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ONSOZ

Dondurulmus boga spermasinin, yardimer tireme teknikleri ile kullanimi, tiim
Diinyada siirli 1slah1 amaciyla kullanilan en yaygin biyoteknolojik yontemdir. Bu
yontemin yayginlastirilmas: her zaman hayvancilik politikalar: igerisinde, stratejik

bir planlama olmustur.

Suni tohumlama uygulamasinin basarili olmasit i¢in, dondurulmus spermanin
kalite ve yasam giicii agisindan degerlendirilmesi temel ilkedir. Bu amagla, bir¢ok in
vitro sperma analiz yontemleri (morfolojik degerlendirme, spermatozoon Kinematik
analizi, mikroskobik muayene vb.) bulunmaktadir. Bu in vitro analiz yontemlerinin
temel amaci, spermatozoon analizinde objektif degerlendirme yaparak spermatozoon
fertilite yetenegini ortaya koymaktir. Boylece kalitesi ve yasam kabiliyeti disiik
spermalarin, hayvancilik isletmelerinde kullanimi Onlenerek olast ekonomik
kayiplarin 6niine gegilmesi hedeflenmektedir. Ulkemizde 7 milyon diizeyinde boga
alt1 hayvan oldugu distiniildiigiinde, olast dondurulmus spermaya bagli verim
kaybinin ulusal capta ekonomik kayiplara neden olmasi tartisilmazdir. Ayrica bu
durum biiylikbas hayvan yetistiricisinin yardimer iireme tekniklerinin yerine tabii
tohumlamay1 tercih etmesine neden olarak, koitus yoluyla bulasan hastaliklarin
yayginlasmasina firsat verebilir. Nitekim bu durum sadece hayvan sagligini degil
insan saglhigint da tehdit eden zoonoz hastaliklarin yayilmasina ve gida giivenliginin
sekteye ugramasina yol agabilir. Belirtilen durumlara sebebiyet vermemek igin,
sperma analiz metodlarini, gelisen ileri analiz teknikleri ile revize etme ve
optimizasyon c¢alismalart her gecen giin devam etmektedir. Bu ¢aligmalar igerisinde
sperma proteomik caligmalar1 ¢ok yonlii diyagnoz kapasitesiyle son donemde o6n

plana ¢ikmaktadir.

“Insan Genom Projesi” 20. yiizyilin sonunda baslayan, 10 yil1 askin siiren ¢ok
uluslu bir projedir. Bu proje sonucunda genlerin birbirlerine gére konumlar1 ve hangi
kromozomlar iizerinde bulundugunu belirten bir insan gen haritasi ¢ikarilmistir. Bu

projede farkli organizmalarin DNA dizilimleri karsilastirilarak ¢ok sayida yeni gen



kesfedilmistir. Ayrica es zamanl olarak farkli hayvan tiirlerinde genom caligsmalari
devam etmistir. Laboratuvar ortaminda gen nakavti yontemiyle yapilari bozulan
genlerin, farelerde ortaya ¢ikardigi anomalilere bakilarak normal sartlarda ilgili genin
ne tir islevleri oldugu ogrenilmistir. Bu proje gelecek donemde molekiiler
disiplinlerin gelisimine ivme kazandirmistir. Bu disiplinlerden biri olan Proteom
veya Proteomik; protein ve genom kelimelerinin birlestirilmesi ile olusturulan, bir
organizmanin, genlerinin kodladig1 proteinlerin profilini ve fonksiyonunu ortaya
koyan bilim dalidir. Son dénemde proteomik ¢alismalar, endiistriyel iiretimi yapilan
hayvan tiirlerindeki, sperma proteinlerinin fertilite ile iligkisine odaklanmistir. Global
ticareti yapilan boga spermasinin proteomik calismalart sonucunda yaklasik 5 bin
protein kesfedilmis, bu proteinlerden bir kismi tanimlanmis ve fertilite ile iliskisi
ortaya konulmustur. Bu proteinlerden biri olan AKAP4, spermatozoon flagellum
yapisinda bulunan ve spermatozoon motilite hareketinde diyagnoz bir protein olarak
goriilmektedir. Son donemdeki ¢alismalar ayni isleve AKAP4 proteinin prekiirsorii
olan proAKAP4 proteinin de sahip oldugu ve diyagnoz bir protein olarak
kullanilabilecegi yoniindedir. Bu tez c¢alismasinda spermatozoon proAKAP4
seviyesinin tespiti, olduk¢a yeni bir analiz metodu olan ELIZA teknigi ile tespit
edilerek, yaygin spermatozoon analiz yontemleri ile karsilastirilmasi ve etkinliginin

arastirilmasi hedeflenmistir.

Doktora Ogrenimim boyunca, tez c¢alismamin planlanmasinda ve
yuriitiilmesinde her zaman destegini hissettigZim danisman hocam sayin Prof. Dr.
Ergun AKCAY’a; tecriibelerinden her zaman istifade ettigim sayin Dr. Hiiseyin
KINET’e; tez calismam siiresince emeklerini ve yardimlarini esirgemeyen Dog. Dr.
Dogukan OZEN, Dr. Ogr. Uyesi Koray TEKIN, Dr. Firat KORKMAZ ve Dr. Ufuk
KAYA’ya; Délerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dali’nin tiim akademik ve idari
personeline; Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi, Biyoteknoloji
ve Fizyoloji Bolimii, Suni Tohumlama Subesi mesai arkadaslarima; her zaman beni
destekleyen, tebessiimleri ile beni her daim motive eden Esim Serap ve Oglum Yagiz

Efe’ye tesekkiirlerimi sunarim.
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1.GIRIS

1.1. Tiirkiye Hayvancilik Politikalarinda Suni Tohumlamanin Yeri

Kontrollii yavru verimi elde etmek i¢in kullanilan, suni tohumlama; uygun
yontem ve tekniklerle erkek damizlik hayvandan alinan spermanin, muayenesi
yapilarak ve belli islemlerden gecirildikten sonra yine uygun yontem ve tekniklerle
belli zamanda disi genital kanala aktarilmasi islemidir. Ancak gebelik elde edilmesi
sadece kullanilan spermaya degil, gebelik beklenen disi hayvanin genel saglik
durumu ve metabolizmasiyla da yakindan iliskilidir. Ayrica reprodiiktif performansi
etkileyen bakim, besleme, Ostrus takibi gibi siirii yonetimi unsurlarinin da basarili bir

suni tohumlama i¢in idaresi 6nem arz etmektedir (Daskin, 2011).

Diinyadaki ilk suni tohumlama uygulamasinin 14. yiizyilda bir Arap seyhi
tarafindan atlarda gergeklestirildigi bildirilmektedir. 1677 yilinda Van Loenhoek’in
yeni kesfettigi mikroskopta sperma igerisindeki spermatozoonlar1 gérmesi, suni
tohumlama calismalar1 agisindan &nemli bir gelisme olmustur. Italyan bilim insam
Spallanzani 1780 yilinda suni tohumlama uygulamasiyla disi bir kdpegin gebe
kalabilecegini, yaptigi c¢aligmasiyla ispatlamigtir. Ciftlik hayvanlarinda, suni
tohumlama c¢alismalar1 iizerine yogunlasan bilim insan1 ise Rus Profesér ilia

Ivanovig Ivanov olmustur (Biiyiikleblebici, 2012; Korkmaz Yavas, 2009).

1925 yilinda Tarim Bakani Sabri Toprak, Sovyetler Birligine yapmis oldugu
ziyarette kendisine atlarda uygulanan suni tohumlama uygulamasi gosterilmistir. Bu
teknigin hayvan 1slah1 ¢alismalarinda kullanilabilecegine inanan Bakan, girisimlerde
bulunarak konunun uzmani bir kisinin, {ilkemize getirilerek bu metodun icra
edilmesini saglamistir. Bu sayede, Sovyetler Birliginde suni tohumlamanin kurucusu
sayilan Profesor Ilia Ivanovig Ivanov’un asistanlarindan Mihailov’un 1926 yilinda
Karacabey Harasinda, Veteriner Hekimlere atlarda suni tohumlama kursu
diizenlemistir. Bu gelismeler 1s18inda tlkemiz, ¢iftlik hayvanlarinda suni

tohumlamanin uygulandig: ikinci iilkedir. Ilerleyen yillarda koyun ve sigir irklarinda



suni tohumlama alaninda ¢alismalara baslanilmis ve bu alanlarda uzman yetistirmek
amaciyla Tiirk Veteriner Hekimleri Fahri Araz, Ismail Hakki Unveren ve Tahsin
Muslu Rusya’ya gonderilmistir. Bu uzmanlar yurda dondiiklerinde, sperma
Kriyoprezervasyonu ve suni tohumlama g¢alismalarinin alt yapisini insa etmislerdir
(Gokgen, 2015; Ozkoca, 1984; Temel, 2015).

Izmir Iktisat Kongresinde yerli koyun irklarimizdan elde edilen yapaginm,
kalin olmasi ve sadece hali liretiminde kullanilabilmesi nedeniyle, Atatiirk’{in emri
ile yapagisi yiinlii dokumaya uygun Macaristan ve Almanya’dan merinos irk1 koglar
ithal edilmistir. Bu merinos ki koglarm, sulandirilan ve 1sis1 +5°C diisiiriilen
spermast ile halk elinde bulunan kivircik 1irki koyunlara suni tohumlama yapilmaistir.
Yiritiilen, yerli kivircik irki koyunlarin ¢evirme melezlemesi islah projesi ile suni
tohumlama metodu, ilk kez hayvancilik politikalarinda yerini almistir. Bu proje
kapsaminda Bursa ve gevresinde gezici ve sabit suni tohumlama istasyonlari ile
1925-1935 yillar arasinda 20.000 koyuna suni tohumlama yapildig: belirtilmektedir.
Ilerleyen yillarda benzer bir proje yerli sigir irklarimiz igin hayata gecirilmistir. Bu
amagla Simental ve Isvigre Esmeri irki bogalar ithal edilmistir. 1930’lu yillarda,
Simental irki hayvanlarin iilkemiz kosullarina uyum saglayamadigi ve tiiberkiiloz
hastaligina duyarliligi nedeniyle, suni tohumlama amaciyla Isvigre Esmeri 1rki
bogalardan alinan spermalar kullanilmigtir. Bu uygulamada, Karacabey Haras1 Suni
Tohumlama Istasyonunda hazirlanan sulandirilmis boga spermalart soguk zincir
iceren gesitli vasitalarla hayvancilik bolgelerine gotiiriilmiis ve giinliik tur sistemi ile
suni tohumlama uygulamalar1 yapilmistir (Colak ve Javorka 2017; Geng ve Ozgiir

2017; Gokgen, 2015; Kog, 2016; Ozkoca, 1984; Seving, 1979).

Cumbhuriyetin ilk yillarinda hayvan islahi ¢aligmalar1 bu sekilde devam ederken
Ikinci Diinya savasiin patlak vermesi, islah ¢alismalarini olumsuz etkilemistir.
Ulkedeki seferberlik durumu nedeniyle ilgili teknik personellerin askere almmalar
ve finansal kaynaklarin daha ¢ok savas biitcesine ayrilmasi nedeniyle hayvan 1slahi
ve dolayisiyla da suni tohumlama galismalari aksamig hatta durma noktasina

gelmigtir.  Bu nedenle uzun bir duraklama donemi gegiren hayvan 1slahi



calismalarina, savasin sona ermesi ve ekonomik iyilesme sonrasinda baglanabilmistir

(Gokgen, 2015; Giil, 2004).

Ikinci Diinya savasi sonras1 1950°1i yillarda, hayvan 1slah1 ve suni tohumlama
alaninda Onemli reformlar uygulamaya gegirilmistir; {cretsiz suni tohumlama
hizmeti veren merkezlerin sayisi arttirilmigtir. Suni tohumlama uygulamasi yaparak
gebelik saglayan teknik personellere maddi haklar ve tesvikler saglanmistir. Bu
alanda c¢alisan personellere motorlu araglar tanzim edilerek, suni tohumlama
hizmetinin genis ¢apli yaygmlastirilmasi amaglanmistir (Geng ve Ozgiir, 2017;

Temel, 2015).

Bu doénemin ilk yillarinda, 7 merkezde %71,2 basart ile 2.892 inege ve 4
merkezde %90 basari ile 5.523 koyuna suni tohumlama yapilirken, 1959 yilinda 58
merkez, 67 istasyonda 34.500 inege (10 yilda 233.895), 161 istasyonda da 134.000
koyuna (10 yilda 548.936) sulandirilan ve 1sis1 +5°C diisiiriilen boga ve kog
spermalar1 ile suni tohumlama yapilmistir. Bu alanda hizmet vermek amaciyla,
enstiti kurulmasi, uzmanlik kursu diizenlenmesi, suni tohumlama laboratuvarlari
acilmast gibi gelismeler kamu nezdinde yapilirken benzer haklar gercek ve tiizel
kisilere de taninmustir. Bu gelismeler 1s1ginda suni tohumlama hizmeti Marmara ve
Ege bolgesinden tiim iilke cografyasina uzanmistir (Geng, 2011; Gokgen, 2015;
Osmanagaoglu, 2006; Ozkoca, 1984).

1930 yilinda Macar Profesér Oszkar Wellamann’in incelemeleri sonucu
sundugu, ideal bolgelerde yerli 1k ineklerin, Isvicre Esmeri bogalarla tabii veya suni
tohumlama amaciyla kullanilarak melezlenmesi, iklim sartlarinin zor oldugu
bolgelerde ise yerli irk sigirlarin 1slahinin gelistirilmesine yonelik olan havza modeli
1970°’li yillarin bagina kadar devam etmistir. 1972 yilinda bu havza modeli
yayinlanan Islaht Hayvanat Komisyonu karartyla genisletilmistir (Anonim, 1972;
Colak ve Javorka, 2017). Bu karara gore sicak iklim ve mikroklima iklim goriilen
bolgelerde Holstein, Karadeniz bélgesinde Jersey, i¢ Anadolu ve soguk iklim
goriilen bolgelerde ise Isvigre Esmeri bogalarin tabii veya suni tohumlama ile

kullanilarak yerli 1tk hayvanlarin 1slah stratejisi benimsenmistir. Ayrica bu amagla
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damizlik materyal ithalatina izin verilmistir. Bu donemde (1960-1975) yaklagik 200
suni tohumlama merkezinde %66 basar1 ile 2 milyona yakin inege ve %77 basart ile
3 milyona yakin koyuna suni tohumlama uygulamasi yapilmistir (Gokgen, 2015;

Osmanagaoglu, 2006; Ozkoca, 1984).

Yakin gegmise dair hayvancilik politikalarint da inceledigimizde, benzer suni
tohumlama ile hayvan 1slahin1 amaglayan projeler ve suni tohumlamanin
yayginlasmasini hedefleyen tesvikler goriilmektedir. Bu uygulamalara; Tarim ve
Orman Bakanligin ilgili birimleri tarafindan siirdiiriilen, suni tohumlamadan dogan
buzagilara maddi destegin arttirilmasi, Kaliteli Besi Materyali Uretimi ve Jersey Irki
Gelistirilmesi Projesi, Buzag1 Kayiplarimin Onlenmesi Projesi ile érnek verebiliriz.
Ayrica kamu ve 6zel sektor ile yiiriitiilen, suni tohumlama biyoteknolojisinin odak
alindig1 bircok Ar-Ge ¢alismalari da devam etmektedir. Sonug olarak Cumbhuriyet
tarihi boyunca suni tohumlama, hayvan islahinin gelistirilmesi i¢in onemli bir
stratejik plan olarak goriilmiistiir. Bu amagla uzman personel yetistirilmesi, kamu
veya Ozel sektoriin bu alandaki Ar-Ge ¢alismalarinin desteklenmesi ile suni
tohumlamadan dogan buzagilarin desteklenmesi gibi faaliyetleri, Tarim ve Orman
bakanliginin bu yondeki degismez politikast olmustur (Anonim, 2016; Anonim,
2019).

1.2. Dondurulmus Boga Spermasi Endiistrisi

Suni tohumlamanin ilk uygulandigi yillarda, damizlik hayvanlarda toplanan
spermalar taze olarak kullanilmaktaydi. Farkli kimyasallar ile sulandirilan (fosfat,
sodyum sitrat, vb.) ve 1s1s1 +5°C ye diisiiriilen taze sperma numunelerinin 48 saat
icerisinde kullanilmasi gerekmekteydi. Bu kisa kullanim siiresi, tohumlama doz
hacminin yiiksek olmasi, ¢iftlik hayvanlarinda kisa siirede artan suni tohumlama
talebinin karsilanmasimi, oldukg¢a zor kilmistir. Bu nedenle bilim insanlari,
spermatozoonlarin fertilite yetenegini kaybetmeden uzun siire saklama olanaklar

lizerine, arastirmalara yogunlagmistir. Bu amagla spermanin Kriyoprezervasyonu,



bilim insanlar1 tarafindan kabul goren ve suni tohumlama biyoteknolojisi ile 6zdesen

bir yontem olmustur (Sonmez, 2010).

1949 yilinda Polge ve arkadaslarinin, gliseroliin Kriyoprotektan Ozelligini
kesfederek sperma sulandiricisinda kullanmalari, spermatozoon Kriyoprezervasyon
siirecinde milat olarak kabul edilmektedir. ilerleyen yillarda spermanin dondurulma
stirecine gliserilizasyon islemi dahil olarak, ampul veya pellet yontemiyle spermanin
kuru buz (-79°C) teknigi ile veya azot buharmnda (-120°C)  uzun siireli

kriyoprezervasyonu miimkiin kilmmistir (Ozkoca, 1984).

Ampul veya pellet seklinde, kuru buzda dondurulan sperma numuneleri taze
spermaya kiyasla daha uzun siire saklama imkani saglamaktaydi. Ancak kuru buzda
dondurulan spermalarin, nakil ve kullanima hazirlama siirecinde yasanan
komplikasyonlar, suni tohumlama biyoteknolojisinin yayginlagsmasi agisindan, kabul
edilebilir degildi. Bu durumu ortadan kaldiracak gelisme, 1960 yillarin basinda
Fransiz IMV firmasindan geldi. Gelistirilen 0.5 ml hacimli 13 cm boyunda polivinil
klorid den tiretilen “payet” adi verilen tiip sayesinde, suni tohumlama biyoteknolojisi
yeni bir déneme girmisti. Boylece spekulum-serviks pensi yontemi yerine hala
giinimiizde kullanilan rekto-vaginal yontemle uygulama yapilmasi miimkiin
kilinmigtir. Ayrica bu gelisme, Spermanin -196°C de pratik saklama imkan1 sagladig
gibi dondurulmus spermanin kitalar arasi ticaretini miimkiin kilarak, iilkeler arasinda
soluksuz rekabetle devam edecek olan dondurulmus sperma endiistrisinin temelini
olusturmustur (Gokgen, 2015; Ozkoca, 1984; Sénmez, 2010).

Tiirkiye dondurulmus sperma tiiretimindeki bu gelismeleri hep yakindan takip
etmistir. Bu teknigin 6grenilmesi ve ililkemize uyarlanmasi amaciyla Avrupa’nin
farkli tilkelerine Veteriner Hekimler gonderilmistir. Gerekli altyapinin olusturulmasi
ve ¢alismalarin tamamlanmasi neticesinde 1972 yilinin sonlarinda dondurulmus boga
spermasi iiretimi bugiin ki adiyla Lalahan Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve
Egitim Merkezi Midirliigiinde gerceklestirilmistir. Daha sonra benzer boga
istasyonlar1 Istanbul, Samsun ve Izmir’de kurularak dénemin dondurulmus boga

spermasi talebi karsilanmistir. Giiniimiizde dondurulmus boga spermasi, Ankara

5



Lalahan (UHAEM), Malatya Tigem Sultansuyu isletmeleri, 6zel sektdrde Izmir
Egevet, Konya Selfarma isletmeleri ve Izmir Menemen Damuzlik Sigir Yetistiricileri

Birligi tarafindan tiretilmekte ve satisa sunulmaktadir (Gokgen, 2015).

Nitekim dondurulmus boga spermasi endiistrisi giincel teknolojik gelismelerin
paralelinde hizla ilerlemekte ve pazar payr giderek artmaktadir. Progeny testingin
yani sira genomik seleksiyon verileri ile spermasi iiretilen bogalarin, tahmini genetik
aktarimi1 ve kizlarinin genis kapsamli verim kompozisyonu, boga kataloglarinda
belirtilmektedir (inang ve Daskin, 2015; Nur ve ark., 2017; Tirpan ve Tekin, 2014).
Bunun yani sira satisa sunulan, cinsiyeti belirlenmis, mikroakiskan spermatozoon
ayristirma ¢ipi ile secilen veya yavas salinimla ¢oziinen gibi farkli dondurma
standartlarindaki dondurulmus spermalar isletmelerin talepleri dogrultusunda pazar
bulmaktadir. Bu global pazarda, yillik ortalama 25 milyon doz sperma ihracati ile
yaklagik 200 milyon dolar gelir elde eden Amerika Birlesik Devletleri bu sektoriin
onde gelenlerindendir (Enginler ve Ozdas, 2016; Knowlton ve ark., 2015; NAAB,
2019; Perteghella ve ark., 2017; Schuster ve ark., 2003).

Son bes yilda, iilkemizde, toplam 130 bogadan 10 milyon dozun iizerinde yerli
dondurulmus sperma iiretimi ve paralel rakamlarla satis1 gerceklestirilmistir
(HAYGEM, 2019). Buzagi destegi gibi, sperma iiretiminde kullanilan bogalarin
yetistiricilerine destek saglanmasinin, sperma iiretimi i¢in aday boga arayisinda
bulunan, vyerli dondurulmus boga spermas: iireten firmalara, genis bir boga
popiilasyonundan suni tohumlama bogasi se¢ilmesine firsat verecegi muhtemeldir.
Benzer gelismelerin dogrultusunda, yakin gelecekte yerli sperma iiretim miktarinin
artarak, ithal sperma miktarinin azalmasi ve bdylece bdlge iilkelere sperma

ihracatinin gelecekte olagan oldugu diisiiniilmektedir.



1.3. Tiirkiye’de Olceklerine Gore Sigir Isletmelerinin Reprodiiktif
Stratejileri

Sigir isletmeleri, hayvan mevcudunu arttirmak ve siirdiiriilebilir bir kazang elde
etmek icin reprodiiktif stratejilerini dogru planlamadir. Ulkemizdeki sigir
isletmelerinin reprodiiktif prognozunu tespit etmek icin igletme kapasitelerini
degerlendirmek onemli bir belirtegtir. Ciinkii isletmeler mevcut hayvan sayilarina
gore, slirii yonetim sistemlerinden yararlanmakta ve veteriner hekim hizmeti talep
etmektedir. Yaklasik 14 milyon biiylikbas bulunan tilkemizde, hayvan varligina gore
isletmelerin dagilimi; Cizelge 1.1°de belirtildigi gibi 200 bas ve lizeri %6,08, 50-199
bas aras1 %16,45, 1-50 bas aras1 %77,47 oranindadir (Aytekin, 2011; TAGEM,
2019).

Cizelge 1.1. Olgeklerine gore Sigir Isletmelerinin sayis1 ve oranlari (TAGEM, 2019).

Isletme Hayvan Hayvan Varhgina
Kapasitesi isletme Sayis1 (Adet) (%) Hayvan Sayis1 (Bas) Gore Dagilim
(Bas) (%)
01-09 1.155.958 75,77 4.251.049 31,35
10-49 339.306 22,24 6.252.878 46,12
50-199 28.580 1,87 2.231.149 16,45
200 bas ve tizeri 1.757 0,11 823.466 6,08
TOPLAM 1.525.601 13.558.542

Hayvan sayilarina gore orta ve bliylik 6lgekli isletmeler, 50 bas ve tizeri sagmal
hayvan bulunduran isletmelerdir. Bu igletmeler, genel olarak biinyesinde veteriner
hekim istihdam eden veya veteriner hekim danismanlik hizmeti alan entansif siit
sigirt isletmelerdir. Bu isletmelerin, belirli bir Ostrus takip yontemi ve siirii takip
programi vardir. Nitekim veteriner hekim destegi aldigi i¢in genellikle diizenli bir
reprodiiktif stratejileri vardir ve genetik ilerleme i¢in suni tohumlama
biyoteknolojisini tercih ederler. Yiiksek siit veriminin yani sira, isletmelerindeki

zayif fenotip Ozelliklerini elimine edecek karakterde boga spermasi segiminde



bulunurlar. Ayrica bazilar1 cinsiyeti belirlenmis sperma kullanarak damizlik disi
hayvan sayilarmi arttirma egilimindedirler. Boylece siirii 1slahimi pozitif yonde
gelistirmeye calisan bu isletmeler, ekonomik olarak daha uygun buldugu ancak
tereddiitlii yaklastiklar1 yerli iiretim spermalari ise laktasyon sayisi yiiksek veya dol
tutma problemi goriilen ineklerde kullanmaktadirlar. Nitekim iilkemizde sperma
tiretiminde kullanilan holstein bogalarin ¢ogu, top 100 deki bogalarin ithal
embriyolarindan elde edilen bogalardir. Ulkemiz siit gereksiniminin karsilanmasinda
biiyiik paya sahip ve genelde ithal sperma kullanim egiliminde olan bu isletmelerin,
yerli spermadan dogan buzagilarin verim 6zellikleri daha giivenilir ve yiiksek sayida
sunularak, yerli sperma kullanimina yonelik egilim arttirtlmalidir (Ata ve Ata, 2004;
Evirgen, 2009; Gokgen, 2020; Ozyurt, 2009; Pothmann ve ark., 2014; Tiizemen,
2015; Yirtict ve ark., 2018).

Aile tipi isletmeler olarak da siniflandirilan, kiiciik olgekli isletmeler, 1-50 bas
arasi biiylikbas bulunduran isletmelerdir. Genel olarak, yar1 entansif olarak bakim ve
besleme yapan, yaygin olarak kombine irk ve yerli irk sigir melezlerinin bulundugu
isletmelerdir. Yiiksek siit verimi elde etmekten ziyade besi materyali almayi
amaclayan bu isletmelerin geneli 6zel veteriner hekimlerden hizmet alimi yaparak
stirli saglig1 ve suni tohumlama gereksinimlerini karsilamaktadirlar. Belli bir Ostrus
takip sistemine sahip olmayan daha ¢ok gozlem yolu ile 6strus takibi yapmaya
calisan, isletmelerdir. Ulkemiz biiyiikbas hayvan varliginin %77,47 sini bu isletmeler
olusturmaktadir. Ostrus takip sistemi olmayan, kizgmlik gdzlemini sabah ve aksam
yem veya sagim saatlerinde yapilan bu isletmelerde suni tohumlama uygulamalari
ciddi bir komplikasyondur (Aksoy ve Yavuz, 2011; Aytekin, 2011; Onal ve Ozder,
2008; Pothmann ve ark., 2014; Roelofs ve ark., 2010; Tiizemen, 2015; Yener, 2017).
Ne yazik ki bu isletmeler ST uygulamasini, genetik ilerlemeden ziyade gebelik elde
etme araci olarak gérmektedirler. Bu ylizden diisiik bir ST basar1 oraninda, damizlik
boga kullanma egilimindedirler. Planlama ve saglik kontrolii yapilmadan bogalarin
damizlik amaciyla kullanimi, kalitsal ve zoonoz hastaliklarin yayginlagmasina yol
acarak Onemli ekonomik kayiplara neden olabilir (Cirit ve ark., 2017). Nitekim
sosyal medya araciligi ile paylasilan patolojik olgular bu durumu dogrular

niteliktedir (VHTP, 2018). Ayrica 6zel veteriner hekimin is yogunlugu ve isletmeye



uzakligi, aile tipi isletmeler i¢in zamaninda reprodiiktif muayeneyi aksatan diger

unsurlardir (Demir ve ark., 2014; Seker ve ark., 2012).

1.4. Reprodiiktif Basarida Sperma Analizlerinin Onemi

Sigir  yetistiriciliginde reprodiiktif basari; bakim, besleme, uygun siirii
yonetimi, Ostrus takibi, ST zamani, dondurulmus - ¢ozdiiriilmiis spermanin kalitesi,
uygulayici teknik personel tecriibesi gibi birgok etki altinda ¢ok parametrik bir basari
olgusudur (Gokgen, 2020). Bu faktorler igerisindeki Kkaliteli dondurulmus boga
spermast lretimi, boga istasyonlarnin sorumlulugunda ve ilgili {ilkenin yasal
otoritesinin  denetimindedir. Uretilen dondurulmus boga spermalar1 satisa
sunulmadan once yasal olarak yetkilendirilmis androloji laboratuvarlarinda analiz

edilmektedir (HAYGEM, 2019).

Fazla sayida disi materyal kullanim gereksinimi ve saha sartlarinin optimize
edilmesindeki zorluklar, arastirmacilar1 sperma kalitesinin tespitinde in vivo analizler
yerine in vitro analizlere yonlendirmistir. Her gegen zaman igerisinde in vitro
analizlere yeni parametreler eklenerek, spermatozoonlarin fertilite ile iliskin
fonksiyonlar1, morfolojisi ve molekiiler yapisinin, ileri teknoloji analiz sistemleri ile
objektif incelenmesi hedeflenmektedir. Spermaya bagli basarisiz bir ST uygulamas,
giintimiizde bir siit s1gir1 i¢in isletmesine en az 1.000 TL ‘lik ekonomik kayba neden
olmaktadir. S1gir mevcudumuzun en az %1°nin bu durumla karsilastigini diistiniirsek
yillik 14 milyon TL gibi ulusal bazda bir ekonomik kayip s6z konusudur. Dolayisiyla
sperma analiz siirecinde, ileri teknoloji analiz sistemleri ile objektif degerlendirme
yapilmasi, sigir yetistiriciliginde olasi ekonomik kayiplar1 énlemek adina elzemdir

(Dagkin, 2011).



1.5. Bashca Ileri Teknoloji Spermatozoon Analiz Teknikleri

1.5.1. Bilgisayar Destekli Spermatozoon Analiz Sistemleri (CASA)

In vitro ortamda, spermatozoon morfolojisi ve kinetik parametrelerini, ayrintili
ve sistematik sekilde ortaya koyan bilgisayar destekli spermatozoon analiz sistemleri
(CASA) giiniimiizde objektif spermatozoon kalitesinin degerlendirilmesinde yaygin
kullanilan teknolojilerden biridir (Serefoglu, 2011). Bu teknolojinin temel
bilesenleri: mikroskop, mikroskop goriintiilerini video olarak kaydeden dijital bir
kamera ve video kaydinda goriilen spermatozoon morfolojik ve kinetik degerlerini
nicel verilere doniistiiren, bir yazilim algoritmasina sahip bilgisayardan olusur

(Vincent ve ark., 2018).

Bilgisayar sistemine bagli mikroskop tablasina, cihaza 6zgii lam veya
konvansiyonel lam, lamel arasina konulan sperma numunesi yerlestirilir. Lam
tizerinde, belirli mesafe arasindaki spermatozoon hareketlerinin kamera ile videosu
kaydedilir. Lam igerisindeki 100 ila 1000 spermatozoon daha once bilgisayar
yazilimina islenen referans degerlere gore, spermatozoonun motil, progresif, stabil
gibi kinetik degerlerinin yanm1 sira yogunluk ve uygun boyama prosediirlerinin
kullanilmasiyla da spermatozoon yasam yetene8i hakkinda es zamanli, objektif bir
tahmin degeri elde edilir. Bu analiz siireci ortalama 10 dakika siirmektedir (Inang ve

ark., 2017; Sergeant ve ark., 2019).

Spermatozoon kinematik parametreleri igerisinde toplam motil ve progresif
motil spermatozoon yiizdeleri, spermatozoon kalitesinin degerlendirilmesinde 6nemli
parametrelerdir. Spermatozoonun oositin katmanlarini ve zona pellucidayr gegmesi
icin motil olmast ve gerekli enzimleri bu bolgeye ulastirmasi gerektigi icin
spermatozoon motilitesi fertilizasyon esnasinda kritik dneme sahiptir. Toplam motil
spermatozoon; herhangi bir sekilde hareket kabiliyetine sahip spermatozoon toplami
olarak tanimlanir. Progresif motil olarak kabul edilen spermatozoonlar ise toplam
motil spermatozoon igerisindeki ileri dogru diizgiin dogrusal hareket eden

spermatozoonu tanimlar. Progresif olmayan motil spermatozoon ise hareket
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yetenegine sahip ancak giigsiiz, dairesel ya da anormal bir yoriingede hareket eden
motil spermatozoondur. Ulkemizde ithal edilen ve iiretilen dondurulmus-
¢Ozdiirlilmiis boga spermalarinin analizinde, 2019 yili Tarim ve Orman Bakanlig
talimatlarina gore, CASA toplam motilite degeri en az %40 ve bir payetteki motil
spermatozoon sayisi en az 5 milyon olmalidir (Inang ve ark., 2017; Tekin, 2011;
Vincent ve ark., 2018).

Motil spermatozoon hareketlerinin dogru tanimlanmasi, spermatozoon yasam
yeteneginin tahmini agisindan onem arz etmektedir. Nitekim spermatozoon bas ve
kuyruk salinimlari ile olusturdugu hareket izdiistimii, lateral (x ve y ekseninde) ve
longitudinal (z ekseninde) diizlemde, iki boyutlu olarak detayli bir sekilde analiz

edilir, zaman, hiz ve aldig1 yol cinsinden nicel verilere gevrilir (Inang ve ark., 2017).

Caput spermatozoa iz diigimi

Sekil 1.1. Spermatozoon hareket iz diigiimiiniin hiz ve yol tanimlar1 (Amann ve Waberski 2014).
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Belirli bir yoriingede spermatozoon saliniminin, nicel veri olarak tanimlar

sunlardir;

VCL (Curvelinear Velocity): Egrisel Hiz (um/s). Spermatozoon basinin
ilerlerken Kkatettigi 2-boyutlu ger¢ek egrisel yoldaki hizidir. Spermatozoon
canliliginin bir gostergesidir (Mortimer, 2000).

VSL (Velocity Straight Line): Dogrusal Hiz (um/s). Spermatozoon basinin
tespit edilen ilk noktadan son noktaya gidene kadar olan hizidir. VSL y6riingenin ilk
ve son noktasi arasindaki mesafeden belirlenir ve gézlem periyodunda kazanilan net

alan1 verir (Mortimer, 2000).

VAP (Velocity Avarage Path): Ortalama yol hizi (um/s). Spermatozoon basinin
ortalama yolaktaki hizidir. Bu yolak egrisel yolun CASA cihazlarindaki
algoritmalara gore diizlestirilmesi ile hesaplanir. VAP spermatozoonun goézlem
periyodu i¢inde hareket yoniinde kat ettigi ortalama mesafedir. VAP anlagilmasi en

zor hiz degeridir ¢linkii VSL ile benzerlik gosterir (Mortimer, 2000).

Spermatozoon basinin ¢ok diizenli dogrusal ve ¢ok hafif yanal hareket ettigi
durumlarda VAP neredeyse VSL ile ayn1 olmaktadir. Ancak dogrusal olmayan
yoriingeler gibi diizensiz yollar oldugunda ya da spermatozoon basinin asir1 derecede
yana sapmasinda VAP, VSL den ¢ok daha yiiksek c¢ikmaktadir. Ortalama yol rota
diizlestirme kullanilarak CASA tarafindan belirlenmektedir. Basitge bu, (X,y)
koordinatlarinin her iki tarafindaki nokta izlerinin ortalamasinin alinmasi anlamina
gelmektedir. Bu diizeltme o iz noktasi i¢in (x,y) koordinati vermektedir. Prosediir
diiz bir yol elde edilene kadar rota boyunca her nokta icin tekrarlanmaktadir. G6zlem
siiresi zarfinda bu yolun uzunluguna VAP denilmektedir. Bu algoritmalar cihazlar
arasinda farklilik gosterebilecegi i¢in VAP farkli CASA sistemleri arasinda
mukayese edilebilir bir 6l¢lit olarak kabul edilmemektedir (Mortimer, 2000).
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ALH (Lateral Head Displacement): Spermatozoon basmin ortalama yolda
ilerlerken laterale dogru saptig1 uzakliktir (um). ALH genligi, spermatozoon basinin
yanal hareket genisligi olarak tanimlanir. Spermatozoon basinin toplam yol genisligi

olarak hesaplanir ve mikrometre olarak ifade edilmektedir (David ve ark., 1981).

LIN (Linearity %): Lineerlik/Cizgisellik (%). Spermatozoonun dogrusal yer
degistirmesini (VSL/VCL x 100) belirtir. Spermatozoonun 2-boyutlu alanda
gosterdigi lineer ¢izgi, 3-boyutlu ortam algoritmasi ile hesaplanmaktadir. Dairesel
hareketi yiiksek olan spermatozoonun linearitesi diisiik degerde ¢ikmaktadir. Yiiksek
lineariteye sahip spermatozoon ise diisik ALH’ ye sahip olmaktadir (Mortimer,

1999).

WOB (Wobble %): Spermatozoonun aldigi toplam yol zamani boyunca sola,
saga sendeleme derecesini (VAP/VCL x100) belirtir (Mortimer, 2000).

STR (Straightness %): Dogrusallik. Spermatozoonun dogrusal bir yoriinge
boyunca aldigi mesafeyi (VSL/VAP x100) ifade etmektedir. (Mortimer, 2000).

BCF (Beat Cross Frequency): Capraz atim sikligi. Spermatozoon kuyrugunun

ritim frekansini1 tanimlamak i¢in kullanilmaktadir (Mortimer, 2000).

1.5.1.2. CASA Sistemlerinin Dezavantajlar

CASA analiz teknolojileri objektif bir analiz potansiyeline sahip olmasina
ragmen, her bir CASA sisteminin farkli yazilima sahip olmasi ve CASA
sistemlerinin belirli bir standardizasyonunun olmamasi, analizden Once sperma
optimizasyonu gibi temel islemlerde kullanicilarin uzmanlig1 ve tecriibesine bagh
olarak analiz sonuglarinin degisebilmesi bu teknolojinin dezavantajlaridir (Amann ve

Waberski, 2014; Comhaire ve ark., 1992; Holt ve ark., 1994; Vincent ve ark., 2018).
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Tiirlere gore farklilik gdsteren spermatozoon analiz ayarlari, kullanilan
derinlikli lam, derinlikli lam odacik sayisi, incelenen alan, gériintii alma hizi, analiz
sirasindaki sicaklik, 6rnek alma ile analiz arasinda gegen siire gibi bircok 6ge analiz
sonucunu etkilemektedir (Davis ve Gravance, 1993; Ginsburg ve Armant, 1990; Holt
ve ark., 1994; Le Lannou ve ark., 1992; Morris ve ark., 1996; Mortimer ve ark.,
1986).

CASA ile spermatozoon analizinde ideal mikroskop tablas1 sicakligi 37°C dir.
Oda sicakliginda veya 30°C yapilan analizlerin spermatozoon Kinetik degerlerini
onemli derecede etkiledigi belirtilmistir. Spermatozoon hiz ve yol degerlerini analiz
etmek i¢cin 30 veya 60 Hz kare hiz1 tercih edilir. Dogrusal hareketi diisiik, hizli bir
sperma numunesinin degerlendirilmesinde yiiksek kare hizinin alinmasi objektif bir

analiz i¢in onemlidir (Castellini ve ark., 2011; Mortimer ve Swan, 1999).

Sperma dondurma siirecinde kullanilan sulandiricilar, analiz 6ncesinde dikkate
alimmalidir. Yumurta saris1 ve siit tozu bazli sperma sulandiricilari, spermatozoon
bagina benzer partikiil kalintilar1 oldugu i¢in CASA sistemlerinin dogru bir analiz
yapmasina engel olur. Bu durumu elimine etmek i¢in, sperma numunesi analiz 6ncesi
DNA baglayici1 florokrom boyalar (Hoechst 3342 vb.) ile boyanarak, floresan
mikroskop 0zelligi olan CASA cihazlarinda giivenilir bir sekilde analiz edilebilir

(Zinaman ve ark., 1996).

1.5.1.3. CASA Analizlerinin Fertilite ile Tliskisi

CASA tarafindan ortaya konulan spermatozoon kinetik parametreleri ile in
vitro veya in vivo fertilizasyon arasindaki iliskiyi arastiran bir¢ok arastirma
bulunmaktadir. Amann (1989), dondurulmus-¢ozdiiriilmiis boga spermalarinda
motilite Kinetik parametrelerini incelemis ve VCL, VSL, LIN, ALH ve BCF’nin
fertilite indeksi ile iligkili oldugunu tespit etmistir. Benzer sonuglar Farrell ve ark.
(1998) tarafindan da elde edilmistir. Januskauskas ve ark. (2000), progresif boga

spermatozoonlari ile fertilite arasinda bir iliski oldugunu belirtmistir. Benzer iliski in
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vitro ortamda yapilan caligmalarda da belirtilmistir. Kathiravan ve ark. (2011),
progresif boga spermatozoonlari ile in vitro ortamda oosite baglanma yetenegi
arasinda pozitif bir korelasyon oldugunu belirtmistir. Jeulin ve ark. (1996), swim up
teknigi ile secilen motil spermatozoondaki ALH degerleri ile fertilizasyon arasinda
onemli bir iligski oldugunu belirtmistir. Nagy ve ark. (2015), CASA sistemi yardimi
ile spermatozoon kinetik parametrelerini degerlendirmis ve yaklasik 9.000 adet
hayvani bu spermalar ile suni tohumlama uygulamistir. Suni tohumlama
uygulamalar1 sonrasinda, hiz parametrelerinden VCL, VSL, VAP degerlerinin diger
parametrelere gore daha kullanishi oldugu tespit edilmistir. Bu parametreler
icerisinde de (VCL, VSL, VAP) VAP’nin fertilitenin tahmin edilmesinde en
kullanigh parametre oldugu belirtilmistir. Robaya ve ark. (2008), ko¢ spermasinin,
cesitli hayvan tlirlerinin servikal mukuslart (koyun, kegi, inek) ile yaptiklari
calismada, ko¢ spermasinin motilite ve kinetik parametrelerinin koyun servikal
mukusunda ilerleyisi ile VCL, VAP degerlerinin (p<0,05), keci servikal
mukusundaki ilerleyisinde VCL, VAP, STR ve LIN degerleri ile pozitif yonde
(p<0,01), inek servikal mukusundaki ilerleyisinde ise sadece ALH ile negatif bir
korelasyon (p<0,05) oldugu tespit edilmistir (Inang ve ark., 2017; Vincent ve ark.,
2018).

Sonug¢ olarak CASA sistemleri, uygun sarf maliyetleri ile kisa siirede
spermatozoon yogunluk ve kinetik degerlerini analiz etmektedir. Ancak bu
degerlendirmeler spermanin fertil yetenegini ortaya koymak i¢in yeterli degildir.
Kapsamli bir spermatozoon kalite analizi i¢in spermatozoon DNA biitlinliigii, plazma
membran biitiinliigli, morfolojik yapi ve viyabilite gibi analizlerin, sarf malzeme
temini ve CASA cihazinin uygun yazilim ozelliginin aktiflestirilmesi ile birlikte
spermatozoon kalite degerlendirilmesinde kullanilmasi Onerilmektedir. Mevcut
CASA sisteminin bu tiir analiz 6zellikleri bulunmuyorsa, ek analiz protokolleri ile
belirtilen  spermatolojik ~ parametre  analizlerinin,  spermatozoon  kalite
standardizasyonu icin eklenmesi gerekmektedir (Amann ve Waberski 2014; Inang ve
ark., 2018; Verstegen 2002; Vincent ve ark., 2018).
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1.5.2. Spermatozoon Kalitesinin Akis Sitometri (Flow Cytometry) Cihazi

ile Degerlendirilmesi

Akis halindeki uygun siispansiyonla isaretlenen spermatozoonun, lazer ve
dedektor bilesenler ile spermatozoon fonksiyonlarin degerlendirilmesini saglayan
bir sistemdir. Ug bilesenden olusan akis sitometrisinde; olgiilecek partikiilleri lazer
Oniline tasiyan akiskanlar sistemi, Ol¢lim yapan lazerleri igeren ve partikiillerden
donen sinyalleri toplayan dedektorleri barindiran optik sistem, bu optik sinyalleri
elektronik sinyallere ¢eviren ve degerlendirilebilir hale getiren elektronik sistemler

bulunur (Korkmaz ve Cil, 2020).

Calisma prensibi; uygun florokrom molekiiller ile boyanan spermatozoon
numunelerine, cihaz tarafindan belirli bir 151k dalgasinda uyarim yapilir, bu uyarim
sonrast spermatozoona bagli florokrom molekiiller uyarim 1s18in1 absorbe ederek,
daha biiyiik bir dalga boyunda 1518in yansimasina neden olan bir reaksiyon verir.
Yanstyan yiiksek dalgali floresans 15181, dedektorler tarafindan 6lgiiliir ve bir yazilim
programi ile Kkantitatif verilere dondstirtlir. Bu sistem 10.000 ila 20.000
spermatozoonun, farkli fonksiyonlarini, kisa bir siirede analiz edilmesini miimkiin

kilmaktadir (Sergeant ve ark., 2019; Ugur ve ark., 2019).

1.5.2.1. Spermatozoon Plazma Membran Biitiinliigii

Spermatozoonun yasam yeteneginin (viyabilite) belirlenmesinde O6nemli bir
belirte¢ olan parametredir. Kriyoprezervasyon siireci, spermatozoon plazma
membranina O6nemli Olglide zarar verebilen bir siiregtir. Bu amagla etidyum
homodimer (EH), SYBR-14, Propidyum iyodiir (PI), Yo-Pro-1, yaygin kullanilan
florokrom boyalardir. Propidyum iyodiir (PI), hasarli plazma membrandan niifuz
ederek, spermatozoon DNA sma baglanir, SYBR-14 hasarli spermatozoon
membranindan gecemeyen ancak membran biitiinliigii olan spermatozoonun DNA
sina baglanabilen 6zelliktedir. Genellikle iki florokrom boya kombinasyon halinde

kullanilir ve 488-nm lazer 151k dalgasiyla uyarildiginda, 515 nm-545 nm (SYBR-14)
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ve 561nm-583nm (PI) dalga boylarindaki 1s1k yansimalar1 ger¢eklesir ve emisyon
filtreleri tarafindan Olgiliir. Benzer prensiple Yo-Pro-1 ve etidyum homodimer
kombinasyonu, spermatozoon membran stabilitesinin tespitinde kullanilmaktadir.
Ayrica Gallardo Balonas ve ark. (2012), spermatozoon membran biitiinliigliniin
tespitinde Yo-Pro-1/Pl kombinasyonun SYBR-14/PI boya kombinasyonundan daha
iyi sonug verdigini belirtmistir (Ugur ve ark., 2019; Vincent ve ark., 2018).

1.5.2.2. Spermatozoon Akrozom Biitiinliigii

Akrozom yapisi, spermatozoon caput kismmnin 6n 2/3 kisminda yer alir.
Yapisinda bulundurdugu, hyaliironidaz, akrozin, nérominidaz, asit fosfotaz gibi
hidrolitik enzimler igerir. Bu enzimler sayesinde spermatozoon, oosit dig duvarindaki
zona pellusidadan penetrasyonunu saglamaktadir. Bu nedenle spermatozoon fertil
yeteneginin tespitinde Oncli parametrelerden biridir. Bu amagla lektin bazli hiicre
membranina baglanabilen florokrom molekiller kullanilmaktadir. Floresan
izotiyosiyanat (FITC), Arachis hypogaea (yer fistigl) agliitinin (PNA), Pisum
sativum (bezelye) agliitinin (PSA), yaygmn olarak tercih edilen florokrom
molekiillerdir. FITC-PNA, FITC-PSA kombinasyonlari, sadece akrozom biitiinliigii
amaciyla kullanilabilecegi gibi bu kombinasyonlara Propidyum iyodiir (PI) eklenerek
spermatozoon plazma membran ve akrozom biitiinliigii ayn1 anda analiz edilebilir.
Nitekim bu amagla androloji laboratuvarlari tarafindan FITC-PNA/P1 kombinasyonu
yaygin olarak tercih edilmektedir (Lybaert ve ark., 2009; Nagy ve ark., 2003).

1.5.2.3. Spermatozoon Mitokondriyal Membran Potansiyeli

Mitokondriyal membran potansiyeli, spermatozoon hareket fonksiyonlarini
devam ettirmek i¢in ihtiya¢c duydugu ATP nin saglanmasinda, 6nemli bir parametre
olarak goriilmektedir. Diisiik mitokondriyal membran potansiyeli spermatozoon
anomalisine ya da dondurma ¢6zdiirme sirasindaki kriyojenik hasara bagli olarak

ortaya c¢ikabilmektedir. Bu sebeple mitokondriyal membran potansiyelinin
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belirlenmesi canlilik testleriyle birlikte Onem tasimaktadir. Bu amagla, 3,3’-
tetraethyl-benzimidazolyl-carbocyanine  iyodiir (JC-1), rhodamine 123 ve
MitoTracker (MITO) siklikla kullanilan florokromlardir (Gloria ve ark., 2018; Pena
ve ark., 2018).

1.5.2.4. Spermatozoon Kapasitasyon Reaksiyonu

Spermatozoon kapasitasyon reaksiyonu: seminal plazmadan koken alan ve
spermatozoon  membraninda  absorbe olan  komponentlerin, uzaklasarak
spermatozoonun fertil yetenegini kazandig1 reaksiyondur. Bazi tiirlerde kapasitasyon
reaksiyonu kalsiyum iyonlarindan bagimsiz olarak meydana gelirken, boga
spermatozoonlart kalsiyum (Ca™®) iyonlarma ihtiyag duyarlar. Kapasitasyon
esnasinda membran yapisinda meydana gelen degisiklikler, hiicre dis1 kalsiyum
iyonlarinin, hiicre i¢ine girisine olanak saglar. Bu hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin
tespiti, kapasitasyon reaksiyonun ongoriilmesinde, dolayisiyla spermatozoon fertil
yeteneginin tespitinde kabul goren bir analizdir. Bu amagla akis sitometrisinde
Klortetrasiklin (CTC), Fluo-3 ve Fluo-4 yaygin kullanilan florokrom molekiillerdir
(Gillan ve ark., 2005).

1.5.2.5. Spermatozoon Oksidatif Stresinin Belirlenmesi

Spermanin kriyoprezervasyon ve ¢ozdiirme siirecinde yasanan biyomolekiiler
degisiklikler, hidrojen peroksit (H205), nitrik oksit (NO) ve siiperoksit anyonu (O3 ")
gibi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumuna neden olur. Diisiik miktardaki reaktif
oksijen tiirleri, spermatozoon kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarinda indiikleyici
oldugu icin kabul edilebilirdir. Ancak yiiksek orandaki reaktif oksijen tiirleri,
spermanin kendi antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasina bagl olarak,
oksidatif stres etkisinin goriillmesine neden olur. Nitekim oksidatif stres,
spermatozoon DNA biitiinliigliniin  bozulmasina, membran lipid yapisinin

bozulmasina ve fertil yeteneginin diismesine neden oldugu icgin tespiti Snemli
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spermatolojik analizlerdendir. Bu amagla, 5-(ve-6)-karboksil-2’,7"-diklorofloresan
diasetat (DCFDA), akis sitometri cihazlarinda, sik¢a kullanilan florokrom
molekiildiir (Giirler ve ark., 2016; Korkmaz ve ark., 2017).

1.5.2.6. Spermatozoon DNA Biitiinliigii

Spermatozoon genetik materyali olan DNA’nin biitiinligii ve kromatin yapisi,
fertilizasyon basaris1 igin spermatozoon kalite degerlendirmelerinde Gnem arz
etmektedir. Spermatozoon DNA’sinin, paketleme hatalari, metilasyonlar1 ve histon
katlanmalari, kalitsal oldugu gibi oksidatif stres ve kriyoprezervasyon siirecine bagl
olarak gelisebilir. DNA biitinliigii, akis sitometrisinde yaygin olarak, Terminal
deoksiniikleotidil transferaz (Tdt)-aracili deoksiuridin trifosfat (dUTP)- biotin nick
end-labelling (TUNEL) ya da spermatozoon kromatin yapi analizi (SCSA)
protokolleri ile ortaya konulmaktadir (Korkmaz ve ark., 2017; Sharma ve ark., 2013).

Sonu¢ olarak, akis sitometri analiz sistemleri, multiparametrik ve yliksek
popiilasyon analizi ile kabul goren bir analiz sistemidir. Ancak yiiksek maliyet, sarf
giderleri ve Kkalifiye personel eksikligi, akis sitometri sisteminin, androloji
laboratuvarlarinda yayginlagsmasinda engel teskil eden 6nemli unsurlar olmustur

(Vincent ve ark., 2018).

1.5.3. Sperma Proteinlerinin Molekiiler Analizi

Proteinler, kendilerini kodlayan genetik bilginin, DNA replikasyonu ile
mRNA’lara iletilmesi (transkripsiyon) ve tRNA’larin bu genetik kodlamaya gore
amino asitleri siralamasi (translasyon) sonucu sentezlenen makro molekiillerdir.
Monomer aminoasit mikro molekiilleri (alanin, valin, sistein vb.) peptit baglar ile
baglanir ve polipeptit makro molekiilleri olusturur. Tek bir polipeptit molekiil,
protein olabilecegi gibi birden fazla polipeptit yapilarin birlesimi ile de proteinler

sentezlenir. Proteinlerin yapisinda bulunan, peptit makro molekiillerinin,
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identifikasyonu ile proteinler smiflandirilir. Ayrica metabolik reaksiyonlardaki
fonksiyonlart belirlenerek, proteomik karakterizasyonu tespit edilir (Thieman ve

Palladino, 2013).

Sperma (seminal plazma ve spermatozoon) kompozisyonunda ¢ok sayida
protein bulunur. Bu proteinlerden bazilarinin, identifikasyon ve proteomik
caligmalar1 sonucunda fonksiyonlar1 belirlenmis ve transkripsiyonu olan gen ile ayni
isimle siniflandirilmistir. Sperma yapisinda tespit edilen ¢ok sayida protein olmasina
ragmen, proteomik karakterizasyonu tanimlanan sperma proteini sayisi, oldukca
azdir (Bayram ve ark., 2016). Ornegin; Peddinti ve ark. (2008), yiiksek fertilite (YF)
ve distik fertilite (DF) ozelligi gosteren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis boga
spermatozoonlarinda, yaklasik 6000 farkli protein izole etmistir. Bu proteinlerden
1518’1 her iki grupta (YF ve DF) da bulunurken, YF grubunda 2051, DF grubunda
2281 proteinin farkli oldugu belirtilmistir. Izolasyonu yapilan proteinlerden 125’nin
farkli oldugu, tam olarak identifiye edilemeyen bu proteinlerden, YF grubunda 74

proteinin seviyesi yiiksek iken, 51 proteinin seviyesinin diisiik oldugu belirtilmistir.

Proteomik karakterizasyonu tanimlanan proteinlerden bazilari, plazma
membraninin stabilizasyonu, motilite, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, viyabilite,
fertilizasyon, oosite spermatozoon penetrasyonu ve fagositozun desteklenmesi i¢in
yararli etki gosterirken, bazi proteinler ise zararli etkiler gdstermektedir. Son
dénemde iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE), sodyum dodesil
stilfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), protein immiinoblot (western
blotlama), kiitle spektrometresi (mass spectrometry), immiinofloresan, enzim-bagimli
immiinosorbent analizi (ELIZA) gibi teknikler ile tespit edilen sperma protein
seviyeleri, spermatozoon fertil yeteneginin tespitinde biyobelirte¢ olarak
goriilmektedir (Moura ve ark., 2007; Soares ve ark., 2012; Tacheny ve ark., 2013).
Sperma proteinleri, Avrupa Biyoinformatik Enstitiisii = veri tabanindaki

(https://www.ebi.ac.uk/) proteomik siniflandirma dikkate alinarak belirtilmistir.
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1.5.3.1. Spermatozoon Proteinleri ve Fertilite ile Tliskisi

Spermatozoon yapisinda farkli molekiiler agirlikta, hiicre i¢i veya hiicre disi
biyolojik aktivasyona sahip, majér ve mindr proteinler bulunur. Majoér spermatozoon
proteinleri genellikle, molekiiler agirlig1 biliyiik veya biyolojik aktivitesi baskin,
hiicre yap1 proteinleridir. Mindr spermatozoon proteinleri genellikle, molekiil agirlig
kiigiik, yogun olarak spermatozoon membraninda bulunan, identifikasyonu giic
proteinlerdir. Min6r proteinler, kendi aralarinda zincirleme reaksiyonlar ile kompleks
etki yapan veya yeni bir kompleks reaksiyonu uyarmakla karakterize proteinlerdir
(Byrne ve ark., 2012; Peddinti ve ark., 2008).

1.5.3.1.1. A-kinaz Baglayic1 Proteini-4 (AKAP4) ve A-kinaz Baglayici
Protein-4 Prekiirsor Proteini (proAKAP4)

Spermatozoon proteomik c¢alismalari sonucu tanimlanan bir protein olan, A-
kinaz baglayici proteini 4 (AKAP4), spermatozoon flagellum fibréz kilifinin major
bir komponenti (~%50) olarak spermatozoon motilitesinde etkilidir. Ayrica
kemotaksis ve kapasitasyon siirecinde de gorev alarak fertilizasyon siirecinde 6nemli
rol alan bir proteindir (Blommaert ve ark., 2019; Delehedde ve ark., 2018; Fanny ve
ark., 2018; Ficarro ve ark, 2003).

AKAP4, memelilerde farkli dokularda (dalak, beyin, karaciger, akciger, iskelet
kas1) bulunmasinin yan1 sira yogun olarak testis dokusunda bulunur (Rahamim Ben-
Navi ve ark., 2016). insan, boga ve fare spermatozoonunda AKAP4 miktari ile total
ve progresif motilite arasinda pozitif korelasyon tespit edilen birgok ¢aligma
bulunmaktadir (Legare ve ark., 2017; Luconi ve ark., 2011; Miki ve ark., 2002; Moss
ve ark., 1999; Pierra ve ark., 2017; Turner ve ark, 1998).

ProAKAP4, AKAP4 proteinin sentezlenmesinde prekiirsor bir proteindir. Son
donemdeki arastirmalar memeli Sspermatozoonunda AKAP4 proteinin ve onun

prekiirsorii olan proAKAP4 miktarlar1 arasindaki pozitif korelasyon oldugunu

21



belirtmektedir (Blommaert ve ark., 2019; Delehedde ve ark., 2018; Le Couazer ve
ark., 2019). insan ve aygir spermasiyla yapilan diger calismalarda spermatozoon
proAKAP4 seviyesi ile total ve progresif motilite arasinda énemli bir korelasyon
oldugu ve bu c¢alismalarda proAKAP4’iin AKAP4’den sonra, spermatozoon
flagellum fibr6z kilifinin ikinci major komponenti oldugu belirtilmistir (Blommaert
ve ark., 2018; Jumeau ve ark., 2018; Xu ve ark., 2012).

1.5.3.1.2. Alfa-Enolaz (ENO1)

Spermatozoon kuyruk kisminda bulunan major bir proteindir. ENOI
translasyonu sonrasi spermatozoonun kapasitasyon siirecinde gorev alir. Ayrica ATP
sentezi ve oksidatif strese karsi koruyucu reaksiyon i¢in spermatozoon enzimlerini
diizenler. YF 0zelligi gosteren boga spermalarinda ENOI1 protein seviyesi DF
ozelligi gosteren boga spermalarina kiyasla daha yiiksektir (Arcelay ve ark., 2008;
Gitlits ve ark., 2000; Park ve ark., 2012).

1.5.3.1.3. Apolipoprotein A-1 (APOAL)

APOA1 seminal plazmadan, spermatozoon plazma membranma gegtigi
diistiniilmektedir. Yiiksek dansiteli lipoproteinin (HDL) sentezlenmesinde esas olan
major proteindir. Spermatozoon membran gecirgenligini diizenler, bdylece
hiperaktivasyon, kapasitasyondan ve akrozom reaksiyonundan sorumlu molekiillerin
uyarim basamaklarimin indiiksiyonunu saglar (Ehrenwald ve ark., 1990; Therien ve
ark.,1997; Travis ve Kopf, 2002). insanlarda infertilite olgularinda spermatozoon
APOAI1 seviyesi yliksektir (Xu ve ark., 2012). Yumurta saris1 bazli boga sperma
sulandiricilarinda da tespit edilen APOA1‘in, dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermalarin
molekiiler analizlerinde, biyobelirte¢ olarak degerlendirilmesi Onerilmemektedir

(D’Amours ve ark., 2017).
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1.5.3.1.4. Calicin (CCIN) veya Periniiklear Teka-60 (PT60)

Yogun olarak testis dokusunda bulunur. Spermatogenezis siirecinde,
spermatozoon kaput kisminin, periniiklear teka alaninda, sitoskeleton yapiy1
olusturan major proteindir. Akrozom reaksiyonunda ve oosite spermatozoon
penetrasyonunda gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Insanlarda globozoospermi (yuvarlak
basli) vakalarinin, calicin proteini eksikligine bagli olarak akrozom defektlerinin
gelistigi ve diisiik fertiliteye neden oldugu diisiiniilmektedir (Satar ve Narin, 2014;
Sutovsky ve ark., 2003; VVon ve ark., 1995).

1.5.3.1.5. Histone-2 Proteinin (H2B) Subakrozomal Varyanti (SUBH2BV)

Histon (H2B) proteini, DNA yapisina sikica baglanarak niikleozomlarin
olusumunu saglayan proteindir. SUBH2BYV proteini, H2B proteinine %67 oraninda
benzer oldugu i¢in, varyasyonu oldugu diisiiniilmektedir. Molekiiler agirligr 60 kDa
olan, subakrozolmal bdlgede bulunan, SUBH2BV proteini spermatozoon akrozom
biitiinliglinlin saglanmasinda 6nemli rol alan major proteindir (Aul ve Oko, 2001;
Oko ve Sutovsky, 2009). Yiiksek fertilite goriilen boga spermalarinda SUBH2BV
seviyesi, daha diisiiktiir (Peddinti ve ark., 2008).

1.5.3.1.6. Protamin (PRM)

Protaminler, spermatogenezisin haploid faz1 sirasinda, spermatozoon
kromatinindeki histonlarin yerine gecer ve spermatozoon DNA yapisinin yogun ve
stabil bir komplekse doniismesine saglar. insan, fare ve bogalarda protamin-1 ve
protamin-2 olmak iizere iki varyasyonu bulunur. Protamin-1 ve protamin-2 seviyesi
ile boga fertilitesi arasinda pozitif korelasyon vardir (Dogan ve ark., 2015; Kutchy ve

ark., 2017; Kutchy ve ark., 2019).
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1.5.3.1.7. Sitokrom b-c1 Kompleks Alt Birimi-2 (UQCRC?2)

Spermatozoonun kaput ve kuyruk yapisinda bulunan major proteindir.
Mitokondri organelinde reaktif oksijen tiirlerinin salinimina neden olarak oksidatif
stresi arttirir. YF 6zelligi gdsteren boga spermalarinda UQCRC?2 protein seviyesi, DF
0zelligi gosteren boga spermalarina kiyasla daha disiiktiir (Kwon ve ark., 2015; Park

ve ark., 2012).

1.5.3.1.8. Spermatozoon Kuyruk Dis Fiber Proteini-2 (ODF2)

Spermatozoonun sentrozom matriksinin temel komponenti olan ODF2
spermatozoon yapisinda yogun bulunan major protein grubundadir. Nitekim
spermatozoon kuyruk yapisinin aksonem orta ve u¢ kisminda yer alir, sitoskeleton
yapmin ana birlesenlerindendir. Spermatozoon kinetik fonksiyonlar1 ile
iliskilendirilir. Insanlarda asthenozoospermi ve infertilite olgularinda, farelerde
spermatozoon kuyruk anomalisi ve diisiik motilite olgularinda ODF2 seviyesinin
diisiik oldugu belirtilmistir  (Ashrafzadeh ve ark., 2013; Baker ve ark., 2009;
Tarnasky ve ark., 2010; Xu ve ark., 2012).

1.5.3.1.9. Spermatogenezis ile iliskili Protein-18 (SPATA18)

Spermatozoon yapisinda ve spermatogenezis siirecinde testiste en fazla
bulunan major proteinlerden biridir. Spermatogenezis siirecinde olasi bir DNA
hasarma kars1, hiicresel cevabin organizasyonunu saglar. Ayrica SPATAIS,
spermatogenezis siirecinde gamet hiicrelerinin normal farklilagmasinin tespitinde
biyobelirteg bir proteindir. Insan ve boga, teratozoospermi ve asthenozoospermi
olgularinda diisiik seviyede, yiiksek fertilite goriilen ko¢ spermatozoonlarinda yiiksek
seviyededir (Bornstein ve ark., 2011; Legare ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2020).
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1.5.3.1.10. Voltaj Bagh Anyon Kanal Proteini-2 (VDAC?2)

VDAC2 proteini testis dokusunda, spermatosit, spermatid ve spermatozoon

yapisindan izole edilen major proteindir. Metabolik tasima, transdiiksiyon ve

kapasitasyon reaksiyonunda, tirozin fosforilasyonunda rol alan bir proteindir. YF

ozelligi gosteren boga spermalarinda VDAC-2 protein seviyesi DF 6zelligi gosteren

boga spermalarina kiyasla daha yiiksektir (Hinsch ve ark., 2001; Park ve ark., 2012).

PT60, VDAC2, SUBH2BV

APOAI, PRM,BSP, SPATAIS

AKAP3, ODF2

VDAC2

proAKAP4, AKAP4, ENOI, UQCRC2,

Kuyruk

* Akrozomal kap
» Akrozom

» Nokdeus

»  Niklear membran
» Proksimal sentriol

> Mitokondri
» Yofun lif vapass
<+ Mikrotobotler

y Annulus

» Fibetz kubef

» Subumferansiyel fibotiz

»  Akstyal filament

> Kuyruk ug kismi

Sekil 1.2. Baz1 spermatozoon proteinlerinin lokasyonu (Rahman ve ark., 2013; Xu ve ark., 2012; Zhu

ve ark., 2020).
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1.5.3.2. Bashca Spermatozoon Mindor Proteinleri

Mindr proteinler, major proteinler ile etkilesime girerek, spermatogenezis,
kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, fagositoz, spermatozoonun oosit igine
penetrasyonu gibi kompleks reaksiyonlarda rol alan molekiillerdir. Albumin, Aktin
benzeri protein-7B  (ACTL-7B), agil koenzim-A-tiyoesteraz-9 (ACOT-9),
spermatozoon iliskin antijen-6 (SPAG-6), sistein bakimindan zengin salgi proteini
(SMCP), tektin-1, transmembrane proteini-5 (TM-5), kalmodulin-1 (CALM-1),
fosfatidil etanolamin baglayict proteinler (PEBP1 ve PEBP4), spermadhezin-Z2
(SPADH-2) mindr protein seviyeleri, yliksek fertilite goriilen boga spermalarinda
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Peddinti ve ark., 2008; Somashekar ve ark., 2017).

Onde gelen diger mindr proteinler Cizelge 1.2°de belirtilmistir.

Cizelge 1.2. Baslica spermatozoon mindr proteinleri.

Protein Adi Sembol Molekiiler fonksiyonu Kaynak
el ACOT9  Motilite Peddinti ve ark., 2008
A-kinaz baglayici proteini-3  AKAP3 Motilite D’ Amours ve ark., 2017
Aktin Benzeri Protein-7B ACTL7B Sitoskeleton yapi proteini Peddinti ve ark., 2008

Westfalewicz ve ark., 2017

Albumin ABL Kapasitasyon ve Moura ve ark., 2010

. . Peddinti ve ark., 2008
Anneksin-A2 ANXA-2 Kapasitasyon Westfalewicz ve ark., 2017
ATPaz alt birim beta-5 ATP-5B ATP baglayici, Motilite D’Amours ve ark., 2017.
ATPaz alt bifim-O ATP-50  Oksidatiffosforilasyon, Peddinti ve ark., 2008

Motilite

. Apoptosis, Westfalewicz ve ark., 2017
Klusterin CLU Lipit metabolizmast Souza ve ark., 2012
Fosfatidil-etanolamin PEBP1, Spermatogenezis, Motilite
baglayici protein 1-4 PEBP4 Plazma membran biitiinliigii Somashekar ve ark., 2017
Fosfolipaz-A2 - Akrozom reaksiyonu Moura ve ark., 2006
Heparin Baglayici HBP Akrozom reaksiyonu Pachon ve ark., 2012

Proteinler
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Kapasitasyon,

Is1 soku proteini 60kDa HSPD1 Tirozin fosforilasyonu Habib ve ark. 2013

Is1 soku proteini-70kda HSP70 gggﬁgg?ﬂ ’axg:yte’ Westfalewicz ve ark., 2017

Kajmodulln-l . (kalsiyum CALM-1 Akrozom reaksiyonu Somashekar ve ark., 2017

baglayici protein)

Eroto_— onkogon-C Baglayier ;v cpp Spermatogenezis Selvaraju ve ark., 2018.
roteini

;IJ{rlct))t(()e ?rl]lkleaz aktive  edici RNASE-4 Spermatozoon maturasyonu Selvaraju ve ark., 2018.

Spermatozoa mitokondriyal Spermatozoon maturasyonu

ile iliskili sistein  SMCP Ve 00sit penetrasvonu Byrne ve ark., 2012

bakimindan zengin protein P Y

Spermadhezin Z2 SPADH2 Motilite ve Fertilizasyon Somashekar ve ark., 2017.

gpermatozoa iliskin antijen- SPAG6 Kapasitasyon Byrne ve ark., 2012

Tektin-1 TEKT-1 Motilite Byrne ve ark., 2012

Transmembrane proteini-5 - ii?gzgﬁ?ﬁ:ksiyonu Byrne ve ark., 2012

Zona pellusida spermatozoa 2p-2 7p-3 Fertilizasyon, Selvaraju ve ark., 2018,

baglayici proteini-2 ve 3

Akrozom reaksiyonu

1.5.3.3. Seminal Plazma Proteinleri

Seminal plazma, ejakiilatin s1v1 olan kismudir. Epididimal sivi ile birlikte erkek
aksesuar bezlerinin salgilarindan olusur. Bogalarda seminal vezikiil, prostat,
bulboiiretral bezler ve ampulla olmak tizere dort adet erkek aksesuar bezi bulunur.
Seminal vezikiil salgilar1 boga seminal plazmasinin biiyiik oranini olusturur. Seminal
plazma esas olarak, ejakiilasyon sirasinda spermatozoonlarin taginmasini miimkiin
kilan, besleyici ve koruyucu bir sividir. Seminal plazma proteinleri biiyiik bir kismi
spermatozoonlarin yiizeyine baglanir ve kapasitasyon, akrozom reaksiyonu,
spermatozoon-oosit etkilesimi gibi fertilizasyon asamalarinda 6nemli rol oynar

(Juyena ve Stelleta, 2012; Kelly ve ark., 2006; Rego ve ark., 2014).
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1.5.3.3.1 Sigir Seminal Plazma Proteini (BSP)

Bogalarda seminal vezikill tarafindan salgilanan, asidik Ozellikteki sigir
seminal plazma proteinleri, seminal sividaki toplam protein igeriginin ~%60
olusturan major proteinlerdir. Spermatogenezisde gorev alan, seminal plazmadan
spermatozoon membranina baglanan proteinlerdir. Cesitli kaynaklara gore
siiflandirilmas: degismekle birlikte, bogalarda 4 farkli BSP proteini bulunmaktadir.
Bunlar; BSP-1, BSP-2, BSP-3 ve BSP-30 kDa (kilo Dalton) olarak
adlandirilmaktadir. Her dort protein de jelatin, heparin, apolipoprotein-Al,
glikozaminoglikanlar, kolin fosfolipidler ve diisiik dansiteli lipoproteinlere baglanma
gibi benzer biyokimyasal ozelliklere sahiptir. BSP-3 hari¢ biitiin proteinler
glikoprotein yapisindadir (Kumar ve ark., 2012; Moura ve ark., 2007; Wah ve ark.,
2002).

Bu proteinler plazma membranindaki fosfolipidlerin fosforilkolin gruplarina
baglanarak membrani1 kaplamakta ve stabilize etmektedir. BSP-1, BSP-2 ve BSP-3
spesifik olarak fosforilkolin gruplarina baglanirken, BSP-30 kDA’un daha genis bir
baglanma spesifitesi bulunmaktadir (Juyena ve Stelletta, 2012). Olas1 bir erken
akrozom reaksiyonunu engelleyen bu durum, spermatozoonun disi genital kanaldaki
yiiksek dansiteli proteinler (HDL) ile karsilagmasina kadar devam etmektedir. BSP,
HDL ile kompleks olusturmak i¢in plazma membranindan ayrilirken, ayn1 zamanda
kolestrol ve belirli fosfolipidlerin de ¢ikisina neden olmaktadir. Bunun sonucu olarak
spermatozoon membranin permabilitesi, kolestrol/fosfolipid oran1 degisimi nedeniyle
bozulmakta ve fosfolipaz-A2 enziminin aktivasyonu ig¢in, hiicre igine kalsiyum
girisini saglamaktadir. Fosfolipaz-A2, fosfolipidleri, membran destabilizasyona
neden olan lizofosfolipidlere doniistirmekte bu da akrozom reaksiyonunu
baslatmaktadir. Bu nedenle membrana BSP proteinlerinin  baglanmasi
dekapasitasyonu saglarken, membrandan ayrilmasi ise kapasitasyonu tetiklemektedir

(Cil ve Akgay, 2017; Kutty ve ark., 2014).

BSP proteinleri icerisinde en belirgin proteomik karakterizasyon g¢aligmasi

BSP-3 proteini ile ilgilidir. Roncoletta ve ark. (2006), boga spermatozoon
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membraninda 27 mindr protein belirlemis, major protein olarak belirlenen BSP-3,
diisiik fertiliteye sahip bogalarin spermatozoon membraninda 2,5 kat daha yiiksek
oranda oldugunu tespit etmistir. Habib ve ark. (2013), BSP-3 protein seviyesinin,
normospermi gosteren dondurulmus-¢ozdiiriilmiis boga sermatozoonlarinda, anormal
bas yapist gOsteren spermatozoonlara kiyasla daha yiiksek oldugunu belirtmistir.
Dolaysiyla diisiik fertilite yetenegine sahip boga spermatozoonlarinin plazma
membranlarinda yiiksek konsantrasyonda BSP-3 proteinleri bulunmaktadir. Seminal
plazmada bol miktarda bulunan BSP1 proteinin ise doza bagh bir sekilde, biiyiik bir
olasilikla Cat+2 ATPaz aktivasyonu yolu ile motiliteyi arttirdigi diisiiniilmektedir
(Sanchez ve ark., 2004).

1.5.3.3.2. Diger Seminal Plazma Proteinleri

Laktoferrin, klusterin, lipokalin-tip-prostaglandin-D-senteaz, osteopontin,
asidik seminal siv1 proteini (aSFP), ubikuitin ve 25 kDa protein beta (P25b) baslica
seminal plazma major proteinleridir. Yiksek fertilite oOzelligi gosteren boga
spermalarinda, lipokalin-tip-prostaglandin-D-senteaz, Klusterin ve osteopontin
proteinlerinin daha yiiksek seviyede oldugu, diisiik fertilite 6zelligi gdsteren boga
spermalarinda, P25b seviyesinin disiik, ubikuitin seviyesinin yiiksek oldugu
belirtilmistir (Cil ve Akgay, 2017; Juyena ve Stelleta, 2012; Kumar ve ark., 2012;
Moura ve ark., 2006). Kriyoprezervasyon siirecinde, boga sperma sulandiricilarina
ilave edilen laktoferrin proteinin, dondurulmus-¢oézdiiriilmiis spermatozoon Kinetik

degerlerine olumlu etki yaptig1 belirtilmistir (Kobayashi ve ark., 2007).

Kauda epididimisten sentezlenen, sigir beta-defensin 126 (BBD126) proteini,
spermatozoonlarin kuyruk ve post akrozomal bolgesinden absorbe olur. Epididimal
s1vi ve servikal mukus igerisinde spermatozoonlarin motilite ve disi genital kanaldaki
gociinde onemli rol oynadig1 belirtilmesine ragmen fertilite iizerindeki etkisi tam
olarak bilinmemektedir. Ayrica makaklardan izole edilen BBD126 ile muamele
edilen boga spermatozoonlarinin, hareket yeteneklerine herhangi bir etkisinin

olmadig1 belirtilmistir. Bu durum, ayni proteinlerin tiirler arasinda farkli metabolik
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reaksiyonlar ile aktive oldugu hipotezini desteklemektedir (Fernandez ve ark., 2016;
Tollner ve ark., 2008; Whiston ve ark., 2017).

fleri teknoloji analiz tekniklerinin igerisinde sperma proteinlerinin molekiiler
identifikasyonu ile fertilite yeteneginin tespiti, son donemde 6n plana ¢ikan bir analiz
yontemidir. Sperma fertil yeteneginin tespitinin yani sira, idiopatik erkek fertilite
bozukluklarinin etiyolojisinin belirlenmesinde ve bu olgularin tedavi prognozu

acisindan da sperma proteinlerinin molekiiler analizi Onem arz etmektedir

(Delehedde ve ark., 2019; Sergeant ve ark., 2019).

Spermatozoonun fertilizasyon siirecinde gergeklestirdigi bir dizi kompleks
reaksiyonlar, tek bir analiz yontemi ile sperma fertilitesinin kapsamli
degerlendirilmesine heniiz izin vermemektedir. Gelisen teknoloji akabinde
spermanin proteomik analizleri, fertilite i¢in potansiyel proteinlerin tanimlanmasina
imkan sunan, hizla gelisen ve ileri teknoloji odakli bir analiz teknigidir. Boga sperma
kalitesinin biyobelirteg¢ proteinler ile analizinin, kisa siire igerisinde rutin androloji
testlerine eklenmesi birgok bilim insani tarafindan 6ngoriilmektedir (Carrell ve ark.,
2016).

Belirtilen bilimsel Ongoriiler dogrultusunda, bu ¢alismanin amaci yaygin
kullanilan spermatozoon morfolojik analizlerine ek olarak 3 saat siiresince uygulanan
spermatozoon termorezistans testi ile spermatozoon kinematik diyagnozunun ve
prognozunun molekiiler bir biyobelirtegc olan proAKAP4 protein analizi ile
aragtirtlmasidir. Ayrica bu amagla kullanilan yeni bir ileri analiz teknigi olan
proAKAP4 ELIZA tespit kitinin, androloji laboratuvarlarma adaptasyonunun ve
standardizasyonunun  arastirilmasidir.  Calisma sonucunda suni  tohumlama
uygulamalarinda kullanim standartlarina sahip dondurulmus boga spermalarinin,
sahip olmas1 gereken proAKAP4 seviyesinin tespit edilmesi ve gelecek ¢aligmalara

bir 6ngorii olusturmast hedeflenmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Tez ¢alismasinda, yetkili laboratuvar tarafindan, “Suni Tohumlama Uygunluk”
raporu alimmis 6 farkli simental irki bogaya ait 30 farkli iiretim tarihli 0,25ml
payetler icerisindeki, dondurulmus boga spermalar1 kullanilmistir. Dondurulmus
sperma numuneleri 6zel bir firmadan (GENOVET) temin edilmistir. Calisma
prosediirii, Ankara Universitesi Rektorliigii, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
Bagkanlig1 tarafindan onaylanmustir (Etik Kurul Onayr Karar Sayisi: 27, Karar
Tarihi: 03/07/2019). Etik kurul onay1 ekte sunulmustur.

Calismanin, dondurulmus-¢6zdiiriilmiis boga spermasi proAKAP4 proteini
seviyeleri, ELIZA analizi ile 6zel bir biyoteknoloji firmasmin (DIAGEN A.S.)
laboratuvarinda gergeklestirilmistir. Sperma numunelerinin hipo-ozmotik sisme testi
(HOST), Hankok soliisyonu ile morfolojik degerlendirme ve 0.-3. saat kinetik
analizleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Dolerme ve Suni Tohumlama

Laboratuvarinda bulunan alet ve ekipmanlar kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.2. Yontem

2.2.1.Dondurulmus-Cozdiiriilmiis Boga Spermalarinin ELIiZA
Yontemiyle proAKAP4 Protein Seviyelerinin Tespiti

Boga spermalarinin proAKAP4 protein seviyeleri, ticari olarak temin edilen
Bull 4MID® Kit, (4BioDx, Fransa) ELiZA test kiti kullanilarak tespit edildi. Bu
analiz yonteminde, spermatozoon iizerinde bulunan proAKAP4 hedef antijenin, iki
antikor molekiilii arasina sikistirilmasi esas alinir. Mikroplaka yiizeyinde proAKAP4
antijenine 6zgli yakalama antikoru bulunur ve bu antikora spermatozoon iizerinde

bulunan proAKAP4 antijeni baglanir. Daha sonra antijene 0zgii yaban turpu
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peroksidazindan (horseradish peroxidase) elde edilen proAKAP4 tespit antikoru

eklenir. Tespit antikoru, hedef antijen ve yakalama antikoru ile birlikte kovalent bag

olusturur. Oda sicakliginda, belirtilen inkiibasyon siiresinde bekletildikten sonra renk

reaksiyonun baglatilmasi i¢in substrat madde eklenir. Mikroplaka yiizeyinde olusan

renk yogunlugunun, ELIZA okuyucu cihaz1 (Biotek 800TS, ABD) ile 6l¢giimiinden

yararlanarak spermatozoon proAKAP4 protein seviyeleri tespit edilir. ProAKAP4

ELIZA testinin uygulama asamalari, Sekil 2.1°de sematize edilmistir.

e“0o 0| }L (
— .
o‘/,&. ~9,"A"“~9.—"0~“

Sekil 2.1. ProAKAP4 ELIZA testinin uygulama asamalar1; yiizeyinde antikor bulunan mikroplaka (1),
mikroplakaya sperma numunesinin eklenmesi (2), mikroplaka yikama isglemi (3-5), tespit antikorunun
eklenmesi (4), substrat maddenin eklenmesi ve renk reaksiyonunun olusmasi (6), ELIZA okuyucu
cihaz ve uygun programlar ile sonuglarin hesaplanmasi (7-8) (Baydemir, 2019; Ruelle ve ark., 2019).

ELIZA Kitinin Icerigi:

Antikor ile kapli 96 kuyulu mikroplaka,

Yikama soliisyonu (washing buffer solution),
Liyofilize standart kimyasali (lyophilized standart),
Tampon soliisyonu (dilution buffer),

Spermatozoon lizis soliisyonu (lysis buffer),
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Tespit Antikoru (detection antibody),
Substrat soliisyonu (substrate solution),
Reaksiyonu sonlandirict soliisyonu (stop solution),

Pozitif kontrol soliisyonu (positive control).

2.2.1.1. ELiZA Testinin Uygulanmasi

Test kiti, saklama sicakligi olan +4°C muhafaza edildi. Tespit antikoru
disindaki kit igerigindeki iiriinlerin, uygulamaya baslamadan Once 1sisinin oda

sicakligina gelmesi saglandi.

Liyofilize standart kimyasalina 1 ml tampon soliisyonu eklenerek, standart stok
soliisyonu elde edildi. Stok standart soliisyonundan 10 pl ve tampon soliisyonundan
1990 ul eklenerek en yiiksek standart konsantrasyon hazirlandi. Ayri bir tiip
icerisine, 400 pl en yiiksek standart konsantrasyonu ile 600 pl tampon soliisyonu
eklenerek 600 ng/ml proAKAP4 kontrol soliisyonu elde edildi (tiip no:1). Igerisinde
500 ul tampon soliisyonu eklenen 6 farkl tiipe, ardisik olarak 500’ er pl standart
soliisyonu eklenerek farkli proAKAP4 yogunluklarinda kontrol soliisyonlar1 elde
edildi (tiip no: 2, 3, 4, 5, 6, 7). Ayn bir tiipe ise sadece 500 pl tampon soliisyonu
eklenerek negatif kontrol soliisyonu elde edildi (tiip no:8), (Sekil 2.2).

Elde edilen kontrol soliisyonlarinin her birinden 100’er pl soliisyon ikiser
mikroplaka kuyularina eklendi (A1- Hi ve Ay-Hy). Az ve A4 mikroplaka kuyularina

ise analiz kiti i¢erisinde bulunan pozitif kontrol soliisyonu eklendi.

Her farkli {iretim tarihinden 2’ser payet sperma numunesi, 37°C’de 30sn
¢Ozdiirtildiikten sonra bir ependorf tiip igerisine aktarilarak, vorteks ile homojen
karigsmasi saglandi. igerisinde 125 ul spermatozoon lizis soliisyonu bulunan, ayr1 bir

ependorf tiip igerisine, 25 pl sperma numunesi eklenerek 1 dakika siiresince
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vortekslendi. Bu karisima son olarak 150 ul tampon soliisyon eklenerek, 1 dakika
vortekslendi ve sperma numunesi ELIZA analizi i¢in hazir hale getirildi. Her bir
iiretim tarihinden hazirlanan sperma numunelerinden ikiser mikroplaka kuyularina

100’er pl sperma numunesi eklendi.

Sekil 2.2. ProAKAP4 ELIZA testinin uygulamsi. A: farkli yogunluktaki kontrol soliisyonlarmin
hazirlanmasi. B: dondurulmug-¢dzdiiriilmiis sperma numunelerinin mikroplakalara eklenmesi. C:
calkalayict cihazinda inkiibasyon siireci. D: mikroplaka yikama cihazinda yikama isleminin
gerceklestirilmesi.

Sperma numuneleri eklenen mikroplaka, oda sicakliginda 90 dakika stiresince
calkalayicida (250 rpm) inkiibasyona birakildi. Daha sonra 300 pl yikama soliisyonu
ile mikroplaka yikama cihazinda ii¢ defa yikama islemi gerceklestirildi. 60 pl tespit
antikoru, 12 ml tampon soliisyonu ile seyreltilerek, mikroplaka yilizeyindeki biitiin
kuyulara 100’er pl eklendi. Daha sonra oda sicakliginda, ¢alkalayicida (250 rpm) 30
dakika inkiibe edildi.
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Sekil 2.3. ELIZA okuyucusunda mikroplakanin degerlendirilmesi.

Inkiibasyon sonrasi tekrar, mikroplaka yikama cihazinda yikama islemi
gerceklestirildi. Ardindan biitiin kuyulara 1siktan sakinarak, 100 pl substrat madde
eklendi ve oda sicakliginda 30 dakika siiresince, calkalayicida (300 rpm)
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi biitiin kuyulara 50 ul reaksiyon
sonlandirici soliisyon eklendi ve 2 dakika ¢alkalayicida (200 rpm) inkiibe edildi. Son
olarak mikroplaka, sonuglarin degerlendirilmesi i¢in ELIZA okuyucusuna
yerlestirildi ve analiz sonuglar1 ELIZA okuyucusunda (Biotek 800TS, ABD) 450 nm
dalga boyunda okutularak, kit prosediiriine gore belirlendi (Sekil 2.3).

2.2.2. Spermatozoon Termorezistans Testi

Sperma numunelerin yasam siiresinin tespiti i¢in termal stres testi uygulandi.
Her farkli iiretim tarihinden 2’ser payet sperma numunesi, 37°C’de 30sn
¢ozdiiriildiikten sonra bir ependorf tiip igerisine aktarilarak, vortekslendi. Her farkli
numuneden 50 pl sperma numunesi ayrt bir ependorf tiip icerisinde, Onceden
sicaklign 37°C’de sabitlenen inkiibatér (Uniterm, Tiirkiye) igerisinde 3 saat
inkiibasyona birakildi. inkiibasyon &ncesi ve sonras1 spermatozoon CASA analizleri
uygulandi (Ntemka ve ark., 2016).
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2.2.3. Motilite, Progresif Motilite ve Spermatozoon Hareket Ozellikleri

Dondurulmus spermalarin ¢6ziim sonu motilitelerinin ve hareket 6zelliklerinin
degerlendirilmesi i¢in CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Ispanya)
kullanild1 (Sekil 2.4). Her bir 6rnekten 5 pl alinarak lam {izerine damlatildi ve iizeri
22x22 lamel ile kapatilarak; sisteme bagl faz-kontrast mikroskopta (Nikon ECLIPSE
50i, Japonya) 10x10’luk biiyiitmede kamera (Basler®, Almanya) esliginde her bir
ornek i¢in, en az 5 farkli alandan alinan goriintiiler analiz edildi. Analizde sirasiyla;
spermatozoon toplam motilitesi (TM, %), progresif motilite (PM, %), egrisel hiz
(VCL, um/s), dogrusal hiz (VSL, um/s), ortalama yol hiz1 (VAP, um/s), ¢izgisellik
(LIN= VSL/VAP), dogrusallik (STR=VSL/VAP), yalpalama (WOB=VAP/VCL),
kaput spermatozoonun ortalama yoldan laterale sapma uzakligi (ALH, um) ve ¢apraz
gecis frekans ritmi (BCF, Hz) degerleri tespit edildi (Tekin, 2017).

Sekil 2.4. Spermatozoon CASA analizi goriintii diyagrami. Sari: immotil spermatozoon. Kirmizi:
progresif motil spermatozoon. Mavi: motil spermatozoon.
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2.2.4. Anormal Spermatozoon Orani

Hancock tespit soliisyonu Cizelge 2.1°de belirtildigi gibi hazirlandi. Hazirlanan
Hancock tespit soliisyonundan 1 ml ve dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma
numunesinden 5 ul 6rnek, bir eppendorf tiipiine aktarildi ve vorteksle homojen
karismasi saglandi. Elde edilen karisimdan 5 pl 6rnek lam iizerine konulup lamel ile
kapatildi. Kapatilan lamel iizerine bir damla sedir yagi damlatilarak, 100 X biiyiitme
ile 151k mikroskobunda degerlendirildi. En az 200 spermatozoon incelenerek yapisal
olarak, akrozom, bas, boyun ve kuyruk anomalileri, % olarak degerlendirildi (Akal
ve ark., 2017; Tekin ve Daskin, 2016). Hancock soliisyonu ile analiz edilen normal
ve morfolojik anomalisi olan spermatozoon mikroskop goriintiileri Sekil 2.5°de

belirtilmistir.

Cizelge 2.1. Hancock soliisyonu hazirlanisi (Alemdar, 2018; Schafer ve Holzmann, 2000).

Hazirlanist Soliisyonun Hancock soliisyonu
3 Toplam Hacmi | igin eklenecek miktar
Sodyum
Salin 9,01 g NaCl’ye 500 ml bidistile su 500 ml 150 ml
Soliisyonu
Bufferl — 21,682 g Na,HPO,x2H,0 ve 500 ml
Buffer bidistile su 280 i 50 i
Soliisyonu Buffer2 — 22,254 g KH,PO,4 ve 500 ml bidistile su
200 ml Bufferl ile 80 ml Buffer2 karistirilir
Formalin % 37’°1ik 62,5 ml 62,5 ml
Bidistile ; - 500 ml
Su
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Sekil 2.5. Normal ve anormal spermatozoonlarin morfolojik mikroskop goriintiileri. A: normal
spermatozoon. B: anormal akrozom. C: anormal bas yapist. D: distal droplet. E: anormal boyun. F:
anormal kuyruk.

2.2.5. Spermatozoon Plazma Membran Biitiinliigii

Hipo-ozmotik sisme testi (HOST) uygulanarak spermatozoon plazma membran
biitiinliigii analiz edildi. Bu amagla 100 mOsm/It’lik bir soliisyon (9 g frikktoz + 4,9 g
sodyum sitrat, 1 It distile su igerisinde ¢oziildii) kullanildi. 50 pl dondurulmus-
¢Ozdiiriilmiis sperma 6rnegi, 500 pl 100 mOsm hipo-ozmotik soliisyonu igerisinde
37°C’ de 60 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi bu karisimdan 5 pl
ornek, lam {izerine almip lamel ile kapatilarak, 400 X biyltme ile 151k
mikroskobunda degerlendirildi. En az 200 spermatozoon incelendi, sismis veya
kuyrugu kivrilmig spermatozoonlar HOST-pozitif olarak degerlendirildi (Sekil 2.6)
(Akal ve ark., 2017; Nur ve ark., 2012).

4 i~ - . . p o
S L AP 4 A
) . ; 2 .t
A L . o 4] b A5 3

i

Sekil 2.6. HOST (+) ve HOST (-) spermatozoonlarin mikroskop goriintiisii.
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2.2.6. Spermatozoon Yogunlugunun Tespiti

Spermatozoon yogunlugu hemositometrik yontemle saptandi. Bu amacla 10 pl
sperma Ornegine 990 ul Hayem solisyonu (1g NaCl, 5g Na2S0O4, 0,5g HgCI2 ve
200m| distile su) eklenerek 1/100 oraninda sulandirildi. Uzeri daha 6nceden lamelle
kapatilan Thoma laminin her iki sayim kamarasi kapillar pipet yardimiyla birer
damla sperma iceren soliisyon ile dolduruldu. Spermatozoonlarin ¢okmesi igin
yaklasik 5 dakika beklendi ve Thoma laminda orta biiyliklilkte on kareye diisen
spermatozoonlar mikroskobun x400 biiyiitmesinde sayilarak kaydedildi. Bulunan
hiicre sayisi ve sayilan kareler, biiylik karenin hacmine bdlinmesi ve 1000’le
carpilmastyla, ml’deki spermatozoon sayisi elde edildi (Inang ve ark., 2014;
Prathalingam ve ark., 2006; S6nmez, 2010).

2.2.7. Istatistiksel Degerlendirme

Tim degiskenler igin tanimlayic1 istatistikler hesaplanarak “Aritmetik
Ortalama + Standart Hata” seklinde gosterimde bulunuldu. Onemlilik testlerine
gecilmeden Once veriler, parametrik test varsayimlarindan normal dagilima uygunluk
yoniinden Shapiro Wilk, varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene testi ile
incelendi. Ilgili degiskenlere grup, zaman temel etkileri ile grup*zaman etkilesim
teriminin etkisinin arastirilmasinda karma (mixed) modellerden yararlanildi. Kurulan
modelde, hayvan, rastgele etki (random effect), grup, zaman ve grup*zaman
etkilesim terimleri ise sabit (fixed) etki olarak yer aldi. Etkilesim teriminin anlamli
bulundugu durumlar i¢in Bonferroni diizeltmeli basit etkiler analizi (simple effect)
uygulandi. Sperma numunelerinin, proAKAP4 seviyesi, toplam motilite, progresif
motilite, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF, hiperaktivite, plazma
membran biitiinligii, spermatozoon yogunlugu, normal ve anormal spermatozoon
degerleri arasindaki iliski Pearson korelasyon katsayisi ile incelendi. Gruplar
arasinda HOST-pozitif ve HOST-negatif spermatozoonlarin degerlendirilmesi,
parametrik test varsayimlar1 saglayanlar icin ANOVA ile saglamayanlar igin ise

Kruskal-Wallis testi ile yapildi. Istatistiksel degerlendirmelerde p<0.05 kriterinden
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yararlanildi. Tiim analizler Stata 12/MP4 (Lisans No: 50120500264) istatistik paket

programi araciligi ile gerceklestirildi.
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3. BULGULAR

Dondurulmus-¢ozdiiriilmiis sperma numunelerine ait proAKAP4 seviyeleri
(ng/10x10° spermatozoa), Cizelge 3.1° de belirtilmisti. Sperma numuneleri
spermatozoon proAKAP4 seviyelerine gore lic grup altinda (grup I: proAKAP4<
25ng/10x10%., grup II: 25ng/10x10°%.< proAKAP4<40ng/10x10%., grup III:
proAKAP4>40ng/10x10%.) degerlendirildi.

Cizelge 3.1. Dondurulmus-¢6zdiiriilmiis boga spermalarinin proAKAP4 seviyeleri (Arit. Ort. = SH).

n Parametre Ort. + SH En Diisiik En Yiiksek

30 proAKAP4 ng/10x10° spermatozoa 38,92+20,71 10,98 90,44

Gruplar arasinda 0. saatte uygulanan, toplam motilite (TMy) ve spermatozoon
hareket ozellikleri arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunmamasina
ragmen (p>0,05), progresif motilite (PMo) farkliliklart istatistiksel a¢idan anlamli
bulundu (p<0,05). Ayrica 37°C de 3 saat inkiibasyon periyodu sonrasi yapilan
CASA analizlerinde, proAKAP4 gruplarina gore spermatozoon TMsz ve PMs;
degerleri arasindaki farkliliklar, istatistiksel a¢idan anlamli (p<0,05), spermatozoon
hareket parametreleri arasindaki iligki istatistiksel agidan anlamsiz bulundu (p>0,05).
Spermatozoon hareket oOzelliklerinden VAP, VSL, LIN, STR, WOB, BCF
parametrelerine, zaman etkisi bakimidan var olan farkliliklar istatistiksel olarak
anlamli  bulundu (p<0,05). Spermatozoon VCL, ALH ve hiperaktivite
parametrelerine, zaman etkisi istatistiksel agidan anlamsiz bulundu (p>0,05).
Spermatozoon proAKAP4 gruplarina gore 0. saat ve 3. saat toplam motilite,
progresif motilite ve spermatozoon hareket 6zellikleri bulgular1 Cizelge 3.2, 3.3 ve

3.4’de sunulmustur.
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Calismada sperma numunelerinin, proAKAP4 seviyesi, toplam motilite, progresif
motilite, plazma membran biitlinliigii, spermatozoon yogunlugu, normal ve anormal
spermatozoon degerleri arasindaki korelasyon Cizelge 3.7° de 6zetlenmistir. Spermatozoon
proAKAP4 seviyesi ile spermatozoon yogunlugu, TMyp, PMy, hasarli akrozom, bas boyun ve
plazma membran biitlinligli arasinda istatistiksel agidan 6nemli bir iligki tespit edilmemistir.
ProAKAP4 seviyesi ile morfolojik agidan hasarli kuyruk yapisina sahip spermatozoon orani
arasinda kuvvetli negatif korelasyon (p<0,01), TM3 ve PMj degerleri arasinda kuvvetli,
normal spermatozoon orani arasinda orta dereceli pozitif korelasyon tespit edilmistir (p<0,01).
Spermatozoon 0. ve 3. saat TM, PM ve proAKAP4 degerlerinin korelasyon grafigi Sekil 3.5

ve 3.6’da sunulmustur.

Sekil 3.5. Spermatozoon 0. ve 3. saat toplam motilite ve proAKAP4 degerleri, korelasyon grafigi.
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Sekil 3.6. Spermatozoon 0. ve 3. saat toplam motilite ve proAKAP4 degerleri, korelasyon grafigi.
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Calismada sperma numunelerinin proAKAP4 seviyesi ile 0. ve 3. saat spermatozoon
kinetik parametreleri (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF, hiperaktivite)
arasindaki korelasyon Cizelge 3.8” de dzetlenmistir. Spermatozoon Kinetik parametrelerinden
VCL3 ve VSLj degerleri ile proAKAP4 arasinda pozitif yonli zayif korelasyon bulunmustur
(p<0.05). Diger spermatozoon kinetik parametreleri (VCLo, VAP, VAP;, VSLy, ALHy,
ALH; BCFq, BCF3, STRo, STR3, LINg, LIN3, WOBy, WOB;3, Hiperaktivitey, Hiperaktivites)
ile proAKAP4 seviyesi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir korelasyon bulunmamistir
(p>0.05).
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Calismada ortalama spermatozoon yogunlugu 62,2+3,30 x 10%ml belirlendi.

Coziim sonu proAKAP4 gruplarina gore spermatozoon morfolojik analizlerinde,

akrozom, bas, boyun anomalileri ve spermatozoon yogunlugu arasinda, istatistiksel

acidan anlamli bir farklihk bulunmad:

(p>0,05). Spermatozoon proAKAP4

gruplarina gore, yapisal olarak normal spermatozoon orani ve kuyruk anomalisi olan

spermatozoon orani arasindaki farkliliklar, istatistiksel agidan anlamli bulundu

(p<0,05). ProAKAP4 gruplarina gore spermatozoon morfolojik analiz bulgular

Cizelge 3.9°da 6zetlenmistir.

Cizelge 3.7. Spermatozoon morfolojik analiz bulgularinin proAKAP4 gruplar1 arasinda
karsilastirilmasi (Arit. Ort. + SH).
Grup n Ort. + SH P
proAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 64,44 +2,44 A
N‘gg/[j)‘a' 25ng/10x10%. < proAKAP4 < 40ng/10x10%s. 9 7241998 0,012
proAKAP4 > 40ng/10x10°spermatozoa 12 72,17+1,328
proAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 8,56+ 1,27
Anormal
Akrozom | 25ng/10x10°%. < proAKAP4 < 40ng/10x10°s. 9 7,78 £ 1,46 0,426
(%)
proAKAP4 > 40ng/10x10°spermatozoa 12 10+1,24
proAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 6,44 £ 0,69
Anormal
Bas 25ng/10x10°%. < proAKAP4 < 40ng/10x10%. 9 5,67 £ 0,65 0,446
(%)
proAKAP4 > 40ng/10x10°spermatozoa 12 525+0,57
proAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 6,89 + 0,42
Anormal
Boyun | 25ng/10x10%. < proAKAP4 < 40ng/10x105. 9 8,67 £ 0,69 0,256
(%)
proAKAP4 > 40ng/10x10%spermatozoa 12 8,25 +0,99
proAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 13,11£09 4
Anormal
Kuyruk | 25ng/10x10°%. < proAKAP4 < 40ng/10x10°%s. 9 5,89 +1,03 8 <0,001
(%)
proAKAP4 > 40ng/10x10°spermatozoa 12 433+0,288

A.B: Her bir degisken i¢in ayni siitundaki farkli harfler istatistik agidan anlamli farklilig1 ifade eder

(p<0,05).
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Spermatozoon HOST bulgular1 Cizelge 3.10°da sunulmustur. Spermatozoon

proAKAP4 gruplan ile plazma membran biitiinligii degerleri (HOST pozitif ve

HOST negatif) arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik bulunmamistir

(p>0,05).

Cizelge 3.8. Spermatozoon HOST bulgularinin proAKAP4 gruplar arasinda karsilastirilmast (Arit.

Ort. = SH).
Grup n Ort. £ SH P
ProAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 4422 +3,82
HOST
pozitif | 25ng/10x10%. < proAKAP4 < 40ng/10x10%. 9 42,67+3,92 0,808
(%)
proAKAP4 > 40ng/10x10°spermatozoa 12 4592 +3,12
proAKAP4 < 25 ng/10x10° spermatozoa 9 56,89 + 3,54
HOST
negatif | 25ng/10x10%. < proAKAP4 < 40ng/10x10°%. 9 57,33 +£3,92 0,680
(%)
proAKAP4 > 40ng/10x1065permatozoa 12 53,25+3,61
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4. TARTISMA

Boga spermasinin kalitesinin degerlendirilmesinde, ge¢misten giliniimiize
bircok analiz teknigi gelistirilmistir. Fakat heniiz sperma fertilitesini tek basina
ongorebilen bir analiz teknigi bulunamamistir (Kaya ve Memili, 2016). Suni
tohumlama endiistrisi, boganin ve dolayisiyla spermasinin fertilite yetenegini, kisa
siirede, uygun maliyet ve yiiksek dogruluk orani ile Onceden tahmin etme
ihtiyacindadir (Daskin, 2005). Ulkemizde ithal ve yerli iiretim dondurulmus boga
spermalarinin  kullannom izni amaciyla, Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan
yetkilendirilmis laboratuvarlarda, spermanin fiziksel ve morfolojik analizleri
yapilmaktadir. Son donemde hizla gelisen proteomik teknolojisi, sperma fertilitesinin
degerlendirilmesinde biiyiik bir beklenti uyandirmaktadir (Kasimanickam ve ark.,
2019). Bu calismanim amaci proteomik analiz teknigini ELIZA testi ile adapte eden
Bull 4MID® proAKAP4 analiz kitinin, konvansiyonel sperma analiz teknikleri ile
karsilagtirarak, uygunlugunun ve standardizasyonunun arastirilmasidir. Bu amag
dogrultusunda tespit edilen spermatozoon proAKAP4 seviyeleri ile spermatozoon
motilite, progresif motilite, spermatozoon hareket parametreleri, spermatozoon
yogunlugu, anormal spermatozoon orani ve plazma membran biitiinliigii arasindaki

iliski belirlenmeye ¢aligilmistir.

Spermatozoon bas, boyun ve kuyruk olmak iizere ii¢ ana kisimdan olusur. Bag
kisminda akrozom ve niikleus, boyun kisminda distan ice dogru; plazma membrani,
mitokondri, aksonem ve dig-yogun fibriller (outer dense fibres) bulunur. Kuyruk
bolgesi esas ve son kisim olmak lizere iki boliimde smiflandirilir. Esas kisimda
flagellum ve bu yap1 icerisinde distan ice dogru; plazma membrani, yogun fibroz
kilif, mikrotiibiil ¢iftlerinden olusan aksonem ve dis-yogun fibrilleri bulunur. Kuyruk
esas kisminin ¢api, distale dogru gittik¢e incelir ve kuyruk son kismini olusturur.
Kuyruk bolgesinin son kisminda ise; plazma membrani, dis-yogun fibrilleri ve

santral mikrotiibiil ¢ifti bulunur (Pereira ve ark., 2017).
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AKAP4 proteini, ilk olarak insan X kromozomunun, Xp 11.22 lokusunda
bulunan gen tarafindan sentezlendigi tespit edilmis ve 82 kDa atomik kiitlesinde
oldugu i¢cin AKAP82 olarak ifade edilmistir. Ancak farkli memeli tiirlerinde
gergeklestirilen daha sonraki ¢alismalarda, farkli biiyiikliikte olmasina karsin yiiksek
oranda homolog yapida oldugu i¢in AKAP4 olarak isimlendirilmistir (Luconi ve
ark., 2011; Moss ve ark.,1999; Turner ve ark., 1998). Son c¢alismalarda AKAP4
protein seviyesi ile sperma kalitesi arasindaki baglantiy1 arastiran birgok c¢alisma
bulunmaktadir (Legare ve ark., 2017; Miki ve ark., 2002; Pierra ve ark., 2017;
Rahamim Ben-Navi ve ark., 2016). AKAP4 proteini spermatogenezis siirecinde, oval
spermatidlerin gelisimi agamasinda prokiirserii olan proAKAP4 proteini ile
sentezlenmektedir. Bu gerekce ile ge¢mis c¢alismalarda olgun spermatozoon
hiicresinde AKAP4’iin bulunmasina ragmen proAKAP4’{iin bulunmayacagi
diistiniilmekteydi (Luconi ve ark., 2011). Ancak farkli hayvan tiirlerindeki giincel
caligmalar, olgun spermatozoon yapisinda AKAP4’lin yan1 sira proAKAP4’iin de
bulundugunu belirtmektedir. Blommaert ve ark. (2019), dondurulmus aygir spermast
ile yaptiklar1 caliysmada AKAP4 ve proAKAP4 protein seviyelerini farkli yontemlerle
(western blotlama, ELIZA ve akis sitometrisi) tespit etmislerdir. Elde ettikleri
sonuglar dogrultusunda AKAP4 ve proAKAP4 seviyeleri arasinda pozitif korelasyon
oldugunu ayrica immunofloresan ve elektron mikroskobuyla yaptiklari incelemelerde
flagellum fibroz iskeletinde hem proAKAP4 hem de AKAP4’iin bulundugunu
belirtmislerdir. Farkli hayvan tiirlerinde ve insan spermas: ile yapilan benzer
caligmalarda olgun spermatozoon yapisinda da proAKAP4 proteinin bulundugunu
ispatlar niteliktedir (Delehedde ve ark., 2018; Jumaeu ve ark., 2018; Le Couazer ve
ark., 2019; Teijeiro ve Marini, 2012; Xu ve ark., 2012).

Sperma kompozisyonunda fertilite ile iligkili yaklasik bes bin protein oldugu
tahmin edilmektedir (Jodar ve ark., 2017). Bu protein molekiillerinden izole edilen
ve motilite ile iliskili oldugu tespit edilenlerden baslicalari: BSP, ODF2, ACOT?9,
AKAP3, AKAP4, proAKAP4 ATP-50, SPADH2, TEKT-1, GAPDHS, aSFP, FMP,
HBP, HSP, fosfolipazlar ve interlokinlerdir. Bu proteinlerin ¢ogunlugu seminal
plazma kokenlidir. Seminal plazma kompozisyonu birey, beslenme, sagim sikligi

gibi cesitli dis faktorlere gore degiskenlik gostermektedir. Ayrica kriyoprezervasyon
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stirecinde spermanin kriyoprotektan ajanlarla yogun olarak sulandirilmasi,
dondurulmus-¢ozdiiriilmiis  spermanin  kalite analizlerinde seminal plazma
proteinlerinin bir biyobelirte¢ olarak tespitini glic kilmaktadir (Byrne ve ark., 2012;
Cil ve Akgay 2017; D’ Amours ve ark., 2017; Kasimanickam ve ark., 2019; Peddinti
ve ark., 2008). Bu sebeplerle dondurulmus-¢ozdiiriilmiis spermanin kalite
analizlerinde seminal plazma proteinlerinin yerine spermatozoon yapi proteinlerinin
biyobelirte¢ olarak kullanilmasinin daha giivenilir oldugu distiniilmektedir.
ProAKAP4, spermatozoon flagellum yapisinin major komponenti olmasi ve ELIZA
yontemi ile hizli tespit edilebilmesi nedeniyle diger yapi proteinlerine kiyasla
biyobelirteg bir protein olarak on plana g¢ikmaktadir (Delehedde ve ark., 2019;
Sergeant ve ark., 2019).

Spermatozoon flagellum yapisinin ritmik hareketleri, spermatozoonun motilite
veya progresif motilite karakterindeki kinetik davranisinda 6nemli rol oynar. Ancak
fertilizasyon i¢in motilite tek basmna yeterli degildir (Kaya ve Memili, 2016). Bu
fiziksel migrasyon rheotaksis, termotaksis, kemotaksis biyokimyasal yonlendirme
mekanizmalar1 ve kapasitasyon, akrozom reaksiyonlarinin paralelinde siirmelidir
(Omiir, 2014; Suarez, 2016). ineklerde &strus siiresi ort. 12 saat siirmektedir,
ovulasyon ise Ostrus bitiminden ort. 12 saat sonra gerceklesmektedir. Bu zaman
periyotlar1 igerisinde spermatozoon canliliini korumak ve fertil yetenegini
kazanmak icin kapasitasyon reaksiyonunu gerceklestirmek zorundadir (Daskin,
2005). Rekto-vaginal suni tohumlama teknigi ile korpus uteriye birakilan
spermatozoonlarin, once 2,5-4cm uzunlugundaki korpus uteriyi ve 20-40 cm
uzunlugundaki kornu uteriyi gegerek uterotubal baglantiya ulagmasi gerekmektedir.
Bu siire¢ spermatozoon yiizme hizina gore ortalama bir saat stirmektedir (Hunter ve
Wilmut, 1984; Suarez, 2016). ineklerde uterotubal baglant1 oldukca dar ve mukozal
kivrimli  yapis1 ile spermatozoon gecisinde anatomik ve miikdz bariyer
olusturmaktadir. Bu uterotubal baglantinin dar liimeni serviks uteri gibi filtrasyon
gorevini iistlenmekte morfolojik olarak anormal spermatozoon ve motilitesi diisiik
spermatozoonlarin gegigini engellemektedir. Linear motil veya progresif motil
spermatozoonlar, asimetrik flagellar dalgalanma nedeniyle dairesel veya nonlinear

hareket karakteri gosteren spermatozoonlara kiyasla uterotubal baglantidan daha
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basarili bir sekilde gegmektedir (Gaddum-Rosse, 1981; Suarez, 2016). Bu anatomik
yapiy1 gecerek ovidukta ulasan spermatozoonlar, spermatozoonlart yonlendiren
rheotaksis, termotaksis ve kemotaksis biyokimyasal mekanizmalarinin yogun
etkisinde migrasyon gosterir. Istmus tuba uterinanin mukuslu ve dar liimeni
spermatozoonlar1 yavaglatarak epitel yiizeyine baglanma imkanmi arttirir ve
spermatozoonlar igin rezervuar islevi goriir (Coy ve ark., 2012; Gualtieri ve Talevi
2003).

Kapasitasyon spermatozoonun, oositi taniyabilir ve penetre olma yetenegini
yani fertil potansiyeli kazandiran fizyolojik degisikliklerdir (Liu, 2016). Plazma
membran modifikasyonu ve hiperaktivasyon kapasitasyonun temel asamalaridir.
Spermatozoon plazma mebran modifikasyonu ile membran lipid ve proteinleri
yeniden diizenlenir kolesterol uzaklastirilir. Bu modifikasyonun uyarilmasinda
spermatozoonlarin ovidukt epitel yiizeyi ile temasida etkilidir (Lefebvre ve Suarez,
1996). Bu durum flagella tizerindeki katyon kanallarini (CatSper) uyarir ve hiicre i¢i
Ca* iyonu gecisini artirir. Bu hiicre i¢i sinyalizasyon dinamigi cAMP/PKA bagimli
sinyal yolaginin regiilasyonunda gerceklesir. Bdylece flagellumun dalga genligi
genisler ve spermatozoonlarin hiperaktif karakterde, kuvvetli sekilde sivi akimina
karst ylizmesini saglar. Bu reaksiyonlar rheotaksis mekanizmasinin temelini
olusturur. Rheotaksis ampulla tube uterinadan isthmus tuba uterinaya dogru olusan
stvi akim gradyani igerisinde spermatozoonlarin yon bulmalarin1 saglayan
biyokimyasal mekanizmadir (Li ve Winuthayanon 2017; Miki ve Claphan, 2013,
Olson ve ark., 2011). Bu nedenlerle tez ¢alismasinda hiperakif spermatozoon orani
acisindan proAKAP4 gruplari arasinda istatistiksel acidan anlamli bir fark olmadig:

disiiniilmektedir.

Spermatozoonun kararli hareket i¢in gereksinim duydugu yogun enerji glikoliz
ve oksidatif fosforilasyon yoluyla adenozin trifosfat (ATP) tarafindan
karsilanmaktadir. Plazma membran yapisinin yeniden diizenlenmesi hiicre i¢i
kalsiyum seviyesini arttirtr. Bu durum adenozin trifosfat (ATP) hidrolizi sonucu,
ac1ga c¢ikan fosfat grubunun, PKA enzimleri araciligi ile AKAP4’e baglanarak tirozin

fosforilasyonunu uyarmakta ve hiicre ici cAMP seviyesinin artisina neden olmaktadir
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(Balbach ve ark., 2018; Ickowicz ve ark., 2012; Mohanarao ve Atreja 2011).
Spermatozoonun hareket kabiliyeti, sitoskeleton yapi, metabolik yolaklar ve
regiilator mekanizmalar ile biyokimyasal enerjinin mekanik enerjiye doniistiigi
kompleks bir olgudur. Hiicre sinyal yolaklarindan cAMP/PKA, AKAP4 ve prekiirsor
proteinin rol aldigli, spermatozoon motilitesi, kapasitasyonu ve akrozom
reaksiyonunda etkin rol oynayan bir metabolik yolaktir (Balbach ve ark., 2018;
Huang ve ark., 2005).

Bu arastirmada, numunelerin 37°C’de 3 saat inkiibasyon periyodu sonrasinda
yapilan CASA analizlerinde toplam motilite ve progresif motilite degerleri ile
proAKAP4 seviyeleri arasindaki iligki istatistiksel agidan anlamli bulundu ve pozitif
korelasyon tespit edildi. Bu sonu¢ proAKAP4’iin Spermatozoon fibroz iskelet
proteini olmasinin yani sira, AKAP4’iin siklik-AMP (CAMP), protein kinaz A (PKA)
bagimh fosforilasyonda, motilitenin devamlilig1 ve hiicre sinyalizasyonunda gorev
aldigin1 destekler niteliktedir. Buna bagl olarak, eksternal kalsiyum diizeylerinin
regiilasyonunda ve motilite hareketlerinin  diizenlenmesinde AKAP4 ve
proAKAP4’iin 6nemli rol oynadigi arastirmacilar tarafindan diisiiniilmektedir
(Delehedde ve ark., 2019; Gadella ve Luna, 2014; Luconi ve ark., 2006; Moretti ve
ark., 2007; Pierra ve ark., 2017; Xu ve ark., 2012).

Isthmus tuba uterinada spermatozoonlar ovulasyon gerceklesinceye kadar
viyabilitesini korumak zorundadir. Ovulasyon zamanina yakin ampulla tuba
uterinada sicaklik artig1 gerceklesmektedir. Termotaksi yonlendirme mekanizmasina
gore, yaklasik 1°C olan bu termal gradyenti algilayan spermatozonlar ampulla tuba
uterinaya dogru yonelmektedir (Omiir, 2014). Bu calismada da termorezistans testi
uygulanarak in vivo spermatozoon rezevuar ortam sicakligi, in vitro ortamda taklit

edilmeye ¢alisilmistir.

Kapasitasyon reaksiyonu sonrasi spermatozoon ve oosit zona pellusida
proteinleri arasinda olusan kemotaksis, spermatozoonu yonlendiren en etkin
biyokimyasal yonlendirme mekanizmasidir. Akrozomda bulunan proteinler ve

AKAP4, tirozin kinaz aktivasyonu gosterir ve cAMP sinyal iletim mekanizmasini
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uyarir. Bu sinyal iletim mekanizmasi zona pellusida proteinleri icin reseptor gorevi
goriir ve spermatozoonu oosite dogru yonlendirerek akrozom reaksiyonunun
ger¢eklesmesinde rol oynar (Balbach ve ark., 2018; Wertheimer ve ark., 2013).
Sperma proteinleri gibi oosit yapisindaki fertilizasyon ile iligkili proteinler (ZP2,
HSPA2, HBP vb.), spermatozoon yiizey proteinleri ile etkilesime girerek, 00sit zona
pellusidasinin spermatozoon tarafindan taninmasini ve akrozom reaksiyonunun
uyarilmasini saglamaktadir. Sigir oositinden izole edilen ve fertilizasyon ile iliskili
oldugu diisiiniilen yaklasik 1000 oosit proteini oldugu belirtilmektedir (Labas ve ark.,
2018; Zachut ve ark., 2016). Oosit igerisine penetre olan spermatozoon, metabolik
reseptorler araciligiyla hiicre i¢i kalsiyum seviyesini arttirarak, 00sit aktivasyonunu
tetikler (Parrish, 2014). Boylece fertilizasyonun son asamasi olan maternal ve

paternal proniikleuslarin fiizyonu ile zigot olusumu gerceklesir (Georgadaki ve ark.,

2016).

Toplam motil ve progresif motil spermatozoon yiizdeleri, sperma kalitesinin
degerlendirilmesinde Onemli parametrelerdir. Toplam motil spermatozoon; bir
spermatozoon popiilasyonunda herhangi bir sekilde hareket kabiliyetine sahip
spermatozoonlarin,  hareketsiz ~ spermatozoonlara  oranidir.  Genel olarak
spermatozoon popiilasyonunun canliligini ve fiziksel aktivitesini yansitan bir
parametredir. Ulkemizde dondurulmus bir boga spermasinin ticaretinin yapilabilmesi
icin yasal olarak ¢oziim sonu >%40 toplam motiliteye sahip olmasi gerekmektedir.
Progresif motil spermatozoonlar (PM); toplam motil spermatozoonlar igerisindeki
ileri yonde diizgliin dogrusal hareket eden spermatozoonlarin oranidir. Farkli
calismalarda progresif motil boga spermatozoon orani ile in vitro ve in Vvivo
fertilizasyon sonuglar1 arasinda pozitif korelasyon oldugu belirtilmistir (HAYGEM,
2019; Januskauskas ve ark., 2000; Kathiravan ve ark., 2011). Bu c¢alismada
kullanilan dondurulmus boga spermalarinin ¢6ziim sonu TMp degeri (%):
64,2342,06, TM3 degeri (%): 53,22+1,93, PMy degeri (%): 19,89+0,82, PM3 degeri
(%): 13,31+0,78 olarak elde edilmistir.
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Farkli memeli tiirlerinde proAKAP4 seviyesi ile toplam motilite ve progresif
motilite degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugunu belirten c¢aligmalar
bulunmaktadir. Jumaeu ve ark. (2018), seminal plazmadan ayristirilan insan
spermasinin, SDS-PAGE ve protein immiinoblot yontemiyle tespit edilen proAKAP4
seviyesi ile spermatozoon motilitesi arasinda pozitif korelasyon oldugunu
belirtmistir. Tez calismasinda kullanilan ELIZA teknigi ile kopek, aygir ve boga
dondurulmus-¢6zdiiriilmiis spermalarindan tespit edilen proAKAP4 seviyeleri ile
0.saatte uygulanan CASA analizlerinde, toplam motilite, progresif motilite ve BCF,
LIN, VCL, VSL degerleri arasinda pozitif korelasyon oldugu belirtilmistir
(Blommaert ve ark. 2019; Le Couazer ve ark., 2019; Ruelle ve ark., 2020). CASA
sonuglarina ek olarak Ruelle ve ark. (2020), tespit ettikleri korelasyonu, yaklagik 200
bin suni tohumlama uygulamasinin basari oranlart ile iliskili oldugunu belirtmis ve
hipotezlerini desteklemislerdir. Belirtilen ¢alismalardan farkli olarak, bu ¢aligmada
dondurulmus-¢6zdiiriilmiis (0. saat) boga spermalarinin toplam motilite (TMg) ve
Kinetik degerleri ile proAKAP4 gruplari arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan
anlamsiz bulundu. Bu durumun boga sperma sulandiricilarinda bulunan
kimyasallarin, spermatozoon hareket kabiliyetinde ¢6ziim sonu olusan kriyohasari,
kisa siire kompanse edebilecegi ile iligskilendirilmektedir (Amann ve Waberski, 2014;
Bilodeau ve ark., 2001; Ntemka ve ark., 2016; Monterroso ve ark., 1995; Thomas ve
ark., 1998). Bu diisiinceye paralel olarak, benzer iliski farkl1 sicaklik ve siire (37°C -
40sn, 50°C - 15sn, 70°C — 5sn) kalibrasyonlarinda ¢ozdiiriilen boga spermasi
caligmalarinda da goriilmiistiir. Bu ¢alismalarin neticesinde, spermatozoon motilite
ve kinetik degerleri agisindan onemli bir farklilik olmamasina ragmen, plazma
membran ve akrozom biitlinliigli acisindan istatistiksel agidan anlamli oldugu
belirtilmistir (Muino ve ark., 2008; Nur ve ark., 2003). Benzer sonuglar Monterroso
ve ark. (1995), yaptign ¢alismada da belirtilmektedir. Farkli sicakliklarda (39°C,
42°C, 43°C) inkiibasyona birakilan spermalarin 1. saat analizlerinde motilite
acisindan belirgin farklilik goriilmemesine ragmen 3. saat analizlerinde istatistiksel

acidan 6nemli farkliliklar gozlemlenmistir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda, spermatozoon proAKAP4 seviyesi ile TM3

ve PMj degerleri arasinda kuvvetli pozitif korelasyon, VAP; ve VSL; degerleri
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arasinda zayif pozitif korelasyon bulunmustur. Bu degerler disindaki spermatozoon
CASA Kkinetik parametreleri ile proAKAP4 seviyesi arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir iliski bulunamamistir. Ancak Spermatozoonlarm 0. saatte ve 37°C’de 3
saat inkiibasyon sonrasi elde edilen ortalama olgiimlerinden, bazit CASA Kinetik
parametrelerine (TM, PM, VAP, LIN, STR, WOB, VSL, BCF) zamanin etkisi
istatistiksel agidan anlamli bulunmustur. Elde edilen degerler Malama ve ark. (2017)
ve Ntemka ve ark. (2016) ¢alismalariyla benzerlik gostermistir. Bu durumun zamana
bagli olarak in vitro ortamda spermatozoonun enerji rezervlerinin tiikketimine ve artan
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) bagli olarak, spermatozoonlarin kararli hareketinin
azalmasi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (Bacinoglu ve ark., 2008; Giirler ve ark.,

2016; Ntemka ve ark., 2016).

Tez calismasinda, spermatozoon proAKAP4 seviyesi en yiiksek 90,44 ng/ 10°
spermatozoa, en diisik 10,98 ng/10° spermatozoa, ortalama 38,92+20,71 ng/10°
spermatozoa bulundu ve spermatozoa yogunlugu ile proAKAP4 seviyesi arasinda
istatiksel acidan anlamli bir iligki bulunmadi. Elde edilen proAKAP4 degerleri, Le
Couzer ve ark. (2019) kopeklerde, Blommaert ve ark. (2019) aygirlarda ve Ruelle ve
ark. (2019)’nin elde ettigi sonuglarla paralellik gostermektedir. Ruelle ve ark. (2019),
Holstein 1rk1 bogalarda yaptiklari ¢alismada, proAKAP4 esik degerini 25 ng/lO6
spermatozoa olarak belirlemislerdir. Bu degerin altindaki sperma numuneleri CASA
(TM, BCF, LIN) ve saha ST verileri ile istatistiksel agidan iliskili olarak diisiik
kaliteli, proAKAP4 seviyesi 25-60 ng/10° spermatozoa olan sperma numuneleri ise
yiiksek kaliteli olarak smiflandirilmistir. Bu arastirmacinin verilerine gore bu
arastirmada kullanilan dondurulmus boga spermalari, ort. 38,92+20,71 proAKAP4

degeri ile yliksek kaliteli sperma sinifina girmektedir.

Gergeklestirilen tez caligmasinda Simental 1rki bogalara ait dondurulmus
sperma numuneleri kullanildi ve proAKAP4 seviyelerine gore 3 grupta
siniflandirildi. En iyi CASA ve morfolojik degerler III. (90-40 ng/10° spermatozoa)
ve Il. gruptaki (25-40 ng/10° spermatozoa) sperma numunelerinden elde edildi,
proAKAP4 seviyesi 25 ng/10° spermatozoa altinda olan sperma numunelerinin 3 saat

inkiibasyon sonunda TMj3; ve PM; degerlerinin belirgin diizeyde diisiik oldugu
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gozlemlendi. Calismada elde edilen verilerin daha 6nceki ¢alismalardan elde edilen
verilere gore farkli olmasi, analiz amaciyla kullanilan boga spermalarinin farkli
irktan olmasi, bireysel biyolojik farkliliklarin  bulunmasi ve dondurma

protokoliindeki farkliliklarindan kaynakli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Spermatozoon morfolojik analizleri dikkate alindiginda anormal akrozom, bag
ve boyuna sahip spermatozoon orani ile proAKAP4 gruplari arasinda istatistiksel
acidan anlaml bir iliski tespit edilemedi. Spermatozoon flagellum yapis1 mitokondri
organelinin bulundugu boyun kisminin annulus kismindan baslayarak kuyruk esas
kisminin biiyiik bir boliimiinii olusturur. Falegellum aksonem adi verilien, silindir
seklinde 9 ¢ift tubulin A ve B mikrotiibiillerinin, merkezdeki mikrotiibiil ¢iftine
sikica baglandig1 bir organizasyondur. AKAP4 proteini bu mikrotiibiil ¢iftleri saran
fibréz kilifin major proteinidir (Moretti, 2007). Miki ve ark. (2002), farelerde
AKAP4 gen defektinin, spermatozoon kuyruk hasarina ve kararsiz motiliteye neden
oldugunu yaptiklar1 ¢aligma ile ispatlamislardir. Benzer iliski, insan spermasi ile
yapilan ¢aligmalarda da goriilmiistiir (Baccetti ve ark., 2005; Mbango ve ark., 2019;
Miki ve ark., 2002). Bu arastirmalardan elde edilen sonuglar, anormal kuyruga sahip
spermatozoon oranit ile proAKAP4 miktar1 arasinda bir iligki oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu ¢alismada, spermatozoon anormal kuyruk orani ile
proAKAP4 seviyesi arasinda kuvvetli negatif korelasyon tespit edilmistir. Ayrica en
yiiksek anormal kuyruk orani, grup I ‘deki sperma numunelerinde tespit edilmistir.
Bu durum, AKAP4 proteini gibi proAKAP4 proteinin de kuyruk esas kisminda
bulunan, flagellum ve onun fibroz iskeletinin yapi proteini oldugunu destekler

niteliktedir (Blomaert ve ark., 2019; Jumeau ve ark., 2018).

Arastirmada, spermatozoon plazma membran bitiinligii de degerlendirilen
parametreler arasindadir ve elde edilen sonuglara gére spermatozoon plazma
membran biitiinliigli ile proAKAP4 seviyesi arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
iliski bulunamamistir. Yar1 gegirgen 6zellikteki spermatozoon plazma membrani ve
bu membranmn biitiinliigii, spermatozoon yasam yetenegi ve fonksiyonlari igin
olduk¢a 6nemlidir. Dondurma islemleri siirecinde, spermatozoon cesitli sicaklik, pH

ve ozmolarite farkliliklarina maruz kalir. Disiik sicakligin etkisiyle plazma
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membraninda, yogun olarak bulunan fosfolipit, protein ve yag molekiilleri kendi
aralarinda siki bir bag olusturmaya ¢aligir. Hiicre disinda olusan buz kristalleri hiper
ozmotik bir ortam olusturur, bu esnada membran makro molekiilleri sayesinde hiicre
ici su gecisi ve hiicre kiiciilmesi gerceklesir. Bu nedenle dondurma ve ¢dzdiirme
stiregleri uygun hiz ve sicakliklarda gerceklesmelidir. Aksi halde, buz kristalleri tipki
cam pargalart gibi spermatozoon plazma membraninda kriyo-hasara neden olmakta
ve fertil yetenegini olumsuz etkilemektedir (Ak ve ark., 2017; Tirpan 2012). Nitekim
bazi plazma membran proteinleri glikoz, fruktoz, iyonlar ve bazi ¢oziinebilen
maddelerin gecisine izin vererek, spermatozoonun motilite, kemotaksis ve
kapasitasyon reaksiyonlarinda énemli rol oynar. Kasimanicman ve ark. (2017),
bogalarda, plazma membran integral proteini olan AQP (akuaporin) mRNA seviyesi
ile spermatozoon plazma membran biitiinliigii arasinda istatistiksel acidan anlamli bir
iliski oldugunu belirtmistir. Tez ¢alismasinda, spermatozoon plazma membran
bitiinliigli ile proAKAP4 arasinda istatistiksel agidan anlamli  bir iliski
bulunmamasmin ve gilincel literatiir c¢alismalarinda bdyle bir korelasyona
rastlanilmamasinin, proAKAP4’{in membran yap1 protein olmamasiyla iliskili
oldugu disiiniilmektedir. Calismada plazma membran biitlinliigii ile TM3, PM3,
STR3, BCF3, LIN3 kinetik degerleri ve morfolojik olarak normal spermatozoon
arasinda pozitif korelasyon, bas anomolisi olan spermatozoon oranmi ile negatif
korelasyon tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar Brito ve ark. (2003), Correa ve ark.
(1997), Lodhi ve ark. (2008), Padrik ve ark. (2012) ve Zubair ve ark. (2013)

tarafindan yapilan ¢aligmalar ile paralellik gostermektedir.

ProAKAP4 ve AKAP4’in spermatozoon fertilitesindeki rolii tartismasiz
onemli olsa da, kompleks reaksiyonlar zinciri olan fertilizasyon tek bir makro
molekiil tarafindan diizenlenmedigi gibi tek bir protein analizi ile spermatozoon
fertilitesini belirlemek de objektif degildir. Mevcut ileri degerlendirme teknikleri
igerisinde en detayli olarak CASA ile analiz edilen motilite 100-1000 spermatozoon
poplilasyonundan degerlendirme yapmaktadir. Bu analiz yonteminde motilite
analizleri, sadece spermatozoonlarin video fragmanlarinin bir yazilim yardimiyla
degerlendirilmesi sonrasinda gerceklestirdigi, fiziksel migrasyonu belirtmektedir. Bu

analiz sonuglar1 kullanilan sperma sulandiricisina, analiz cihazina, ortam sicakliina
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hatta lam ve lamelleden bile etkilenebilir (Mortimer, 1997). ProAKAP4 ELIZA Kkiti,
spermatozoon motilite potansiyelini, spermatozoon yapit ve cAMP/PKA bagimli
sinyal iletim mekanizmasinin regiilatér proteini olan proAKAP4’ii molekiiler
diizeyde tespit ederek belirlemeyi hedeflemektedir. Bu yontem sayesinde 100.000
spermatozoon popiilasyonunun proAKAP4 molekiiler analizi yapilmakta ve in vivo
motilite prognozu igin gilivenilir bir biyobelirteg oldugu disiinilmektedir (Sergeant
ve ark., 2019). Tez c¢alismasinda elde edilen sonuglara gére proAKAP4 analizi tek
basina bir spermatolojik degerlendirme kriteri degildir. Ancak elde edilen sonuglar
proAKAP4 analizinin, 6nemli bir spermatolojik parametre olan spermatozoon
motilitesinin diyagnoz ve prognozunda etkin bir biyobelirte¢ protein oldugunu
gostermektedir. Bu proAKAP4 molekiiler analiz yontemi sayesinde, sadece kinetik
degerlendirme yapan ve dis etkenlere bagli (sperma sulandiricisi, ortam sicakligi vb.)
farklilik gosterebilen CASA analizlerinin ve uzun zaman alan termorezistans
testlerinin yerine daha objektif bir spermatolojik kalite gdstergesi oldugu

disiiniilmektedir.

Gelisen analiz teknikleri ve kurulan farkli hipotezler ile sadece toplam ya da
progresif motilitenin onlimiizdeki yillarda fertilite belirteci olarak kullanilmasi olasi
goriilmemektedir. Bu sebeple farkli disiplinlerden koken alan proteomik gibi
epigenomik, transkriptomik ve metabolomik analizlerinin, boga spermasinin
kalitesinin ve fertil yeteneginin Ongoriilmesinde, kullanimmin arastirllmasit ve
entegrasyonunun saglanmasi énem kazanmaktadir (Feugang ve ark., 2010; Jodar ve
ark., 2017; Kaya ve Memili, 2016). Standardizasyonu saglanan ileri teknoloji
spermatozoon analiz teknikleri sayesinde, gelecekte ideal dondurulabilir boga
spermalarinin  tespiti veya infertilite olgularimin patogenezisinde, molekiiler
analizlerin dondurulmus sperma endiistrisi i¢in rehber ve sperma kalite analizlerinde

daha giivenilir referans olacag diisiiniilmektedir.
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5.SONUC VE ONERILER

Tez calismasinda elde edilen bulgular degerlendirildiginde; proAKAP4
gruplarina gore sperma numunelerinin 0. saatte uygulanan CASA analizlerinde PMy
degerleri arasindaki farkliliklar istatistiksel agidan anlamli olmasina ragmen TMy, ve
kinetik degerleri arasinda istatistiksel agidan 6nemli farklilik bulunmamistir. Ayrica
3. saatte uygulanan CASA analizlerinde, proAKAP4 seviyesi 25 ng/10° spermatozoa
ve Ustli olan sperma numunelerinin (grup 1l ve IlI) TM3; ve PMgs hareket
kabiliyetlerini daha iyi korudugu tespit edilmistir. Bunun yani sira spermatozoon
proAKAP4 seviyesi ile kuyruk anomalisi olan spermatozoon orani arasinda negatif
korelasyon, TM3, PM3, VAP3; ve VSL; kinetik degerleri arasinda pozitif korelasyon
tespit edilmistir. Sonug olarak, yeni ve sinirli literatiir bilgisi olan AMID® proAKAP4
analiz Kiti, dondurulmus-¢ozdiiriilmiis boga spermasi kalitesinin degerlendirilmesi
amaciyla lilkemizde ilk kez kullanilmis ve konvansiyonel analiz teknikleri ile

standardizasyonu arastirilmistir.

Tez c¢aligmasi kapsaminda elde edilen veriler proAKAP4 seviyesinin
spermatozoon motilite prognozunda belirleyici ve kuyruga bagli anomalilerin
tespitinde biyobelirte¢ bir protein oldugu yoniindedir. Ancak bu analiz tekniginin
farkli sigir irklarinda ve farkli boga spermalari i¢in kriyoprotektan olarak kullanilan,
her baz sulandirici igin standardizasyon ¢alismalarinin yapilmasi gerektigi
diistiniilmektedir. Ayrica sperma numunelerinin, ileri teknoloji spermatozoon
analizlerine ek olarak, ovidukt sivisinda, servikal mukusta veya mezbaha uterus
materyallerinde spermatozoon migrasyon analizlerinin yapilmasinin, objektif
kantitatif veriler sunacagi ve boylece s6z konusu calismalarin, proAKAP4 analiz
kitinin androloji  laboratuvarlarinda yayginlasmasi i¢in referans olacagi
diistiniilmektedir. Ayn1 amagla farkli CASA cihazlarina ait kalibrasyonlarin,

proAKAP4 analiz standardizasyonlarinda kullanimi yararl olabilecektir.

Tez c¢alismasinda cinsiyeti belirlenmemis Simental irki dondurulmus boga

spermasi kullamlmstir. Ozellikle reprodiiktif basari orani cinsiyeti belirlenmemis
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boga spermasina gore daha diisiik olan cinsiyeti belirlenmis boga spermalarinda veya
Ostrus stiresi sigirlara gére olduk¢a uzun olan manda spermalarinda bu ileri analiz
tekniginin uygulanmasi ve rutin analiz prosediirlerine eklenmesinin, isletme

reprodiiktif performanslarina olumlu katki saglayacagi dikkate alinmalidir.

Tiim bu sonuglar goz Oniinde bulunduruldugunda, farkli sigir ve manda
irklarina ait dondurulmus spermalarin konvansiyonel ve ileri teknoloji analiz yontemi
olan proAKAP4 seviyesi ile iliskisinin belirlenmesinin, bu iligskiyi fertilite sonuglari
ile desteklenen calismalarin vyiiriitilmesinin, 4MID® proAKAP4 analiz kitinin

standardizasyonuna 6nemli referans olacagi diisiiniilmektedir.
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OZET

Dondurulmus Boga Spermasi Kalitesinin ProAKAP4 Protein Seviye Testi ile
Degerlendirilmesi

Dondurulmus boga spermasinin suni tohumlama metoduyla kullanimi, hayvan islahi
amaciyla kullanilan en yaygin biyoteknolojik uygulamadir. Bu uygulamanin basarili olmasi
ve olas1 ekonomik kayiplarin énlenmesi i¢in dondurulmus boga spermalarinin, kullanim izni
icin uygulanan spermatolojik analizler biiyilk onem arz etmektedir. Bu spermatolojik
analizlerin, giincel teknolojinin paralelinde gelistirilen, ileri teknoloji analiz teknikleri ile
daha objektif, glivenilir ve daha pratik uygulanmasina yonelik ¢aligmalar her gecen giin
devam etmektedir. Bu caligmada ileri teknoloji analiz tekniklerinden biri olan proAKAP4
protein seviye testi ile dondurulmus boga spermasi kalitesi degerlendirilmistir. Caligmada 6
bas Simental ki bogaya ait 30 farkli tretim tarihli 0,25 ml payetler igerisindeki,
dondurulmus boga spermalari kullanilmistir (n=30). Dondurulmus boga spermalarini ¢oziim
sonu, proAKAP4 protein seviyeleri, anormal spermatozoon orani, plazma membran
biitiinliigii, spermatozoon yogunlugu, 0. saat ve 3 saat inkiibasyon periyodu sonrasi toplam
motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket 6zellikleri agisindan analiz edilmistir.
Yapilan proAKAP4 ELIZA testi sonucunda dondurulmus sperma numuneleri, proAKAP4
seviyelerine gore ii¢ grup altinda (grup |: proAKAP4<25ng/10x10° spermatozoa, grup I:
25ng/10x10° spermatozoa< proAKAP4<40 ng/10x10° spermatozoa, gruplIl: proAKAP4>40
ng/10x10° degerlendirildi. ProAKAP4 seviyeleri ile 3 saat termorezistans testi sonrasinda
elde edilen toplam motilite, progresif motilite, VSL;, VAP; degerleri arasinda pozitif
korelasyon bulundu (p<0,05). Spermatozoon anormal kuyruk orani ile proAKAP4 seviyesi
arasinda negatif korelasyon tespit edildi (p<0,01). Ayrica, proAKAP4 konsantrasyonu 25 ng
/ 10° spermatozoa ve iizeri olan sperma Srneklerinin (grup II ve III) TM; ve PMj; hareket
karakterlerini daha iyi koruduklari bulunmustur. Spermatozoon plazma membran biitiinligi,
yogunlugu, kinetik parametreleri, 0. saat toplam motilite ve progresif motilite degerleri ile
spermatozoon proAKAP4 seviyesi arasinda, istatistiksel agidan anlamli bir iligki bulunamadi
(p>0,05). Sonug¢ olarak, ¢ozim sonu boga spermasinin hareket yeteneginin
degerlendirilmesinde, proAKAP4 molekiiler analiz yonteminin, spermatozoon toplam
motilitesinin ve progresif motilitesinin diyagnozu ve prognozunda, CASA analizlerinin ve
uzun zaman alan termorezistans testlerinin yerine daha objektif ve pratik bir sperma kalite
analiz yontemi oldugu diisiiniilmektedir.

Anahtar Sézciikler: Boga, Ileri teknoloji sperma analiz teknikleri, Proteomiks, Sperma
proteinleri.
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SUMMARY

Evaluation of Frozen Bull Sperm Quality with ProAKAP4 Protein Concentration Test

Using frozen bull semen on artificial insemination (Al) is the most common
biotechnological method that used for animal breeding in the world. Spermatological
analyzes that applied for the usage permit of frozen bull semen have great importance for
this application to be successful and to prevent possible economic losses. The studies for the
implementation of these spermatological analyzes continue in parallel with the latest
technology and advanced technology techniques for being more advanced, reliable and
practical every day. In this study, frozen bull sperm quality was evaluated with proAKAP4
concentration test, which is one of the advanced technology analysis techniques. Frozen bull
semen in 0.25 ml straws with 30 different production dates belonging to six Simmental Al
bulls were used (n=30). Samples were analyzed for the proAKAP4 concentration, abnormal
sperm ratio, plasma membrane integrity, sperm concentration at after thawing (0h), total
motility, progressive motility and sperm motion characteristics at Oh and after 3 hours of
incubation (thermoresistance test) at 37°C. According to the results, samples were evaluated
under three groups linked in to proAKAP4 concentration (group I: proAKAP4 <25ng /
10x10° sperm, group 11: 25ng / 10x10° sperm< proAKAP4 <40 ng / 10x10° sperm, groupllI:
proAKAP4>40 ng / 10x10°. A positive correlation was found between ProAKAP4
concentration and total motility, progressive motility, VSL;, VAP; values obtained after 3
hours thermoresistance test (p <0.05). A negative correlation was found between sperm
abnormal tail rate and proAKAP4 concentration (p <0.01). In addition, sperm samples
(groups Il and I11) with proAKAP4 concentrations of 25 ng / 106 spermatozoa and above
were found to better retain TM; and PM; movement characteristics. There was no
statistically significant relationship between sperm plasma membrane integrity,
concentration, sperm kinetic parameters, Oh total and progressive motility values and sperm
proAKAP4 concentration (p> 0.05). As a result of this study, proAKAP4 molecular analysis
can be considered more objective and practical on diagnosis and prognosis of sperm total
and progressive motility, instead of CASA analysis and long-time thermoresistance tests in
the bull semen movement evaluation.

Keywords: Advanced sperm analyses techniques, Bull, Proteomics, Sperm proteins,
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3. Sigirlarda Suni Tohumlama Uygulamalarinda Giincel Yaklasimlar. Karacabey
TIGEM, “Hizmet Igi Egitim Programi” 2018.

4. Anadolu Mandalarinda Dondurulmus Sperma Uretimi ve Suni Tohumlama
Calismalari. Halk Elinde Hayvan Islahi Ulkesel Projesi 2019 Yili Damigma Kurulu
Toplantisi.

TV Yayimi ve Programi

1. Bereket Hayvanciik TV (2017). Dondurulmus Sperma Uretimi ve Suni
Tohumlama.

2. Bereket TV (2017) Tarim Biilteni, Ozel Haber. Tiirkiye’de ilk kez Dondurulmus
Anadolu Mandas1 Spermasi Uretildi.

VIl11- Diger Bilgiler

Aldig1 Diger Egitimler

1. Erasmus Ogrenim Hareketliligi, Universidad de Extremadura Céceres / Ispanya,

2011.
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2. Deney Hayvanlart Kullanim Sertifikasi, Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve
Egitim Merkezi Midiirliigi, 2015.

3. Sigirlarda Recto-Vaginal Metodla Suni Tohumlama, Uluslararas1 Hayvancilik
Aragtirma ve Egitim Merkezi Miudiirliigi, 2015.

4. Sigirlarda Embriyo Transferi, Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim
Merkezi Midirliigii, 2016.

5. Tarmm Sektoriinde Universite Sanayi Is Birligi Proje HazirlamaEgitimi, 19 Mayis
Universitesi (TUBITAK 2237-B Proje Egitim Etkinlikleri), 2019.

6. Dondurulmus Aygir Spermasi Uretimi. Anadolu Tarim Isletmesi, TIGEM, 2019.
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