalarindan istenilen oranda yararlanilamamasi, ihracatta embriyo
transplantasyon tekniklerinin daha ¢ok talep ediliyor olmasi, preovaryan adezyonlar gibi
sonradan infertil kalmig lstiin nitelikli disilerden yavru elde edilebilmesi, degerli disilerin
embriyolarinin  6liimlerinden sonra kullanilabilmesi olarak sayilabilir. Faydalari
degerlendirildiginde bu teknolojilerin kullanimi tercih edilebilmektedir (Cevik, 2020;
Gundogan, 1998).



2016 yilinda, Kuzey Amerika'da 400.000, Giiney Amerika'da 350.000 ve Avrupa'da
150.000 olmak iizere diinya ¢apinda yaklasik 1 milyon in vitro tiretilmis embriyonun transferi
gerceklesmistir. Embriyolarin transferi yoluyla gergeklestirilen iiretim diinya iiretimini
etkilemistir ve bu egilimin devam edecegi Ongoriilmektedir. Sigir embriyosu insanlarda
infertilitenin anlagilmasti i¢in iyi bir modeldir. Sigir ve insan embriyosunun in vitro tiretiminde
pek ¢ok ortak nokta bulunmaktadir. Gegmiste insanlarda uygulanan yardimei tireme teknileri
siirlarda yapilan calismalar temel alinarak gelistirilmistir (Ealy vd., 2019). In vitro sigir
embriyosu elde edilmesi tizerinde ¢alismalar yillardir siirdiiriilmektedir ancak in vitro
fertilizasyon-embriyo transferi (IVF-ET) teknolojisinde biiyiik gelismeler oldugu halde
embriyolarin canliligl, gelisim oranlar1 ve gebelik basarisi in vivo iiretimden diisiik kalmistir

ve beklenenden ¢ok uzaktir (Akyol, 2005; Cevik, 2020; Ealy vd., 2019).

In vitro embriyo transferi gerceklesen sigirlarin %27,1’inde gebeligin siirdiiriilebildigi
bildirilmistir (Ealy vd., 2019). Insanlarda ise yaklasik giincel oranlar Avrupa’da %20-29,
Amerika’da %32-39 olarak bildirilmistir (Huang vd., 2017). In vitro embriyo iiretiminde oosit
maturasyonu ile spermatozoa kapasitasyonu ger¢eklesmesi gerekli olan iki nemli basamaktir
(Cevik, 2020). Farkli boga spermalarinin kullanildigr in vitro fertilizasyon galigmalarinda ¢ok
farkli fertilizasyon oranlarinin elde edilmesi, in vitro fertilizasyon basarisi igin
spermatozoonun Onemli bir indikatdr oldugunu gosterir niteliktedir (Akyol, 2005, Cevik,
2020). Bu baglamda spermatozoonun kapasitasyon ve délleme kabiliyetlerinin ayrintili olarak

ortaya konulmasi gerekmektedir (Akyol, 2005).

1.4. in Vitro Ortamda Spermatozoanin Hazirlanmasi ve Kapasitasyonu

In vitro fertilizasyon dongiilerinde basarisiz fertilizasyon genellikle erkek faktoriinden
kaynaklanmaktadir. Basarili bir fertilizasyon elde etmek icin iyi kaliteye sahip spermatozoon
kullanimi olduk¢a 6nemlidir (Lavelle vd., 2022; Lee vd., 2009; Yagci, 2013). Ancak
spermatozoon, dondurma ve ¢ozdiirme isleminde yasanan hizli sicaklik degisimlerinden
etkilenmektedir. Bu da membran biitiinligiinde bozulmalara ve nano diizeyde yapisal
deformasyonlara sebep olmaktadir (Bag vd., 2004). Spermatozoonun fertilizasyon
potansiyelini anlayabilmek temel olarak in vitro ortamda degerlendirilmesiyle miimkiin

olmaktadir (Serin ve Tekin, 2003).

In vitro fertilizasyonda spermatozoonun fertilizasyon yetenegi; morfoloji ve motiliteyi

icine alan spermatolojik 6zelliklerle yakindan iligskilendirilmistir. Bu parametreler basaril1 bir
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fertilizasyonun potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilmistir (Marchetti vd., 2011). Cogu
infertilite kliniginde spermatozoon fonksiyonelligini degerlendirme; konsantrasyon, motilite
ve morfolojisinin goz oniinde bulunduruldugu klasik sperma analizine dayanmaktadir. Buna
ragmen bu degerlendirmenin tanisal duyarlilign diisliktiir ve sadece bu parametrelerin
degerlendirilmesi, infertilitede erkek faktorii taranmasinda yetersiz kalmaktadir (Pregl Breznik
vd., 2013). Dogal kosullarda spermatozoonun kapasitasyona ugrayarak olgunlagsmayi
tamamlamas1 gerekmekte olup kapasitasyon in vitro fertilizasyon basarisi ig¢in en 6nemli

etkenlerden biridir (Barakat vd., 2015; Giindogan, 1998; Tekin vd., 2000; Yilmaz, 2020).

Kapasitasyon, spermatozoonun ovuma girebilmesi igin gegirdigi degisimlerin adidir. Bu
degisimler fizyolojik ve biyokimyasal degisimler olup gerceklesmesi sonucunda
spermatozoon akrozom reaksiyonuna hazir hale gelmektedir (Akyol, 2005; Cevik, 2020).
Kapasitasyonun gergeklestigi bolge hayvan tiiriine gore farklilik gostermektedir. Bununla
birlikte asil gerceklesme yeri oviduktal istmusun distal bolgesi olarak kabul edilmektedir
(Akyol, 2005). Spermatozoon plazma memraninda erkek genital kanallar1 ve seminal plazma
kaynaklt bulunan bazi maddelerin spermatozoon yilizeyi ve akrozomdan ayrilmasi
kapasitasyonun en Onemli asamasidir (Serin ve Tekin, 2003). Bu komponentlerin
uzaklastirilmasi ve plazma membraninda meydana gelen degisimler disi genital kanalinda
bulunan glikozaminoglikanlar (GAG), kondroitin siilfatlar ve heparin benzeri maddeler
aracihi@iyla saglanmaktadir (Akyol, 2005; Serin ve Tekin, 2003). Fertilizasyonda gerceklesen
akrozom reaksiyonu, kapasitasyonunu tamamlamis spermatozoada goriilen bir olgudur.
Kapasitasyon, fertilizasyon olgusunun gerceklesmesi igin gerekli bir 6n adim olduguna gore
kapasitasyon bagarisinin in vitro degerlendirilmesi, spermatozoanin fertilizasyonda

kullanilabilirlik a¢isindan kalitesini degerlendirmede 6nemli olacaktir (Serin ve Tekin, 2003).

In vitro fertilizasyonda hem taze hem de dondurulmus sperma kullamlabilmektedir.
Bununla birlikte dondurulmus sperma kullaniminda daha yiiksek kapasitasyon oranlari elde
edildiginden dondurulmus sperma kullanini daha yaygindir. In vitro fertilizasyona hazirlanan
sperma, santrifiijlenerek yikama asamasindan gegcirilmektedir. Bdylece spermatozoon,
dondurulma  Oncesinde  spermaya  eklenmis, kapasitasyonu  engelleyebilecek
kriyoprotektanlardan ve diger maddelerden armdirilmaktadir (Sarizkan, 2004). Bu asamada
yikama yontemi, swim up (yilizdiirme), dansite gradient gibi yikama yontemleri siklikla

kullanilmaktadir (Bulgurcuoglu Kuran, 2020).
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Yikama iglemi tamamlanan spermatozoon, kapasitasyonu indiiklemek amaciyla kisa
stireli hipertonik uygulamalarin ardindan heparin igeren medyumlara alinabilir. Kalsiyum
iyonofor sistemler de bu amagla kullanilabilir. Percoll yontemiyle spermatozoon yikanmasi
durumunda hipotaurin veya kafeinli ortamda inkubasyon taze spermatozonu yeterli diizeyde
kapasite edebilmektedir (Akyol, 2005). Bununla birlikte Modify Defined medyum (mDM),
Brackett-Oliphant medyum (BO), Biggers-Whitten-Whittingham medyum (BWW), Krebs
Ringer bikarbonat medyum (KRB) gibi kapasitasyon ve fertilizasyon ortamlar siklikla
kullanilmaktadir (Tekin vd., 2000). Ayrica kalsiyum icermeyen Tyrode’nin Albumin Laktat
Piruvat medyumu (TALP) kullanilabilmektedir (Akyol, 2005; Cevik, 2020). Son zamanlarda,
bir¢ok ¢alismada boga spermasinin in vitro kapasitasyonu i¢cin TALP medyumunu kullandig:
bilinmektedir (Cevik, 2020). Uygun medyum ve uygun inkiibasyon sartlar1 olan maksimum
nem, %5 CO2, 7,3-7,4 pH ve 38,5 °C sicaklik ortaminda kapasitasyonu gerceklesen

spermatozoonda motilite artis1 goriilmektedir (Giindogan, 1998).

Bir poliamin olan sperminin ¢esitli inkiibasyon medyumlarina eklenmesi sonucunda
spematozoon kalitesi ve kapasitasyon iizerine olumlu etkilerinin goriildiigii ¢aligmalar
mevcuttur Tez c¢alismasinda Sp-TALP medyumuna eklenen farkli dozlardaki sperminin

bogalarda spermatolojik parametreler lizerine etkisi incelenmistir.

1.5. Spermin

Poliaminler, iki veya daha fazla birincil amino grubu ile degisken uzunluktaki karbon
zincirlerinden olusan diisiik molekiiler agirlikli alifatik bilesiklerdir. Suda ¢6ziinebilirler,
fizyolojik pH’da tiim amino gruplari pozitif yiiklidiir. Putresin (PUT), spermidin (SPD) ve
spermin (SPM), Okaryotik hiicrelerde bulunan dogal poliaminlerdir (Amendola vd., 2009;
Bardocz ve White, 1999; Lefevre vd., 2011). Sentezlenme yetenegi agisindan putresin ve
spermidinin her hiicre modelinde sentezlenebildigi goriiliirken spermin sadece Okaryotik

hiicrelerce sentezlenebilmektedir (Bardocz ve White, 1999; Lefevre vd., 2011).

Yasayan her canli hiicrede bulunan poliaminler birgok fizyolojik olgunun
gerceklesmesinde rol oynamaktadir. Genel olarak spermin, spermidin ve bunlarin Onciisii
maddesi olan putresin ile anilan poliaminler hiicre biiylimesi, farklilasmas: ve replikasyon
faaliyetlerinin diizenli yiiriitiilebilmesi i¢in vazge¢ilmez olup hiicrede yeterli seviyede
bulunmasi gerekmektedir. Spermin protein transkripsiyon ve translasyon asamalarinda

etkilidir ve  RNA’nin sentezlenmesinde gorev almaktadir. Niikleik asitlere baglanarak
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kromatin konformasyonu, gen ekspresyonu, proteinler ve membran fosfolipidlerine miidahale
etmektedir. Boylece iyon kanalinin modiilasyonu ve stabilizasyonunda gorev almaktadir.
Membran stabilizasyonunu saglamakla birlikte hiicre i¢i serbest kalsiyum seviyesini
degistirerek hiicre ici iletimine de katki saglamaktadir. Ayrica organizmanin serbest oksijen
radikallerine kars1 korunmasinda énemli roller iistlenmektedir (Amendola vd., 2009; Bardocz
ve White, 1999; Lefevre vd., 2011; Lockwood ve ark, 1971; Olga¢ ve Akgay, 2021; Soda,
2019).

Poliamin sentezindeki ilk yapitaslari mitokondriyal L-arjinin veya tiiketilen diyetten
tiretilen L-ornitin ve L-metiyonin aminoasitleridir (Janne vd., 2004). Poliaminlerin biyosentezi
2 enzim basamagi etkisinde gerceklesmektedir. Baslangicta, piridoksal fosfata bagimli ornitin
dekarboksilaz enzimi (ODC), ornitinin dekarboksilasyonu ile PUT fiiretir. Piruvoyil igeren S-
adenozilmetionin dekarboksilaz enziminin (AdoMetDC) aminopropil iiretmesi biyosentezin
2. asamasini olusturmaktadr. Iki spesifik aminopropil transferaz, Spermidin sentaz (SPDS) ve
Spermin sentaz (SMS), sirasiyla putresin ve spermidinin aminopropil grubuna ekleyerek
spermidin ve spermini sentezler. Poliamin katabolizmasi, indiiklenebilir enzim
spermidin/spermin N1-asetiltransferazin (SSAT) aktivitesine baglidir. SSAT asetil koenzim
A'nin (AcCoA) asetil grubunu hem SPD hem de SPM'nin N1 konumuna aktarmaktadir. N1-
asetilspermidin (AcSPD) ve N1-asetilspermin (AcSPM) daha sonra sirasiyla SPD ve SPM, 3-
aseto-aminopropanal ve hidrojen peroksit (H202) {iretmek tizere N1-asetilpoliamin oksidaz
(APAO) enzimi tarafindan oksitlenir. Asetilleyici SSAT aktivitesine paralel olarak SPM,
spermin oksidaz enzimi (SMO) tarafindan dogrudan oksitlenir. Spermin oksidaz enzimi; SPD,
3-aminopropanal ve H202 {iretmek i¢in spermini spesifik olarak substrat olarak tanimaktadir.
Poliamin metabolizmasinin sematik gosterimi Sekil 1.4.’te gosterilmistir (Amendola vd.,
2009).
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Sekil 1.4. Poliamin metabolik yolagindaki hedefler. Poliamin metabolizmasinin enzim agini, substratlar
arasi doniisiimii ve inhibitor hedeflerini gosteren PA metabolizmasinin sematik gosterimi (Amendola
vd., 2009). AcSPD, N1-asetilspermidin; AcSPM, N1-asetilspermin; APAO, N1-asetilpoliamin oksidaz;
ODC, Ornitin Dekarboksilaz; ORN, Ornitin; PUT, Putresin; SMO, Spermin Oksidaz; SMS, Spermin
Sentaz; SPD, Spermidin; SPDS, Spermidin Sentaz; SPM, Spermin; SSAT, Spermidin/Spermin N1-
Asetiltransferaz

1.5.1. Sperminin Reprodiiksiyon Alanindaki Gorev ve Etkileri

Spermin erkek reprodiiktif fizyolojisinde 6nemli roller iistlenmekte olup reprodiiksiyon
basarisi icin 6nemlidir. insan spermasi spermin yoniinden zengindir ve 5-15 mM spermin
icerdigi bilinmektedir. Benzer sekilde bircok memeli tiirlinde prostat bezi poliaminler
yoniinden zengin olup seminal plazma ve prostat bezinde bulunan spermin miktar1 diger viicut
dokularindan fazladir. Ornegin domuzlarda seminal plazmada ortalama olarak 90 uM kadar
spermin bulunurken plazmada bulunan miktar1 3-5 uM kadardir. Boga ve kdpek seminal
plazmasinin ise poliamin yoniinden diger tiirlere gére yoksun oldugu bildirilmistir. Bununla
birlikte Boga seminal plazmasinda bulunan sperminin erken kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunu Onleyebilecegi diigiiniilmektedir. Seminal plazmadaki gorevleri tam olarak
bilinmemektedir ancak bugiin poliaminler hakkinda bilinenlerin biiylik ¢ogunlugu prostat
lizerine yapilan ¢aligmalarla aciga g¢ikarilmistir. Bunun yanisira arastirmacilar poliamin
salgilanmasinin tiim tlirlerde tamamen islevsel prostat bezinin bir o6zelligi olmadigini
diistinmektedir (Bardocz ve White, 1999; Lefevre vd., 2011; Pegg vd., 1970; Williams-
Ashman ve Lockwood, 1970; Wu G 2018).
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Spermin sentezinin gerceklestigi diger bir bolge testis olarak bildirilmistir. Spermin
miktar1 rat, kog ve insan dahil bir ¢ok tiiriin seminal plazmasinda diger viicut sivilarina veya
dokulara oranla fazladir. Bu durum sperminin testis i¢in Onemini gosterir niteliktedir.
Erkeklerde sertoli ve leydig hiicrelerinden sentezlendigi ve depolandigi bilinmektedir.
Spermatogonyum farklilasmasinda goérev almaktadir. Spermatogenezisin tamamlanmasi,
dolayisiyla fertilite icin gereklidir. Farelerde spermin iiretiminin aksamasi infertil kalimmasi
ile sonucglanmaktadir. Bunun sebebinin spermatogonyum ve primer spermatositin farklilasma
mekanizmasinda meydana gelen aksama ve postmayotik hiicre sayisinin azalmasi oldugu

diistiniilmektedir (Lefevre vd., 2011; Lenis vd., 2017; Rubinstein ve Breitbart, 1991).

Poliamin sentezi testis ve aksesor bezler igin farkli olmaksizin hormonlarin kontroliinde
gergeklesmekte olup androjenler tarafindan diizenlenmektedir. Ratlarda prostatta depolanan
poliaminlerin, orsidektomi sonrasi azaldigi, sadece testosteron tedavisi yapildiginda tekrar
eski halini alabildigi goriilmistiir (Bardocz ve White, 1999; Lefevre vd., 2011). Destekleyen
farkli bir ¢alismada orsidektomi uygulanan ratlara 1 hafta testosteron tedavisi uygulandiginda
seminal vezikiildeki poliamin miktar1 onemli dl¢iide artmigtir (Danzin vd., 1979). Aksine
testosteronun sertoli hiicrelerindeki ODC sentezini baskiladigi ve ODC m-RNA’simi azalttigi

bildiren galismalar da bulunmaktadir (Swift ve Dias, 1988; Weiner vd., 1990).

Sperminin spermatozoon yapisinda bulundugu kesfedilmis, insanlarda infertil ve
normospermik bireylerin spermasinda bulunan spermin seviyesi karsilagtirildiginda, infertil
bireylerde bulunan miktarin belirgin diizeyde diisiik oldugu belirlenmistir (Shohat vd., 1990).
Ayrica glikojenin par¢alanmasinda rol oynayarak spermatozoon tarafindan glikoz kullanimini
artirdii, fruktoz kullamimini ise azalttigi goriilmiistiir. Yine in vitro ¢alismalarda seminal
maltazin aktivitesini artirdig1 gosterilmistir. Insan spermasina eklenen fizyolojik miktarlardaki
sperminin kapasitasyonu indiikleyen 3°, 5 siklik adenozin monofosfat seviyesini artirdigi
goriilmiigtir (Mendez, 2018). Kopeklerde spermaya spermin katilmasi spermatozoon
membran biitiinliigiinii 6nemli lgiide artirmistir. Ayrica reaktif oksijen iiretimini azalttigi,
apoptozisi Onledigi ve spermatozoon kriyoprezervasyonunun kapasitasyon iizerine olumsuz

etkilerini azaltabildigi gorilmiistiir (Lefevre vd., 2011; Setyawan vd., 2016).

Poliaminlerin spermatozoon motilitesi iizerine belirgin etkileri bulunmaktadir.
Koglarda spermin konsantrasyonuyla spermatozoa motilitesinin pozitif iligkili oldugu
gosterilmistir (Melendrez vd., 1992). Motilitesi azalmig veya hi¢ motilitesi olmayan insan

spermasina poliaminler veya L-arginin eklenmesi spermatozoon motilitesini dogrudan
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artirmustir (Mendez, 2018; Porat ve Clark, 1990). idiyopatik veya diyabetik astenozoospermik
erkek spermatozoonunun sperminle inkiibasyonu sonucunda spermatozoon motilitesininin
arttig1 goriilmiistiir (Morales vd., 2003). Insanlarda yapilan farkli bir calismada poliaminlerin
spermatozoon adenilat siklaz aktivitesine ve iligkili olarak motilite iizerine etkisi arastirilmas,
cAMP (siklik adenozinmonofosfat) seviyesinin birkag kat arttigi gorilmiistiir (Shah vd.,
1975). Benzer bir etki boga spermast i¢in bildirilmis, kiiltiir ortamina eklenen sperminin boga
spermasinda adenilat siklaz aktivitesini artirdigi gérilmiistiir (Lefevre vd., 2011). Bunun
aksine farkli bir ¢alismada sigirlarin plazmasinda poliamin oksidazin etkisiyle olusan
oksidasyon firiinlerinin, spermatozoon fruktoz metabolizmasini engelleyerek motiliteyi
baskilayabilecegi de gosterilmistir (Bachrach ve Heimer, 2021). Yine Setyawan ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada degisik miktarlarda spermin eklendikten sonra dondurulan
kopek spermasi ¢oziim sonu incelendiginde spermatozoon fonksiyonlari, apoptozis, ve
kapasitasyon iizerine pozitif etkileri goriilmiistiir. Spermatozoada motilite artis1 goriilmezken
akrozomal biitiinliigii bozulmamis canli spermatozoa oraninin kontrol grubuna gore yiiksek
oldugu belirlenmistir (Setyawan vd., 2016). Bahsedilen ¢alismada da goriildiigii gibi spermin
etkisinin sadece motilite ile simirli olmadig: diisiiniilmektedir. Farelerde in vitro fertilizasyon
icin hazirlanan epididimal spermaya preinkiibasyon asamasinda spermin eklenmesi IVF
basarisini artirmigtir. Buna ek olarak sperminin insan ve farelerde IVF sonrasi gebelik oranini

artirdig1 gorilmistiir (Stanger ve Quinn, 1982; Lefevre vd., 2011).

Sigir ve insan embriyosunun in vitro iiretiminde pek ¢ok ortak nokta bulunmaktadir.
Insanlarda uygulanan yardimei iireme teknikleri sigirlarda yapilan calismalar temel alinarak
gelistirilmistir. Bununla birlikte in vitro fertilizasyonu gerceklesen sigirlarin %27,1’inde
gebeligin siirdiiriilebildigi bilinmektedir (Ealy vd., 2019). In vitro fertilizasyon déngiilerinde
basarisiz fertilizasyonun genellikle erkek faktoriinden kaynaklandigi bildirilmistir (Lavelle

vd., 2022; Lee vd., 2009; Yagci, 2013).

Sperminin erkeklerde kapasitasyonu indiikleyen 3°, 5 siklik adenozin monofosfat
seviyesini artirdigr gorilmiistiir (Mendez, 2018). K&pek spermasina spermin eklenmesi
spermatozoon kapasitasyonunu pozitif etkilemis ve akrozomal biitlinliigli korumada etkili
olmustur (Setyawan vd., 2016). Farelerde IVF basarisini artirdigi, insan ve farelerde IVF
sonrasi gebelik oranini artirdig bildirilmistir (Stanger ve Quinn, 1982; Lefevre vd., 2011).

Boga seminal plazmasinda bulunan fizyolojik spermin miktar1 bilinmemektedir. Kopek

spermatozoasinda SmM spermin en iyi ¢alisan doz olmustur (Setyawan vd., 2016). Koglarda
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10mM sperminin akrozomal ekzositozu %50 inhibe etmistir (Rubinstein ve Breitbart, 1991).
Aygirlarda 5-10 mM kapasitasyon ve DNA fragmantasyon indeksini korumustur (Olgag ve
Akcay, 2021). Bogalarda 10 pl akrozom reaksiyonunu indiiklemis, 10 mM inhibe etmistir
(Rubinstein vd., 1995). Bogalarda farkli dokularda bulunan hiicrelerin sperminle inkiibasyonu
incelendiginde 1 mM sperminin hiicre canliligini artirdigi,10mM’mn retina epitel hiicresi
6liimiine sebep oldugu goriilmiistiir (Kaneko vd., 2007). 2,5 mM sperminin retinal hiicrelerin
lize olmasina sebep olmustur. 0,5 mM spermin m-RNA miktarin1 artirmistir (Reichhardt vd.,
2021).

Bu calisma sperminin spermatozoon canlilik, motilite, kapasitasyon, akrozom
reaksiyonu tizerine pozitif etkileri temel alinarak, boga spermasinin in vitro kapasitasyonu
islemlerinde spermatolojik parametreleri koruyabilecegi ve kapasitasyon indiikleyici etkisi ile
daha kaliteli bir kapasitasyon olusturabilecegi hipotezinden yola ¢ikilarak planlanmistir.
Yapilan tez c¢alismasinda sperminin ¢dziim sonu boga spermasi iizerindeki etkilerinin
arastirilmast  ve spermatolojik parametreler korundugu halde maksimum diizeyde

kapasitasyon elde edilmesi amaglanmustir.

Calismada kullanilan spermin dozlar1 belirlenirken; boga seminal plazmasinda spermin
varligmin diger tirlere oranla diisiik olabilecegi bildirisi, diger tiirlerin spermatozoon
caligmalarinda uygulanan spermin dozlari, sigir tiiriinde farkli doku ¢alismalarinda kullanilan

spermin doz bilgilerinden yararlanilmustir.

Bu calisma Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan alinan 21.02.2023 tarih ve 515 sayili karar dogrultusunda gergeklestirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Materyal

Calismada 30 bas Holstein irki bogaya ait ticari dondurulmus sperma Ornekleri
kullanildi. Her bir bogaya ait benzer tarihlerde dondurulmus, ¢6ziim sonu en az %70 motiliteye
ve en az 20 milyon yogunluga sahip payetler belirlenerek ¢aligmaya dahil edildi. Spermalar
Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’'nda bulunan dondurulmus payetlerden elde
edildi. Payetler 37 °C’deki sicak su banyosunda 30 saniyede ¢Ozdiiriildi. Cozdiiriilen
numunelerin motilite ve spermatozoon kinetik parametreleri belirlendikten sonra in vitro

fertilizasyon protokoliinde yer alan spermanin in vitro kapasitasyonunu asamasina gegildi.

2.2. Spermatozoon Secilimi ve Kapasitasyon Medyumuna Aktarilmasi

Cozdiirtilen sperma 6rnekleri in vitro kapasitasyon protokoliine gore hazirlandi. Boga
spermasinin secilmesi ve saflastirilmasi amaciyla ¢ozdiiriilen her payet 1 ml’lik kolloidal
dansite gradiyent soliisyonuna eklendi (Nidacon BoviPure). Bovipure soliisyonlari
kullanimdan 6nce 1 saat 39 °C 5% CO2 ‘li ortamda bekletilerek %40 (200 pul BoviPure™ +
300 pl BoviDilute™) ve %80 (400 pl BoviPure™ +100 pl BoviDilute™) olmak iizere iki
yogunlukta hazirlandi. Santrifiij tiiptine %80 yogunluktaki soliisyondan 0,5 ml konulduktan
sonra ayn1 miktarda %40 yogunluktaki soliisyon katlarin karismamasi igin tiipiin yanindan
yavasga eklendi. C6ziim sonu sperma tiipiin en iistiine eklendikten sonra oda sicakliginda 400g
X 9 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant uzaklastirilarak kapasitasyon
medyumuna alindi. Kapasitasyon medyumu olarak pellet lizerine 38,5 °C’de bekletilen SP-

TALP (Ferrer vd., 2016; Ferrer vd., 2017) medyumundan 1 ml eklendi.

2.3. Sperma Orneklerinin Gruplandirilmasi

Kapasitasyon i¢in Sp-TALP medyumuna alinan spermatozoon her biri 150 ul olacak
sekilde 6 esit parcaya boliinerek 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerine alindi. Ardindan sirasiyla
spermin eklenmeyen (sadece SP-TALP) kontrol grubu ve 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM; 0,5

mM ve 1 mM spermin eklenen 5 deney grubu olusturuldu. Inkiibasyon &ncesinde (0. Saat) ve
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38,5 °C’de 1 saat ve 4 saatlik inkiibasyonun ardindan spermatolojik muayeneler

gercgeklestirildi.

2.4. Inkiibasyon Sonu Spermatolojik Analizler

Bes deney ve 1 kontrol olmak iizere olusturulan 6 grupta bulunan spermatozoon
inkiibasyona alinmadan 0. saatte ve 1, 4 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda motilite,
progresif motilite, spermatozoon kinetik parametreleri, plazma membran ve akrozom
biitiinliigii (PMAI), mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) ve kapasitasyon indeksi
yoniinden degerlendirildi. Gergeklestirilen analizler 30 farkli boga spermasi i¢in tekrarlandi.
Boylece her bir spermatolojik parametrenin muayenesi 540 Ornek icin ayr1 ayr

gerceklestirildi.

2.4.1. Spermatozoon Hareket Ozellikleri

Total motilite (TMOT; %), progresif motilite (PMOT; %) ve spermatozoon kinetik
parametreleri olan VCL (um/s), VSL (um/s), VAP (um/s), LIN (%), STR (%), WOB (%),
ALH (um) ve BCF (Hz) ve hiperaktivite (%) parametreleri, 1sitma tablali sisteme baglh faz-
kontrast mikroskopta (Nikon ECLIPSE 50i) Sperm Class Analyzer (SCA®), CASA
kullanilarak incelendi. Her bir 6rnekten lam tizerine 5 pl alindiktan sonra iizerine 22x22 mm
lamel kapatildi. Ardindan faz kontrast mikroskobun 37 °C’ye ayarlanmis 1sitma tablasina
almarak, 10x10’luk biiyiitmede kamera (Basler®) esliginde her bir 6rnek i¢in 5 farkli alandan
goriintli alinarak analizi yapildi (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Coziim sonu spermatozoa motilite, progresif motilite ve spermatozoon Kkinetik

parametrelerinin belirlenmesi
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2.4.2. Plazma Membran ve Akrozom Biitiinliigii

Plazma membran ve akrozom biitlinliigii parametresi drnekler hazirlandiktan sonra
inkiibasyon oncesinde (0. saat) ve 1, 4 saatlik inkiibasyonun ardindan FITC-PNA/PI (L21409,
ThermoFisher) ikili boyama yontemiyle belirlendi. Sperma 2,5 milyon spermatozoa/ml olacak
sekilde PBS ile sulandirildiktan sonra mikroplaka kuyucuklarina 246 pl aktarilarak tizerine 2,5
pl FITC-PNA ve 1,5 pl PI boyas1 eklendi. Hazirlanan karisim 38 °C’de 30 dakika inkiibe
edildikten sonra flow sitometri cihazinda (Cytoflex, Beckman Coulter, Fullertone, CA, USA),
CytExpert 2.2 yazilimi (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) yardimiyla analiz edildi
(Sekil2.2.).
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Sekil 2.2. Spermtozoa plazma membran ve aklrozom bitiinliiginiin flow sitometri ile belirlenmesi
(FITC-PI+, plazma membran biitinliigli bozulmus akrozom biitinliigiinii koruyan hiicre; FITC-PI-,
plazma membran ve akrozom biitiinliigiinii koruyan hiicre; FITC+ PI-, plazma membran biitiinliigiinii
koruyan akrozom biitiinliigli bozulmus hiicre; FITC+PI+, plazma membran ve akrozom biitiinligi

bozulmus hiicre)
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2.4.3. Kapasitasyon Indeksi

Kapasitasyon indeksi igin Fluo-4 Direct™ Calcium Assay Kit kullanildi. Boga spermast
0. saatte ve 1, 4 saatlik inkiibasyonun sonunda 2,5 milyon spermatozoa/ml yogunluga sahip
olacak sekilde PBS ile sulandirildi. Sulandirilan spermadan 247,5 pl almarak 96’Iik
mikroplaka kuyucuklarina aktarildi ve iizerine 2,5 pl Fluo-4 boyasi eklendi. Hazirlanan
sperma-boya karigimi 38 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra flow sitometri cihazi
(Cytoflex, Beckman Coulter, Fullertone, CA, USA) ile sisteme bagli CytExpert 2.2 yazilimi
(Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) yardimiyla analiz edildi (Sekil 2.3.).

2 01-FLUO15000-F10 : HEDEF 1 = £
o
«©O
= FLUO-(22.68%)
>
h— > g8 Shay
v‘_ AU o8
< < —
3B S
NO SR
._S ;
;i FLUO+(43.11%)
o —ﬁ-rrmmmm—rmmn—rmm—rmmr
0 10' 102 10° 10% 105 10% 107
FITC-A

Sekil 2.3. Spermatozoa kapasitasyon indeksinin flow sitometri ile belirlenmesi (Fluo, hiicre gecirgen
kalsiyum indikatorii; Fluo +, Fluo 4 boyasini almis, kapasite olmus spermatozoa; Fluo -, Fluo 4 boyasini

almamus, kapasite olmayan spermatozoa)
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2.4.4. Mitokondriyal Aktivite

Mitokondriyal aktivite parametresi MitoProbe™ JC-1 Assay Kit (M34152,
ThermoFisher) ile belirlendi. Ornekler 0. Saat ve 1, 4 saatlik inkiibasyonun ardindan 2,5
milyon spermatozoa/ml yogunluga sahip olacak sekilde PBS ile sulandirildi. Sulandirilan
spermadan 247,5 pl alinarak 96’lik mikroplaka kuyucuklarina aktarildi ve iizerine 2,5 pul JC-1
boyasi eklendi. Hazirlanan sperma-boya karisimi 38 °C’de 30 dakika inkiibe edildikten sonra
flow sitometri cihazi (Cytoflex, Beckman Coulter, Fullertone, CA, USA) ile sisteme bagh
CytExpert 2.2 yazilimi (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) yardimiyla analiz edildi (Sekil
2.4).

01-JC1 0.5 : HEDEF 1 = B3
=3
E HMMP (46.67 %)
<, -
a — 3
D ; LMMP(41.04%)
-—O _‘
0 10' 102 10 10% 10% 1¢® 107
FITC-A

Sekil 2.4. Spermatozoa mitokondriyal membran potansiyelinin flow sitometri ile belirlenmesi (JC1,
Mitokondriyal membran potansiyeli test kiti; LMMP, disiik mitokondriyal membran potansiyeli;

HMMP, yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli)
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2.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim degiskenler onemlilik testlerine gecilmeden once parametrik test
varsayimlarindan normallik yoniinden Shapiro Wilk testi, varyanslarin homojenligi yoniinden
ise Levene testi ile incelendi. Tamimlayici istatistikler “Aritmetik Ortalama + Std.hata”
seklinde gosterildi. Toplam Motilite, Progresif Motilite, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB,
ALH, BCF ve Hiperaktivite, Plazma ve Akrozomal Membran Biitiinliigli, Mitokondriyal
Membran Potansiyeli, Kapasitasyon oranlari iizerine madde, doz ve bunlarin etkilesimlerinin

etkisi asagidaki model kullanilarak MIXED prosediirt ile analiz edildi.

Yijk = u+ Mi+ Dj + (M x D)ij + eijk
(Yijk, bagimh degisken; u, genel ortalama; Mi , madde etkisi; Dj , doz etkisi; (M x D)ij,

madde ve doz etkilesimi ve eijk, hata terimi).
Modele gruplardaki hayvanlar ve ejakulat rastgele etkiler, madde, doz ve bunlar

etkilesimleri sabit etkiler olarak dahil edildi. Etkilesim teriminin anlamli bulundugu durumlar

icin Bonferroni diizeltmeli basit etki analizi uygulandi.
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3. BULGULAR

Boga spermasi ¢oziim sonu motilite, progresif motilite ve spermatozoon kinetik
parametrelerine ait veriler Cizelge 3.1.’de; kapasitasyon medyumuna eklenen sperminin
inkiibasyon Oncesi ve sonrasinda motilite, progresif motilite, Spermatozoon hareket 6zellikleri

tizerine etkileri Cizelge 3.2. ve 3.3.”de sunulmustur.

Tez caligmasina dahil edilen sperma orneklerinin ¢6ziim sonu aritmatik motilite
ortalamast %83,52 olarak belirlendi (Cizelge 3.1). Spermay1 dansite gradient soliisyonuna
eklenme, santrifiij etme ve Sp-Talp medyumuna alma sonrasinda inkiibasyona birakilan
spermatozoanin motilitesi zaman etkisi yoniinden degerlendirildiginde 0,01 mM, 0,05 mM ve
0,1 mM spermin eklenen gruplarda inkiibasyon siiresi boyunca motilitenin korundugu
goriildi. 0,5 mM; 1 mM spermin eklenen grup ve kontrol grubunda 4. saatte yapilan 6l¢iimler,
0. ve 1. saat Ol¢iimlerine gore diisiis gosterdi ancak degisim istatiksel agidan anlamsizdi. Buna
gore motilitenin en iyi korundugu 0,05 mM grubunda 0 ve 4. saatlerde kaydedilen motilite
degerleri sirasiyla %46,22; %45,03 iken 1 mM spermin eklenen grupta sirasiyla %44,56;
%30,03 olarak belirlendi. Motilite degerlerindeki degisim genel ortalama iizerinden
degerlendirildiginde fark istatiksel agidan 6nemliydi (p<0,001). Gruplar arasi etkilesimde O, 1
ve 4. saat 6l¢timleri kendi arasinda degerlendirildiginde olusan farklar 6nemsizdi ancak genel
ortalamalar agisindan goriilen fark istatiksel agidan fark anlamli bulundu (p<0,05). Buna gore
en yiiksek motilite ortalamasi1 0,05 mM spermin eklenen grupta, en diisiik deger kontrol ve
1mM spermin grubunda gozlendi. Grup ve zaman etkisi birlikte degerlendirildiginde istatiksel

acidan farkin 6nemsiz oldugu goriildi (p>0,05).

Sperminin progresif motilite tizerine etkisi incelendiginde hem grup etkisi hem zaman
etkisi yoniinden goriilen farklar istatistiksel a¢idan anlamli bulundu (p<0,01). 4. saat
kontrollerinde 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM spermin eklenen gruplarin progresif motilite
degerleri 0,5 mM; 1 mM spermin ve kontrol grubuna gore yiiksek ve istatiksel agidan
anlamliydi (p<0,001). Buna gore 4. saat kontrollerinde en yiiksek ve en diisiik degerlerin
goriildiigii gruplar ve progresif motilite oranlari sirasiyla 0,05 mM spermin grubunda %36,56;
1 mM spermin grubunda %20,63 seklindeydi. Zaman etkisi yoniinden progresif motilitenin
inkiibasyon siiresince korunmasinda 0,01 mM; 0,05 mM; 0,1 mM spermin gruplar oldukg¢a

etkiliydi. Kontrol; 0,5 mM spermin ve 1mM spermin grubu degerlerinde zamanla goriilen
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diistis anlamliydi1 (p<0,001). Progresif motilitenin en iyi korundugu 0,05 mM grubunda 0 ve
4. saat degerleri sirastyla %37,76 ve %36,56 iken en biiylik farkin gézlendigi 1mM spermin
grubunda sirasiyla %36,41 ve %20,58 olarak belirlendi.

Spermatozoon kinetik parametreleri olan VCL, STR, LIN, WOB, ALH, BCF ve
Hiperaktivite i¢in zaman etkisi yoniinden goriilen farkliliklar anlamliydi (p<0,01). Grup
zaman etkisi birlikte degerlendirildiginde sadece VAP, VSL ve hiperaktivite parametrelerinde
goriilen fark istatiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). Kontrol grubuyla karsilastirildiginda
en yiiksek degerler VCL, VAP i¢in 0,01 mM spermin eklenen grubun 0. saatinde; VSL, STR,
LIN, WOB i¢in 0.01 mM spermin eklenen grubun 4. Saatinde; ALH igin 0,01 mM spermin

eklenen grubun 0. saatinde ve BFC igin 0,5 mM spermin i¢eren grubun 0. saatinde ol¢iildii.

Cizelge 3.1. Coziim sonu motilite, progresif motilite ve spermatozoon kinetik parametreleri

Parametre Arit. Ort. Std. Hata Std. Sapma Medyan Minimum Maksimum
Motilite 83,52 0,91 4,75 83,23 76,87 93,99
PM 64,13 1,42 7,40 64,92 48,75 79,60
VCL 94,62 2,73 14,21 94,95 68,68 123,67
VAP 58,38 1,41 7,33 56,17 44,75 76,26
VSL 40,92 1,56 8,12 39,91 26,33 57,27
STR 66,35 1,34 6,95 67,63 54,21 78,50
LIN 43,93 1,92 9,98 42,58 29,42 65,17
WOB 62,69 1,58 8,20 60,53 51,94 82,50
ALH 3,55 0,16 0,83 3,72 1,96 5,26
Hiperaktivite 10,25 1,53 7,80 9,15 0,44 31,81

PM, progresif motilite; VCL, egri-gizgisel hiz; VAP, ortalama yol hizi; VSL, dogru-gizgisel hiz;
STR, dogrusallik; LIN, ¢izgisellik; WOB, yalpalama; ALH, yalpalama biiyiikligii; BCF, kesisim
frekansi
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Cizelge 3.2. Inkiibasyon sonucu kontrol ve deney gruplaria ait motilite, progresif motilite, VCL, VAP,

VSL parametreleri

Parametre  Grup Zamn Genel Ort P
0.saat 1.saat 4 .saat (Grup) G Z G*Z
001mM 46.61+3,58  4180+3,62  41,67+3,69 43,36 +3,02 A8
0,05mM 46,22+3,52  4477+3,62  4503+3,58 45,34 +3,00 A
Motilie  0IMM  4405£355 44705362 4325358 44,00 + 3,00 AB
05mM 47294358  44,00+3,58  37,49+3,73 42,93+3,0348 0,004 <0,001 0,150
1mM 44,56£362  4257+365  30,03+3,77 39,06 3,058
Kontrol 41,74+3,58  39,82+3,65  3530+3,65 38,95+3,028
Genel Ort. (Zaman) 41,74+3,583  3982+3,65% 3530+3,65°
001mM 3824+359  3498+3,65  3457+3,69”°  3593+3,13
0,05mM 37.76£3.54  3685+3,62  3656+3,59A  37,06+3,10
01mM 37,08+3,57  3751+3,62  3585+£372A  3682+3,11
PM 05mM  40.98+3.60%  3579+362% 29,63+372%4° 3546+3,13  <0,001 <0,001 0,039
1mM 36413622 3348+365% 20,58+3,80%B  30,16+3,15
Kontrol 35,99+3,602 31,52+3,65% 2748+3,68%48 3]66+3,12
Genel Ort. (Zaman) 37,74+2,97  3502+2,99 30,78 +2,99
001mMm 101.78£404 89914399  8273+4,09 91,47 £3,07 A
0,05mM 97,34+3.83  8595+3,99  80,23+3,93 87,84 +3,00A
veL  0lmM  9533+388  9449+398 82904393 90,90 +3,01 A
05mM 95214394  8596+393  7508+4,15 8542+3,05A <0001 <0,001 0,059
1mM 92,11+£398  8625+4,04  61,50+4,22 79,95 +£3,09 B
Kontrol 98,30+3,94  83,16+4,03  7342+4,03 84,96 + 3,04 A8
Genel Ort. (Zaman) 96,68 £2,742  87,62£2,76° 7598+2,77°¢
001mM 76:10=414  7576£409  7576+420%  7587+3,19
005mM 72.57+394  71,2044,09  70,56+4,04%  71,44+3,12
vap  Odmm 0814399 b 7929+408° 74,60+4,03PA 7401+3,14
05mM  70.92+4,04 72224404  6490+426"%  69,34+3,18 0,005 0,001 0,004
imM 71924092 74644147 5337£43208  66,64+3,21
Kontrol 74,114,042  69,17+4,14% 63,75+4,13%A8 69,01 +3,17
Genel Ort. (Zaman) 72,29 +2,87 73,71 £2,89 67,15+£2,90
001mM S5837+405  5952+400  6683+£4,104  61,57+3,17
0,05mM 57,07+3,.86  5811+4,01  59,70+39548  5830+3,11
ysL  OImm  5273%391 b 60,64+4,00% 65443954~  5960+3,12
05mM 5805+396  57,63£395  56,80+4,16%%  5749+3,16 0,166 0,616 0,020
1mM 56,73£4,00%  59,53+£4,05% 4825+4,22°8 54844319
Kontrol 60,79+3,96  57.43+4,04  5552+4,04"8  5791+3,15
57294288  5881+£290  58,76+2091

Genel Ort. (Zaman)

PM, progresif motilite; VCL, egri-gizgisel iz; VAP, ortalama yol hiz1; VSL, dogru-gizgisel hiz.
a, b, c: Ayni satirda farkli harfleri tastyan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,001/p<0,05). A, B, AB:

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,001/p<0,05)
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Cizelge 3.3. 1nk1'ibasy0n sonucu STR, LIN, WOB, ALH, BCF, Hiperaktivite parametreleri

Parametre Gru Zaman Genel Ort. p
P 0.saat 1.saat 4.saat (Grup) G Z G*Z
0,01mM 72,68 +2,39 70,84 + 2,35 82,70 £ 2,42 7541 +£1,81
005mM  T447£226 76754235 77504232  7624+1,77
0,ImM 72,78 +£2,30 71,94 +£234 81,69 +£2,33 75,47 £1,78
STR 05mM  76.88+233  7431+232 8248245 77,89+180 0328 <0001 0,51
1mM 73,68+235  74,67+239 8332249  77,19+182
Kontrol ~ 77.35+233 7645238  8029+238  78,03=1,79
Genel Ort. (Zaman) 74,64+ 1,62°  7414+163° 8133+1,64°2
00ImM  S56.05+£3,06 59984302  7639+3,10  64,14+237
005mM  5816+291  6463+£3,02  69,68+299  64,16+233
LN 01mM  53.99£295  61,10+£3,03  7436+298  63,15+234
05mM 58804298 63084299 7487+315 6558+236 0403 <0001 0329
1mM 5899+3,02  66,70+£3,06 7494+3,19 66,88 +£239
Kontrol ~ 60.87+299  64,59+3.06 72,07+3,06  6584+235
Genel Ort. (Zaman) 57,81 +2,14¢  63,35+2,16° 73,72+2,17%
00ImM  73.56+£247 78254244  8814+250 79,99+ 194
005mM 74794235  80,51+244  83,69+241 79,66+ 191
01mM  70.80£238  8144+243  86,12+£240 79,46+ 191
WOB '
05mM  7330+241  8029+241 8585+253 7981+193 081 <0001 0234
1mM 7589+£244  8396+247 8436+257 8141+£195
Kontrol ~ 75.54+241  79,62+246 83,8246 79,62+ 193
Genel Ort. (Zaman) 73,98+ 1,77¢ 80,68+1,78P 8531+1,79°2
oolmM  3-17£0.16 2,26+0,16 1,58+0,16  234+0,124
0,05mM 3,02+0,15 2,27+0,16 1,79 +£0,16 236+0,114
0,1mM 3,09 £0,15 2,34 +£0,16 1,69 +0,15 2,37+0,114A
ALH
0,5mM 2,98 0,16 2,17+0,15 1,73+£0,16  229+0,1278 0004 <0001 0,970
imM 2,66 £0,16 1,84+ 0,16 1,44 +£0,17 1,98+0,12 B
Kontrol 2,99 +0,16 2,20+0,15 1,71 £0,16 2,30+£0,11 78
Genel Ort. (Zaman) 2,99 +0,102 2,18+0,10° 1,66+0,10°¢
0,01mM 8,44 £ 0,57 7,25 £0,56 7,07 £0,58 7,59 £0,40
0,05mM 8,08 +0,53 7,39 £ 0,56 6,54+ 0,55 7,33 40,38
BCF 0,1mM 8,69 + 0,54 7,44 £ 0,56 7,06 £ 0,55 7,73 +£0,39
0,5mM 9,88 + 0,55 6,90 + 0,55 7,28 + 0,59 8,02+039 0268 <0001 0,633
1imM 7,76 £0,56 6,67 +£0,57 6,82 + 0,60 7,08 £0,40
Kontrol 8,86 £ 0,55 7,26 £0,57 6,96 +£0,57 7,69 £ 0,39
Genel Ort. (Zaman) 8,62+0,332 7,15+0,34%  6,95+0,34"
0,0lmM 9,31 +£1,3223A 323+1,49° 1,52+1,49° 4,69 + 0,89
005mM  3.87+1,108 1,97 £ 1,32 436+ 1,32 3,40 £0,78
. . 01mM 6.85+12523AB  250+1,15P 227+1,40° 3,88 +£0,79
Hiperaktivite '
05mM 44214078  247+149 2294132 30640487 0580 <0001 0,048
1mM 4.88+1,4978 143149 2,92+ 1,49 3,08+0,93
Kontrol 9,67 +1,402A 258+1,61° 1,13+£1,61°P 4,46 +0,95
Genel Ort. (Zaman) 6,50 + 0,64 2,36 £ 0,68 2,42 +0,69

STR, dogrusallik; LIN, ¢izgisellik; WOB, yalpalama; ALH, yalpalama biytikligi; BCF, Kesisim
frekanst. a, b, c: Ayni satirda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,001/p<0,05).
A, B, AB: Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,001/p<0,05)
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Plazma membran ve akrozomal biitiinliigiin korunmasiyla ilgili 0, 1 ve 4. saat analizleri

Cizelge 3.4. ve 3.5’te gosterilmistir. Plazma membran ve akrozom biitlinliigli (PMAI) genel

ortalamasina bakildiginda, zaman iliskisi agisindan istatiksel fark anlamli bulundu (p<0,001).

Buna gore 0. saatte tespit edilen sonuglarin 1. ve 4. saat sonunda elde edilen sonuglara gore

onemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi. Grup iliskisi agisindan degerlendigildiginde 0,01
mM grubu ve kontrol grubunun PMAI orani1 0,05 Mm; 0,1 Mm; 0,5 mM ve 1 mM grubuna

gore yiiksekti ancak goriilen fark istatistiksel olarak dnemsiz oldugu degerlendirildi (p>0,05).

Cizelge 3.4. Inkiibasyon sonucu kontrol ve deney gruplarna ait plazma membran ve akrozomal
membran biitlinliigiini koruyan sperma oranlari

Zaman p
| .
Parametre Grup Fene ol
0.saat 1.saat 4.saat (Grup) G z G*Z
001mM 2417£196  1724+209 1650+198 19,30+ 1,63
Plazma 0.05mM 23,09 £1,96 16,55 £2,07 15,60 £ 2,00 18,41 £1,62
Membran o\ 23,64+195 18424206  1568+200 19,25+ 1,63
ve Akrozom
Biitinligi  0.5MM 22,74 £ 2,00 17,88+£2,09 15,38 +2,01 18,66 +1,63 (882 <0,001 0,983
(%) 1mM 22,72 +1,99 1894 +2,07 17,66 +2,00 19,77 £ 1,63
Kontrol 2445+196  1746+2,09 1613+1,99 1935+1,62
17,75+ 1,54° 16,16 +1,52°

Genel Ort. (Zaman) 2347 +151°

a, b: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar onemlidir (p<0,001).

Cizelge 3.5. Spermatozoon kapasitasyon medyumuna alindiktan 0, 1 ve 4 saat sonra plazma ve
akrozomal membran biitiinliigiinii koruyan spermatozoon orani
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Kapasitasyon medyumuna eklenen spermin dozlarinin mitokondrial membran

potansiyeli tizerine etkisi Cizelge 3.6. ve 3.7.°de gosterilmistir. Mitokondrial membran

potansiyeli degerlendirildiginde genel ortalama agisindan zaman etkisi istatiksel olarak

anlamli bulundu (p<0,001). Bu baglamda 0 ve 1. saatler ile 4. saat karsilastirildiginda 6nemli

aktivite diislisii oldugu goriildii. En yliksek mitokondrial aktivite spermin eklenmeyen kontrol

grubunun 0. ve 1. saatlerinde 6l¢iildii (sirasiyla 25,39 + 2,05 ve 26,44 + 2,21). Zaman ve grup

etkisi degerlendirildiginde fark istatiksel olarak 6nemsiz bulundu (p>0,05).

Kapasitasyon indeks degerleri Cizelge 3.6. ve 3.8.’de gosterilmistir. Kapasitasyon

indeksi degerlendirildiginde zaman etkisi genel ortalamasi agisindan istatiksel fark onemli

bulundu ve zamanla orantili olarak kapasitasyon orani artig gosterdi (p<0,001). Kontrol ve

deney gruplari arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark goriilmedi. En yiiksek kapasitasyon

indeksi kontrol grubunun 1 saat inkiibasyonu sonucunda % 59,84 olarak belirlendi.

Cizelge 3.6. inkiibasyon sonucu kontrol ve deney gruplarina ait kapasitasyon ve yiiksek mitokondrial
membran potansiyeli ortalamalari

Parametre ~ Grup Zaman Sepel Ort. i
0.saat 1.saat 4.saat (Grup) G Z G*Z
00ImM  20,92£205  20,85+225 1586+208 1921148
Yiksek  0,05mM  22,75£2,05  2226+225 16,6121  20,54+149
mitokondriyal )\ 22,00£2,04 25124226 17.81+2,11 21,64+ 1,49
p’Qfar;‘E{yae”,i 0.5mM 2186+2,11  21,58+221 1559+211 19,68+ 148 0,273 <0,001 0,904
(%) 1mM 23,50 +2,08 2344+220 16,03+2,10 20,99 + 1,48
Kontrol 25394205  2644+221  1564+211 2249+ 147
Genel Ort. (Zaman) 22,74+125%  2328+131% 1626+1,27°
00ImM  5228+288  5333+£3,00 5645+286 54,02+238
005mM  51,52£283  54,54+£297  5748+291  54,52+237
Kapasitasyon 0,1mM 5126283  54,19+301  5743+290 5429+2738
indeksi (%) g 5mm 51,87+282  5557+297 56,10+2,88 5452+237 0,858 <0,001 0,766
1mM 52,56 +2,81 57,76 £3,00  46,54+£291 5562 +238
Kontrol ~ 49,98+286  59.84+301 57,59+288 5581 +2,39
51,58+221% 5587+225% 5693+222°

Genel Ort. (Zaman)

a, b: Ayni satirda farkli harfleri tasiyan ortalamalar arasindaki farkliliklar 6nemlidir (p<0,001).
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Cizelge 3.7. Spermatozoon kapasitasyon medyumuna alindiktan 0, 1 ve 4 saat sonra yiiksek
mitokondriyal membran potansiyeli (HMMP) gosteren spermatozoon orant
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Cizelge 3.8. Spermatozoon kapasitasyon medyumuna alindiktan 0, 1 ve 4 saat sonra kapasitasyonu
gerceklesen spermatozoon orant
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4. TARTISMA

In vitro fertilizasyon, in vitro ortamda olgunlastirilan oositlerin kapasite olmus
spermatazoa ile karsilagtirilarak fertilizasyonunun saglanmasi ve olusan embriyonun, uygun
alicilara aktarilmasi seklinde uygulanan bir tekniktir (Glindogan, 1998). Yontemin sigirlarda
basariya ulagsmasi oosit maturasyonu ve dollenme yetenegi ile spermatozoa kapasitasyonu ve
dolleme yeteneginin incelenmesi ile iliskilidir (Akyol, 2005). Sigirlarda in vitro fertilizasyon
icin taze veya dondurulmus spermatozoon kullanilabilmektedir ancak taze sperma
kullaniminda kapasitasyon i¢in gereken inkiibasyon siiresi ¢cok uzun olmakta ve daha yiiksek
dozda kapasitasyon ajanina maruz kalmasi gerekmektedir. Bunun yaninda dondurulmus
spermatozoon ile in vitro fertilizasyon orani daha yiiksek olabilmektedir. iligkili olarak in vitro
kapasitasyonda dondurulmus spermanin kullanimi daha yaygindir (Akyol, 2005; Hasler ve
Barfield, 2021).

In vitro kapasitasyonun basarili olabilmesi i¢in uygun motilite ve yogunlukta
spermatozoonun hazirlanmasi gerekmektedir. Bunun i¢in kullanilacak spermatozoon sirastyla
yikanmakta, diliie edilmekte ve inkiibasyona birakilmaktadir. Bu islemler sirasinda meydana
gelebilen hiicre membran hasarlarina bagl olarak akrozomal ve sitosolik enzimlerin zamansiz
salimmmi gergeklesebilmektedir. Bu etkiler sigirlarda IVF basarisinin %13-94 gibi genis bir
aralikta seyretmesinin nedenlerinden olabilir (Akyol, 2005).

Spermin maddesinin spermatozoon {izerine etkisinin incelendigi bazi ¢alismalarda,
sperminin infertil bireylerde daha diisiik oranda bulundugu, spermatozoon glikoz kullanimini
artirdigy, kapasitasyonu indiikleyen 3°, 5 siklik adenozin monofosfat seviyesini, spermatozoon
membran biitlinligiinii ve spermatozoon motilitesini artirdigi bildirilmistir (Melendrez vd.,
1992; Mendez, 2018; Shohat vd., 1990). Sperminin spermatozoon tizerine bilinen etkileri
dikkate alinarak planlanan ¢alismada, in vitro Kapasitasyon teknigine gére hazirlanan boga
spermasina farkli dozlarda eklenen sperminin spermatolojik parametreler {izerine etkileri
incelenmistir. Bu baglamda ¢6ziim sonu yikama ve diliisyonu gerceklesen spermatozoona,
kapasitasyon medyumuna eklenen farkli dozlardaki sperminin motilite, progressif motilite,
spermatozoon kinetik parametreleri (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF ve
Hiperaktivite), spermatozoon plazma ve akrozomal membran biitiinliigii, mitokondriyal
membran potansiyeli ve kapasitasyon indeksi parametreleri lizerine etkisi karsilastirmali

olarak incelenmistir.
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Motilite spermatozoon kalitesini degerlendirmek icin en yaygm kullanilan
parametredir. Bazi aragtirmacilar motilite ve progresif motilite orani ile fertilizasyon orani
arasinda anlamli korelasyon oldugunu bildirirken bazilart bunun aksini rapor etmislerdir.
Bunun nedeni spermatozoon kalite degerlendirilmesinde motilitenin temel alinmasi ve diger
spermatolojik parametrelerin birlikte degerlendirilmesinin daha dogru sonucu verebilecegi
olabilir (Castellano vd., 2021; Graham, 2001; Li vd., 2014; Olga¢ ve Ak¢ay, 2021; Tirpan vd.,
2015; Vincent vd., 2021). Spermatozoon motilitesi bogalar arasinda ve hatta ayni boganin
farkli zamanlardaki sperma muayenelerinde 6nemli oranda degisebilmektedir (Castellano vd.,
2021; Li vd., 2016; Vincent vd., 2021).

Tez calismasinda kullanilan spermalarin ¢6ziim sonu motilite aritmetik ortalamasi
%83,52 iken spermatozoon Kkapasitasyon medyumunda inkiibasyon sonucu motilite
degerlerinin  %41,7-46,6 arasinda oldugu goriilmektedir. Spermatozoonun in vitro
kapasitasyon teknigine gore hazirlandigi farkli ¢alismalarda motilite degerleri %46-90,2
arasindadir (Garcia-Herreros ve Leal, 2014; Itahashi vd., 2022; Purdy vd., 2021; Septlveda
vd., 2017). Tez calismasinda elde edilen motilite degerleri farkli ¢alismalarda goriilen
degerlerin alt sinirinda kalmistir. Bunun yaninda bu alanda yapilan ¢aligmalarda elde dilen
motilite degerlerinin de oldukca farkli oldugu dikkat ¢ekmektedir. In vitro kapasitasyon
islemleri, spermanin farkli soliisyonlarla muamele gérmesi, santrifiij islemleri, inkiibasyon ve
sicaklik degisimleri gibi ¢ok sayida degiskene maruz kalmasina neden olabilmektedir. Ote
yandan bu islemler her prosediir 6zelinde farkli siire ve siralarda uygulanabilmektedir.
Caligmalar arasindaki farklt sonuglarn bu nedenlerden dolay1 ortaya c¢ikabilecegi
disiiniilmektedir. Tez ¢alismast motilite degerlerinin farkli ¢alismalarin alt sinirinda kalma
sebebi kapasitasyonla motilite arasindaki iliski olabilir. Kapasitasyonda etkin rol oynayan
cAMP, metabolik olarak ATP’den elde edilmektedir. iliskili olarak cCAMP seviyesi arttikca
ATP miktarmin azalacagi ve bununla birlikte spermatozoon motilitesindeki diisiisiin normal
karsilanabilecegi diisiiniilmektedir. Carvalho vd (2010), yaptiklar1 calismada motiliteyi
%70,4; kapasitasyon oranin1 %30,5 bulmuslardir. Garcia-Herreros ve Leal (2014) ¢ farkli
yontemle sperm secilimi gergeklestridikleri calismada spermatozoa motilite ve kapasitasyon
indeks oranlarin1 sirasiyla %79,3;%29,3 ve %90,2; %38,6 ile %65,1;%34,3 olarak
belirlemislerdir. Tez caligmasi kapasitasyon indeks oranlar1 ise %49,9-59,8 araligindadir.
Motilitenin yiiksek bulundugu farkli ¢aligmalarda kapasitasyon oranlarinin tez ¢alismasina
gore diisiik bulunmasi kapasitasyon oranindaki artisin motilite oranindaki diisme ile iligkili

olabilecegi tezini desteklemektedir .
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Progresif motilite spermatozoonun belirli bir yone yaptig ileri hareket yetenegidir
(Ramirez-Diaz vd., 2023). Progresif motilitenin mekanizmasi tam olarak bilinmemekle
birlikte mitokondrial aktivite ile yakindan iliskili oldugu diistiniilmektedir. Mitokondrial
membran potansiyeli ile in vitro fertilizasyon bagarisinin pozitif iligkili oldugu gosterilmistir.
Progresif motilitenin diger parametrelerle birlikte degerlendirilmesi in vitro fertilizasyon
basarisin1 6ngérmede 6nemli olabilir (Li vd., 2014; Olga¢ ve Akc¢ay, 2021; Ramirez-Diaz vd.,
2023). Tez caligmasinda 0,01 mM; 0,05 mM ve 0,1 mM spemin eklenen gruplarda progresif
motilite oran1 inkiibasyon siiresince korunmustur. 0,5 mM; 1 mM spermin eklemenin progresif

motilite iizerine zararli etki olusturdugu goriilmiistiir.

Tez calismasi 0. saat progresif motilite oranlarinin %35,99-40,98 arasinda oldugu
belirlenmistir. Farkli calismalar incelendiginde progresif motilite degerlerinin %24-80
araliginda oldugu goriilmektedir (Carvalho vd., 2010; Castellano vd., 2021; Gutiérrez-Anez
vd., 2021; Purdy vd., 2021; Samardzija vd., 2006; Sepulveda vd., 2017). Tez ¢alismasinda
progresif motilite degerleri farkli caligmalarda goriilen deger araliginda bulunmustur.
Aragtirma sonuclarinda goriilen bu farklilik boga spermalar1 arasindaki bireysel farklilik veya
kullanilan spermatozoon segilim yontemiyle iligkili olabilir. Seperasyon yontemi agisindan
degerlendirebilmek igin, tez ¢caligmasinda kullanilan Bovipure soliisyonunun kullanildigr iki
farkli calismadaki progresif motilite degerleri ile tez ¢aligmasinda elde edilen degerler ayri
olarak incelenmistir. Bahsedilen iki c¢alismada degerlerin %66-72 arasinda oldugu
goriilmektedir. Tez ¢aligmasi progresif motilite sonuglarinin bu iki ¢aligmanin altinda kaldigi
goriilmektedir. (Gutiérrez-Afiez vd., 2021; Samardzija vd., 2006). Tez c¢alismasi genel
ortalamalarina bakildiginda progresif motilitenin zamanla orantili olarak diislis gostermesi
acisindan atif yapilan ¢alismada goriilen etki uyusmaktadir ancak tez galismasinda motilite
degeri daha diisiik kalmistir. Bu fark bogalar arasindaki bireysel farkliliktan kaynaklaniyor
olabilir. Ote yandan tez galismasinda kapasitasyon orani %49,9-59,8 arasinda goriiliirken
farkl1 bir ¢alismada progresif motilite oraninin %60-80 arasinda ve kapasitasyon indeksinin
%15-25 arasinda oldugu goriilmektedir. Bu kapsamda motilite ve kapasitasyon arasindaki
iligkide oldugu gibi artan kapasitasyon oranlarinin progresif motilitede de diisiise neden

olabilicegi diigiiniilmektedir.

Spermanin degerlendirilmesinde spermatozoon motilite ve progresif motilitesi yaninda
kullanilan farkli kinetik parametreler mevcuttur. Bunlar genel olarak spermatozoonun bas ve
kuyruk hareket 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Tez ¢alismasinda VCL, VSL,
VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF ve Hiperaktivite kinetik parametreleri incelenmistir. VCL,
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VSL ve VAP en temel hiz degerlendirme parametreleridir. Egrisel hiz anlamia gelen VCL
spermatozoonun hedefe dogru ne kadar yol aldigini bildirmektedir. VAP hedefe dogru kat
edilen ortalama yol hizin1 vermektedir. VAP degeri CASA cihazindaki algoritmalara gore
diizenlenmekte ve ortalama bir deger vermektedir. Bu ylizden VAP degeri farkl1 yazilimlar ile
farklilik gosterebilir. Kisaca dogrusal hiz olarak tanimlanan VSL spermatozoonun iki nokta
arasinda olusturdugu diiz ¢izgide aldig1 ortalama hizi ifade eder. STR, LIN, WOB sperm
dogrusallik oranini ifade eden parametrelerdir. LIN (dogrusallik), VSL/VCL x 100 seklinde
ve STR (gidis dogrultusu), VSL/VAP x 100 formiiliiyle hesaplanmakta olup spermatozoonun
aldig1 yolun diizgiinliik, dogrusallik oranini vermektedir. WOB (yalpalama) VAP/VCL x 100
formiililyle hesaplanmakta ve spermatozoonun yalpalama ya da kararsizlik oranini
yansitmaktadir. Yanal bag degistirme genligi olarak bilinen ALH spermatozoon basinin dogru
yoldan saparak ne kadar yer degistirdigini gostermektedir. BCF spermatozoonun ilerlerken iki
nokta arasindaki diiz ¢izgiden ne kadar gectigini belirler. Bu sebeple kuyrugun yon degistirme

ritminin degerlendirilmesi agisindan kullanilmas1 miimkiindiir (Sénmez ve Firat, 2022).

Spermatozoon Kinetik parametreleri, spermatozoonu in vitro kapasitasyon teknigine
gore hazirlayan ve tez ¢alismasina benzer sekide gradient yontemini kullanan Septilveda vd
(2017)’nin ¢alismasiyla karsilastirmigtir. Karsilastirma igin, atif yapilan ¢alismanin en basarilt
grubuna ait spermatozoon kinetik parametre degerleri referans alinmistir. Spermatozoon hiz
parametreleri olan VCL, VAP, VSL (atif yapilan ¢alismada sirasiyla, %89,8; %53,1; %38,6)
ve spermatozoon dogrusallik oranini ifade eden STR, LIN, WOB (atif yapilan ¢aligmada
sirastyla, %72,8; %43,5; %59,7) parametreleri tez ¢aligmasinda Sepulveda vd (2017)’nin
calismasindan daha yiiksek bulunmustur. Bununla iligkilendirilebilecek sekilde spermatozoon
basinin laterale sapma oranini veren ALH (%4,2) degeri tez ¢calisgmasinda daha diisiiktiir. BFC
(%9,1) degerinin ise yakin oldugu goriilmektedir (Sepulveda, 2017). Gutiérrez-Afez vd
(2021) 30. dakikada yaptiklar1 6l¢timlere bakildiginda VCL, VAP, VSL degerlerinin tez
caligmasindan oldukga yiiksek oldugu goriilmektedir. STR, LIN, WOB degerlerini daha diisiik
bulduklar1 ve BCF’yi olduk¢a yiiksek bulduklar1 goriilmiistiir. Gutiérrez-Afiez ve
arkadaslarinin calismasinda goriilen kinetik parametre degerleri Mortimer ve arkadaslarinin
tanimlamalar1 temel alindiginda spermatozoanin hiperaktivasyona ugradigini gostermektedir
(Mortimer vd., 1990; Mortimer, 2013). Kapasitasyon kosullarinda 1 saatte spermatozoanin
%30-40’1m1n hiperaktivite kazandig1 disiiniildiigiinde bahsedilen ¢alismada 30 dakika iginde
goriilen hiperaktivasyon erken olarak degerlendirilebilir (Pregl Breznik vd., 2013). Tez
calismasinda hiperaktivite parametresi zaman etkilesimi agisindan A,C ve kontrol grubunda

goriilen farklar, grup iliskisi agisindan 0. satte goriilen farklar istatistiksel agidan anlamli
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bulunmustur. Marquez ve Suarez (2004) yaptiklar1 ¢alismada O ve 4. saat hiperaktivasyon
oranlarin1 sirasiyla %1 ve % 1.3 olarak bildirmislerdir. Buna gore inkiibasyon siireci
hiperaktivasyon iizerinde anlamli bir farklilik olusturmamistir. Spermatozoon Kinetik
parametreleri acisindan diger calismalarla karsilastirildiginda kapasitasyon medyumuna
eklenen sperminin, in vitro fertilizasyonda kullanilacak spermatozoon kalitesini ve
kullanilabilirligini artirdigi goriilmiistiir. Bununla birlikte zamanla orantili olarak degerlerin
diistiigii de tespit edilmistir. In vitro fertilizasyon teknigiyle hazirlanmis boga spermasina
eklenen spermin maddesinin spermatolojik parametreler {izerine etkisi ilk kez calisilmustir.
Yapilan tez calismasi bir ilk oldugu i¢in sperminin motilite parametreleri {izerine goriilen

etkisi, in vitro kapasitasyon teknigi lizerine yapilacak yeni ¢alismalarla desteklenmelidir.

Spermatozoonu olusturan yapilardan olan plazma ve akrozom membrani hiicrenin
canliligmi korumak agisindan biitlinliigiinii kaybetmemesi gereken fizyolojik bariyerlerdir.
Spermanin dondurulup ¢ézdiiriilmesi islemlerinde plazma membraninin hasar gorebilecegi
bildirilmektedir. Plazma membrani spermatozoon-oosit birlesiminde gorevli reseptorlerin
etkilesiminden sorumlu oldugundan fertilizasyon ic¢in hayati énem tasimaktadir. Plazma
membraninda doymamis yag asidinin doymus yag asidine orami yiiksektir. Bu durum
spermatozoonu kriyoprezervasyona ve peroksidasyona karsi hassaslastirmaktadir. Bunun yani
sira dondurma ve ¢ozdiirme islemleri sirasinda plazma membrani ve akrozomal membran dig
ortama daha fazla maruz kaldigindan yapisal, biyokimyasal ve fonksiyonel degisikliklere
ugrayabilmektedir. Bu da fertilizasyon oranlarinda diisiisle sonuglanabilir. Yiiksek fertilite
oranina ulagsmak i¢in spermatozoon plazma ve akrozomal membraninin yapisal ve islevsel

biitiinliigiin korunmasi gerekmektedir (Fraser, 2017; Sobeh vd., 2020).

Tez c¢aligmasinda plazma membran ve akrozomal membran bitiinligiinin
degerlendirilmesinde, plazma ve akrozomal membran biitlinliigli bozulmamis spermatozoon
orani temel alinmistir. Farkli caligmalara bakildiginda, spermatozoonun akrozomal biitiinligii
koruma orami biiyiik farkliliklar gostermektedir. Garcia-Herreros vd (2014) spermatozoon
sec¢ilimini ti¢ ayr1 teknikle gerceklestirmisler ve akrozom biitiinliigli oranini sirastyla %13,09;
%19,10; %12,40 bulmuslardir. Gillan vd (2008) ise akrozom biitiinligiini %79 olarak
belirlemiglerdir. Atif yapilan diger g¢alismalardaki sonuglar ise bu iki deger arasinda
kalmaktadir ve %12,4-79 arasinda degismektedir. Tez ¢aligmada 0. saat plazma membran ve
akrozom biitlinligli oran1t %22,7 - %24,4 arasindadir. Buna gore tez ¢alismasinda bulunan
degerler atif yapilan c¢aligmalarda goriilen aralikta kalmaktadir (Campanholi vd., 2021;
Carvalho vd., 2014; Garcia-Herreros ve Leal, 2014; Gillan vd., 2010; Li vd., 2016; Samardzija
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vd., 2006; Sepulveda vd., 2017; Shan vd., 2022). Farkli bogalara ait spermalar ile
gerceklestirilen in vitro fertilizasyon iglemlerinde fertilizasyon basarisinin %13 ile %94
arasinda degisebildigi goriilmiistiir (Akyol, 2005). Iliskili olarak incelenen g¢aligmalarda
belirlenen sonuglar arasinda goriilen genis aralik, bu konuda heniiz bir standardizasyon
bulunmamasi ve bogalar aras1 bireysel farkliliklarm yiiksek etkisi degerlendiridiginde normal
goriilebilir.  Yine de c¢aligmalarim ¢ogunda goriilen degerler in vitro kapasitasyon
caligmalarinda plazma membran ve akrozom biitiinliiglinii koruma oranlarinin diigiik kaldigini
gostermektedir. Plazma ve akrozom membran biitiinliigiindeki diisiik oranlarin sebebi in vitro
kapasitasyonda dondurulmus spermatozoanin tercih edilmesi, ¢6zdiiriilen spermatozoanin 1si
degisim stresinin ardindan birden fazla defa medyumunun degiserek farkli ortamlara
aktarilmasi ve spermatozoanin santriflij isleminden geciriliyor olmasi olabilir. Sigirlarda in
vitro fertilizasyon sonucu gebelik basarisinin %25-30 oranlarinda kalmasinin sebeplerinden

birisinin bu olabilecegi diisliniilmektedir.

Spermatozoon mitokondrial membran potansiyeli, mitokondrinin enerji durumunu
belirleyen ve spermatozoon hareketliligiyle iligkilendirilen bir parametredir. Spermatozoonda
hem yiiksek hem de diisiik mitokondrial membran potansiyeli bulunmaktadir. Ikisinin orani
spermatozoon mitokondrisinin aktivitesini vermekte olup diisiik ve yiiksek potansiyelin esit
oldugu duruma dengeli mitokondrial aktivite denmektedir (Li vd., 2016). Mitokondrial
membran, ATP {iretim gdrevini iistlenmekte olup bazi fonksiyonlarin yiiriitiilebilmesi i¢in
temel enerji kaynagi konumundadir. Spermanin islenmesi sirasinda meydana gelebilen
mitokondrial membran hasarlarinin, fertilizasyon yeteneginin azalmasinda temel sebeplerden

biri oldugu bazi arastirmacilarca bildirilmistir (Fraser, 2017; Sharbatoghli vd., 2012).

Boga spermatozoonunun IVF teknigiyle hazirlandigi farkli calismalarda yiiksek
mitokondrial membran potansiyelinin (HMMP) %23-84 arasinda oldugu goriilmektedir (Li
vd., 2016; Peres vd., 2021; Sepulveda vd., 2017). Tez ¢alismasinda HMMP ortalamasi 0, 1 ve
4. saatlerde sirastyla %22,74; %23,28; %16,26 olarak belirlenmistir. Tez ¢calismasinda bulunan
sonucglar farkli ¢aligmalarda bulunan degerlerin alt simirinda kalmistir. Ancak yukarida
belirtildigi gibi boga spermasina ait parametre degerleri ve fertilizasyon oranlar arasinda genis
farkliliklar bulunmaktadir. Bu agidan giiniimiize kadar yapilan ¢alismalar referans alindiginda
calisma sonuglarinin olagan oldugu degerlendirilmektedir. Kapasitasyon medyumuna eklenen
farkli dozlardaki sperminin boga spermatozoonu mitokondrial membran potansiyelini artiric
ya da koruycu etkisi goriilmemistir. Bununla birlikte spermatolojik parametrelerin her birinin

birbiriyle iligkili oldugu diisiinilmektedir. Kapasitasyonda rol oynayan cAMP ATP’den
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sentezlenmektedir. Enerji mekanizmasiyla yakindan iligkilendirilen MMP degeri, hiicrede
ATP oranindaki degisimlerle birlikte azalip artabilir. Tez calismasinda kapasitasyon
oranlarinin, yukarida belirtildigi {izere farkli caligmalarda karsilastirildiginda yiiksek olmasi,
kapasitasyonda meydana gelen kalsiyum gecirgenlik artiginin indiiklenmesinde cAMPin rolii
ve cAMPnin ATP’den sentezleniyor olmasi sebebiyle tez calismasinda HMMP oraninin

diisiik olmas1 olagan karsilanabilir.

Kapasitayon, spermatozoonunun ovuma girmesini saglayan akrozom reaksiyonuna
spermatozoonu hazirlayan, fizyolojik ve biyokimyasal bir olaydir. Fertilizasyon igin
tamamlanmasi zorunludur. Kapasitasyon siirecinde; membran Ozellikleri, hiicre i¢i iyon
konsantrasyonu ve enzim aktivasyonundaki degisiklikler, c¢oklu sinyal olaylarini ve
yolaklarim1  indiiklemektedir. Bu asamada seminal plazmadaki baz1 faktoérlerin
spermatozoondan uzaklastirilmasi, membran proteini ve lipidlerin yeniden diizenlenmesi,
bikarbonat iyon akisiyla kolesteroliin disa salinimi ve kalsiyum akisi baslatilir. Bahsedilen bu
degisiklikler akrozom reaksiyonunun gergeklesmesine araci olmaktadir. Akrozom reaksiyonu
ise spermatozoonun oosite penetrasyonunu saglamakta olup yalnizca kapasite olmus
spermatozoon akrozom reaksiyonuna girerek oositi dolleyebilmektedir (Akyol, 2005; Jin ve
Yang, 2016; Shan vd., 2022). In vitro fertilizasyonun ger¢eklesebilmesi icin de bu degisimlerin
taklit edilmesi gerekmektedir (Talevi ve Gualtieri, 2004).

In vitro fertilizasyonda spermatozoon hazirlama tekniklerinin kullanildig: farkl
calismalar incelendiginde kapasitasyon oranlarinin %6-54,9 arasinda degistigi goriilmektedir.
Incelenen diger spermatolojik parametrelere benzer sekilde kapasitasyonu gerceklesen
spermatozoon oraninin oldukg¢a genis bir aralikta oldugu goriilmektedir. Tez ¢aligmasina gore
boga spermasi kapasitasyon medyumuna eklenen spermin, kapasitasyon oranini iyilestirmek
adina yetersiz kalmistir. Kontrol ve deney gruplarinda fark bulunmamakla birlikte zamanla
orantili olarak kapasitasyon indeksinde artis goriilmiistiir. Bunun yaninda hem kontrol hem
spermin deney gruplarinda bulunan kapasitasyon oraninin diger ¢alismalarda bildirilen gogu

degerden yiiksek oldugu dikkati ¢ekmektedir (Carvalho vd., 2014; Garcia-Herreros ve Leal,
2014; Gillan vd., 2008; Lavelle vd., 2023) ( Cizelge 4.1)
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Cizelge 4.1. Tez caligsmasi ile farkli galigmalarin spermatozoa kapasitasyon oranlarinin karsilagtirmasi

Farkh Cahsmalar Yapilan

Cizelgede siitunlar tez galismasi kapasitasyon genel ortalamasini, tarali bolge farkli ¢aligmalara ait
kapasitasyon sonuglarini géstermektedir. 0.s, sifirinct saat; 1.s, birinci saat; 4.s, dérdiincii saat

Rubinstein ve Breitbart (1991) sperminin seminal plazmadaki ana dekapasitan faktor
oldugunu o6ne siirmiiglerdir. Disi genital kanalindaki yolculugu sirasinda belli etkiler altinda
sperminin azalmasiyla dekapasitan etkinin ortadan kalkiyor olabilecegi yorumunu
sunmuglardir. Rubinstein ve arkadaslar1 bu ¢alismadan 4 sene sonra kapasitasyonu in vitro
olarak gerceklestirilen boga spermasina spermin ekleyerek akrozom reaksiyonu iizerine
etkisini incelemislerdir. Bu ¢aligma boga spermasina spermin eklemenin olusturdugu etkiyi
gosteren tek caligma Ornegidir. Bahsedilen ¢alismada uygulanan iki spermin dozu arasinda
1000 kat fark uygulanmus ve sadece akrozom reaksiyonuna etkisi acisindan
degerlendirilmistir. Calismada spermatozoonun kapasitasyonu saglandiktan sonra 10
mikromolar (0,001 mM) spermin eklenmesi akrozomal reaksiyonu indiiklerken 10 milimolar
spermin eklenmesi ters etki gostererek inhibisyona sebep olmustur. Etki bakimindan 10
mikromolar eklenen spermin akrozom reaksiyon indiiksiyonunu artirmistir (Rubinstein vd.,
1995). Bu calismada spermin spermatozoon lizerine dekapasitan etki olusturmamistir. Tez
calismasinda elde edilen veriler de bunu destekler niteliktedir. Kapasitasyon indeksi
incelendiginde kontrol ve spermin eklenen deney gruplar1 arasinda anlamli bir fark
goriilmezken her bir grupta goriilen kapasitasyon orani zamanla orantili olarak artis

gostermistir (p<0,001). Calismada boga spermasi kapasitasyon medyumuna en diisiik 0,01
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mM ve en yilksek 1 mM spermin eklenmis ve uygulanan 100 kat dozun dekapasitan etki

olusturmadig, aksine kapasitasyon indeksinin zamanla orantili olarak arttig1 gézlenmistir.

Tez caligmasinda sperminin spermatozoon kapasitasyonu tizerine beklenen pozitif etkisi
gbzlenmemistir ve bunun nedenini anlayabilmek i¢in sperminin seminal plazmadaki ¢aligma
mekanizma ayrintisina inilmistir. Bu baglamda spermin mekanizmasini degerlendirmek
amaciyla seminal plazma ve spermatozoaya eklenen siklik adenozin monofosfat (CAMP)
arastirmalari incelenmistir (Casillas vd., 1980; Mendez, 2018; Rodriguez-Paez vd., 2021; Shah
vd., 1975; Yeung vd., 1989). Siklik adenozin monofosfat, ATP’den iiretilen ikinci tip mesajci
bir molekiildiir. Protein kinazlar1 aktive etmekte ve takibinde bir dizi fizyolojik basamaklar
sonucunda hiicredeki kalsiyum (Ca2+) kanallarina baglanarak kalsiyum iyonlarini serbest
birakmaktadir. Béylece hiicre Ca2+ gegisini diizenlemektedir (Khan Academy, 2024). insan
seminal plazmasinda 2-15 mM spermin bulundugu bilinmektedir. Yapilan bir ¢alismada 2,9
mM — 13,4 mM araliginda eklenen spermin, erkek sperm cAMP seviyesini birkac kat
artirmustir. Buna gore insanlarda spermaya fizyolojik miktarlarda eklenen spermin cAMP
seviyesini artirmada oldukg¢a etkili olmustur (Shah vd., 1975). Erkek spermasina eklenen
fizyolojik miktarlardaki spermin etkilerinin incelendigi farkli bir ¢alismada, kapasitasyona
neden olan 3, 5'-siklik adenozin monofosfat niikleotid seviyesi 6nemli oranda artmistir
(Mendez, 2018). insan seminal plazmasina katilan spermin miktari, seminal plazmada bulunan
fizyolojik dozlar uygulandiginda cAMP aktivite artisi saglamistir. Boga seminal plazmasinda
bulunan fizyolojik spermin miktar1 bilinmemektedir. Bu sebeple tez ¢calismasinda kullanilan
dozlar; sigirlarda farkli dokular iizerine yapilan spermin ¢aligmalarinda sperminin zararli
etkisinin goriildiigii dozlarin iizerine ¢ikmama ve farkli tiirlerdeki spermatozoon
calismalarinda uygulanan spermin miktarlari temel alinarak karar verilmistir. Ayrica boga
seminal plazmasindaki spermin varligimin diger tiirlere oranla diisiik olabileceginin
bildirilmesi etkili olmustur. Rubinstein ve arkadaslarinin 0,01 mM sperminin sperm akrozom
reaksiyonunu artirdigini bildiren c¢aligma tez calismasinda kullanilan en disiik dozu
belirlemede rol oynamistir. Ancak boga seminal plazmasina eklenen sperminin cAMP
aktivitesine etkisi incelendiginde farkli hiicreler lizerine yapilan g¢aligmalarda uygulanan
spermin miktarlarindan yiiksek dozlarda sperminin cAMP aktivitesini artirdigi goriilmiistiir.
Ornegin boga spermatozoonuna 9,8 mM spermin eklenmis ve adenilat siklaz aktivitesini
artirdigr goriilmiistir (Casillas vd., 1980). Farkli bir ¢alismada, boga sperminden elde edilen
trypsin benzeri proteazin saflagtirilmig bir preparasyonu olan GTP gamma S, 20 mM den
diisiik dozdaki spermin varliginda adenilat siklaz aktivitesini inhibe etmemistir (Yeung vd.,

1989). Siklik adenozin monofosfat ¢calismalart degerlendirildiginde insanlarda spermatozoon

39



caligmalarinda kullanilan spermin dozlariyla cAMP etki dozlar1 benzerdir ancak boga i¢in
yapilan ¢alismalarda kullanilan dozlar ile seminal plazma ve spermatozoon cAMP / adenilat
siklaz caligmalarinda uygulanan spermin dozlar oldukca farklidir. Farkli sigir dokularinda,
nispeten diisiik dozlarda sperminin olusturdugu zararli etkinin sebebi olarak diger tiirlere
benzer sekilde sigir seminal plazmasinin viicut sivilarindan daha yiiksek spermin igeriyor
olmas: diisiiniilebilir. Iliskili olarak tez calismasinda kullanilan dozlar yetersiz kalmis olup

beklenen etki sperminin daha yiiksek dozlarinin uygulanmasi durumunda goriilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda spermatozoon, in vitro fetilizasyon teknigine uygun sekilde
hazirlanarak kapasitasyon medyumuna sperminin farkli dozlar1 eklenmis ve 0, 1, 4 saatlik
inkiibasyon siiresinin ardindan spermatolojik parametreler iizerine etkileri ortaya konmustur.
Buna gore spermin maddesini eklemenin bazi motilite parametrelerini olumlu etkiledigi
goriilmiis, farkli ¢alismalara oranla daha iyi sonuglar elde edildigi ortaya konmustur. Tez
calismasinda kapasitayon medyumuna eklenen 0,01 mM; 0,05 mM ve 0,1 mM spermin
inkiibasyon siiresince motilite ve progresif motilitenin korunmasinda etkili olmustur. Dozlarin
0,5 mM ve 1 mM’a yiikseltilmesi motilite ve progresif motilite agisindan zararli etki
olusturmustur. Tez calismasi spermatozoon plazma ve akrozomal membran biitiinligi
acisindan kendi iginde degerlendirildiginde spermin eklenen gruplar ile kontrol grubu arasinda
anlamli fark goriilmemektedir. Bu agidan sperminin kapasitasyon medyumunda inkiibe
edilmesi boga spermasina pozitif etki olusturmamustir. Motilite ile iliskilendirilen HMMP

parametresi agisindan yiiksek oranlarin elde edilemedigi goriilmiistiir.

Calisma verileri kapasitasyon agisindan kendi i¢inde degerlendirildiginde kontrol ve
deney gruplar1 arasinda anlamli fark goriilmezken zamana gore kapasitasyon oranindaki artis
in vitro kapasitasyon igin istenen ve hedeflenen bir sonugtur. Spermin gruplar1 ve kontrol grup
verileri benzerdir. Bu genel olarak calismada spematozoonun kapasite edilmesi iizerine
basarisim gostermektedir ancak spermin eklenen gruplar ile kontrol grubu arasindaki fark
anlaml degildir. Bu agidan tez c¢alismasinda uygulanan spermin dozlarmin kapasitasyon

tizerine pozitif etkinin goriilmesinde yetersiz kaldigi degerlendirilmektedir.

Calisma verileri ve spermin mekanizmasi birlikte degerlendirildiginde motilite,
progresif motilite ve paralelinde HMMP parametrelerinin 0,5 mM ve 1 mM dozlarinda
goriildigli lizere spermin miktar1 artikga motilite iligkili parametrelerde goriilen diisiis
etkisinin, kapasitasyon oraninda hedeflenen artigin daha yiiksek miktarlardaki spermin ile elde
edilebilecegi goriisiiniin mekanizma agisindan uygun oldugu disiiniilmektedir. Kalsiyum
gecisinin artigin1 saglayan cAMP, ATP’den agi8a ¢ikmaktadur. Tliskili olarak spermatozoonda
kapasitasyon orami artiyorken motilitede diistis goériilmesi olagan karsilanabilir. Sperminin
spermatozoon kapasitayonu {izerine beklenen artirici etkisinin, daha yiliksek spermin
dozlarinin gesitli inkiibasyon medyumlarina eklenerek elde edilebilecegi one siiriilmektedir.

Sonuglara bakarak in vitro fertilizasyon ve iliskili olarak in vitro kapasitasyon igin
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spermatozoon seciminde kalite ve kullanilabilirligini degerlendirme kriteri olarak, motilite
iligkili parametrelerin diger spermatolojik parametrelerle birlikte degerlendirilmesinin daha

yararli olacag diigiiniilmektedir.

Bu c¢alisgmada boga spermasinin in vitro fertilizasyon oOncesinde gerceklestirilen
spermatozoon preinkiibasyonu basamaginda kapasitasyon medyumuna eklenen farkli
dozlardaki sperminin, fertilizasyon basarisint degerlendirmede Onemli kabul edilen
spermatolojik parametreler iizerine etkisi incelenmistir. Sperminin 0,01 mM; 0,05 mM ve 0,1
mM eklenmesi spermatozoon motilite yetenegini korumada etkili oldugu ancak tiim gruplar
acisindan degerlendirildiginde mitokondriyal membran potansiyeli, plazma membran ve
akrozom biitiinligii, kapasitasyon indeksini etkilemede uygulanan spermin miktarlarin
yetersiz kaldig1 goriilmiistiir. Tez calismasinda elde edilen verilerle yukarida bahsedilen
cAMP caligsmalar birlikte degerlendirildiginde boga seminal plazmasinda bulunan spermin
miktarimn diger tiirlere oranla daha yiiksek olabilecegi diisiiniilmektedir. In vitro
fertilizasyonda kapasitasyon medyumuna eklenen sperminin boga spermatozoon parametreleri
tizerine etkisinin ortaya kondugu veriler ilk kez ortaya konmustur. Elde edilen verilerin
pekistirilmesi veya gelistirilmesi; bogalarda inkiibasyon medyumuna eklenen sperminin
spermatozoon kalitesi lizerine etkisinin daha iyi anlasilabilmesi i¢in farkli ¢aligmalarin ortaya
koyulmasi gerekmektedir. Boga spermasinda kullanilacak optimum spermin miktarinin
belirlenmesi, sperminin boga spermatozoonu {izerine etkisini daha iyi degerlendirebilmenin

Oniinii agacaktir.
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