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ÖNSÖZ 

DondurulmuĢ boğa spermasının, yardımcı üreme teknikleri ile kullanımı, tüm 

Dünyada sürü ıslahı amacıyla kullanılan en yaygın biyoteknolojik yöntemdir. Bu 

yöntemin yaygınlaĢtırılması her zaman hayvancılık politikaları içerisinde, stratejik 

bir planlama olmuĢtur. 

Suni tohumlama uygulamasının baĢarılı olması için, dondurulmuĢ spermanın 

kalite ve yaĢam gücü açısından değerlendirilmesi temel ilkedir. Bu amaçla, birçok in 

vitro sperma analiz yöntemleri (morfolojik değerlendirme, spermatozoon kinematik 

analizi, mikroskobik muayene vb.) bulunmaktadır. Bu in vitro analiz yöntemlerinin 

temel amacı, spermatozoon analizinde objektif değerlendirme yaparak spermatozoon 

fertilite yeteneğini ortaya koymaktır. Böylece kalitesi ve yaĢam kabiliyeti düĢük 

spermaların, hayvancılık iĢletmelerinde kullanımı önlenerek olası ekonomik 

kayıpların önüne geçilmesi hedeflenmektedir. Ülkemizde 7 milyon düzeyinde boğa 

altı hayvan olduğu düĢünüldüğünde, olası dondurulmuĢ spermaya bağlı verim 

kaybının ulusal çapta ekonomik kayıplara neden olması tartıĢılmazdır. Ayrıca bu 

durum büyükbaĢ hayvan yetiĢtiricisinin yardımcı üreme tekniklerinin yerine tabii 

tohumlamayı tercih etmesine neden olarak, koitus yoluyla bulaĢan hastalıkların 

yaygınlaĢmasına fırsat verebilir. Nitekim bu durum sadece hayvan sağlığını değil 

insan sağlığını da tehdit eden zoonoz hastalıkların yayılmasına ve gıda güvenliğinin 

sekteye uğramasına yol açabilir. Belirtilen durumlara sebebiyet vermemek için, 

sperma analiz metodlarını, geliĢen ileri analiz teknikleri ile revize etme ve 

optimizasyon çalıĢmaları her geçen gün devam etmektedir. Bu çalıĢmalar içerisinde 

sperma proteomik çalıĢmaları çok yönlü diyagnoz kapasitesiyle son dönemde ön 

plana çıkmaktadır. 

 “Ġnsan Genom Projesi” 20. yüzyılın sonunda baĢlayan, 10 yılı aĢkın süren çok 

uluslu bir projedir. Bu proje sonucunda genlerin birbirlerine göre konumları ve hangi 

kromozomlar üzerinde bulunduğunu belirten bir insan gen haritası çıkarılmıĢtır. Bu 

projede farklı organizmaların DNA dizilimleri karĢılaĢtırılarak çok sayıda yeni gen 
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keĢfedilmiĢtir. Ayrıca eĢ zamanlı olarak farklı hayvan türlerinde genom çalıĢmaları 

devam etmiĢtir. Laboratuvar ortamında gen nakavtı yöntemiyle yapıları bozulan 

genlerin, farelerde ortaya çıkardığı anomalilere bakılarak normal Ģartlarda ilgili genin 

ne tür iĢlevleri olduğu öğrenilmiĢtir. Bu proje gelecek dönemde moleküler 

disiplinlerin geliĢimine ivme kazandırmıĢtır. Bu disiplinlerden biri olan Proteom 

veya Proteomik; protein ve genom kelimelerinin birleĢtirilmesi ile oluĢturulan, bir 

organizmanın, genlerinin kodladığı proteinlerin profilini ve fonksiyonunu ortaya 

koyan bilim dalıdır. Son dönemde proteomik çalıĢmalar, endüstriyel üretimi yapılan 

hayvan türlerindeki, sperma proteinlerinin fertilite ile iliĢkisine odaklanmıĢtır. Global 

ticareti yapılan boğa spermasının proteomik çalıĢmaları sonucunda yaklaĢık 5 bin 

protein keĢfedilmiĢ, bu proteinlerden bir kısmı tanımlanmıĢ ve fertilite ile iliĢkisi 

ortaya konulmuĢtur. Bu proteinlerden biri olan AKAP4, spermatozoon flagellum 

yapısında bulunan ve spermatozoon motilite hareketinde diyagnoz bir protein olarak 

görülmektedir. Son dönemdeki çalıĢmalar aynı iĢleve AKAP4 proteinin prekürsörü 

olan proAKAP4 proteinin de sahip olduğu ve diyagnoz bir protein olarak 

kullanılabileceği yönündedir. Bu tez çalıĢmasında spermatozoon proAKAP4 

seviyesinin tespiti, oldukça yeni bir analiz metodu olan ELĠZA tekniği ile tespit 

edilerek, yaygın spermatozoon analiz yöntemleri ile karĢılaĢtırılması ve etkinliğinin 

araĢtırılması hedeflenmiĢtir. 

Doktora öğrenimim boyunca, tez çalıĢmamın planlanmasında ve 

yürütülmesinde her zaman desteğini hissettiğim danıĢman hocam sayın Prof. Dr. 

Ergun AKÇAY‟a; tecrübelerinden her zaman istifade ettiğim sayın Dr. Hüseyin 

KĠNET‟e; tez çalıĢmam süresince emeklerini ve yardımlarını esirgemeyen Doç. Dr. 

Doğukan ÖZEN, Dr. Öğr. Üyesi Koray TEKĠN, Dr. Fırat KORKMAZ ve Dr. Ufuk 

KAYA‟ya; Dölerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalı‟nın tüm akademik ve idari 

personeline; Uluslararası Hayvancılık AraĢtırma ve Eğitim Merkezi, Biyoteknoloji 

ve Fizyoloji Bölümü, Suni Tohumlama ġubesi mesai arkadaĢlarıma; her zaman beni 

destekleyen, tebessümleri ile beni her daim motive eden EĢim Serap ve Oğlum Yağız 

Efe‟ye teĢekkürlerimi sunarım. 
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1.GĠRĠġ 

         1.1. Türkiye Hayvancılık Politikalarında Suni Tohumlamanın Yeri 

Kontrollü yavru verimi elde etmek için kullanılan, suni tohumlama; uygun 

yöntem ve tekniklerle erkek damızlık hayvandan alınan spermanın, muayenesi 

yapılarak ve belli iĢlemlerden geçirildikten sonra yine uygun yöntem ve tekniklerle 

belli zamanda diĢi genital kanala aktarılması iĢlemidir. Ancak gebelik elde edilmesi 

sadece kullanılan spermaya değil, gebelik beklenen diĢi hayvanın genel sağlık 

durumu ve metabolizmasıyla da yakından iliĢkilidir. Ayrıca reprodüktif performansı 

etkileyen bakım, besleme, östrus takibi gibi sürü yönetimi unsurlarının da baĢarılı bir 

suni tohumlama için idaresi önem arz etmektedir (DaĢkın, 2011). 

Dünyadaki ilk suni tohumlama uygulamasının 14. yüzyılda bir Arap Ģeyhi 

tarafından atlarda gerçekleĢtirildiği bildirilmektedir. 1677 yılında Van Loenhoek‟in 

yeni keĢfettiği mikroskopta sperma içerisindeki spermatozoonları görmesi, suni 

tohumlama çalıĢmaları açısından önemli bir geliĢme olmuĢtur. Ġtalyan bilim insanı 

Spallanzani 1780 yılında suni tohumlama uygulamasıyla diĢi bir köpeğin gebe 

kalabileceğini, yaptığı çalıĢmasıyla ispatlamıĢtır. Çiftlik hayvanlarında, suni 

tohumlama çalıĢmaları üzerine yoğunlaĢan bilim insanı ise Rus Profesör Ġlia 

Ġvanoviç Ġvanov olmuĢtur (Büyükleblebici, 2012; Korkmaz YavaĢ, 2009). 

1925 yılında Tarım Bakanı Sabri Toprak, Sovyetler Birliğine yapmıĢ olduğu 

ziyarette kendisine atlarda uygulanan suni tohumlama uygulaması gösterilmiĢtir. Bu 

tekniğin hayvan ıslahı çalıĢmalarında kullanılabileceğine inanan Bakan, giriĢimlerde 

bulunarak konunun uzmanı bir kiĢinin, ülkemize getirilerek bu metodun icra 

edilmesini sağlamıĢtır. Bu sayede, Sovyetler Birliğinde suni tohumlamanın kurucusu 

sayılan Profesör Ġlia Ġvanoviç Ġvanov‟un asistanlarından Mihailov‟un 1926 yılında 

Karacabey Harasında, Veteriner Hekimlere atlarda suni tohumlama kursu 

düzenlemiĢtir. Bu geliĢmeler ıĢığında ülkemiz, çiftlik hayvanlarında suni 

tohumlamanın uygulandığı ikinci ülkedir.  Ġlerleyen yıllarda koyun ve sığır ırklarında 
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suni tohumlama alanında çalıĢmalara baĢlanılmıĢ ve bu alanlarda uzman yetiĢtirmek 

amacıyla Türk Veteriner Hekimleri Fahri Araz, Ġsmail Hakkı Ünveren ve Tahsin 

Muslu Rusya‟ya gönderilmiĢtir. Bu uzmanlar yurda döndüklerinde, sperma 

kriyoprezervasyonu ve suni tohumlama çalıĢmalarının alt yapısını inĢa etmiĢlerdir  

(Gökçen, 2015; Özkoca, 1984; Temel, 2015).  

Ġzmir Ġktisat Kongresinde yerli koyun ırklarımızdan elde edilen yapağının, 

kalın olması ve sadece halı üretiminde kullanılabilmesi nedeniyle, Atatürk‟ün emri 

ile yapağısı yünlü dokumaya uygun Macaristan ve Almanya‟dan merinos ırkı koçlar 

ithal edilmiĢtir. Bu merinos ırkı koçların, sulandırılan ve ısısı +5
o
C düĢürülen 

sperması ile halk elinde bulunan kıvırcık ırkı koyunlara suni tohumlama yapılmıĢtır. 

Yürütülen, yerli kıvırcık ırkı koyunların çevirme melezlemesi ıslah projesi ile suni 

tohumlama metodu, ilk kez hayvancılık politikalarında yerini almıĢtır. Bu proje 

kapsamında Bursa ve çevresinde gezici ve sabit suni tohumlama istasyonları ile 

1925-1935 yılları arasında 20.000 koyuna suni tohumlama yapıldığı belirtilmektedir. 

Ġlerleyen yıllarda benzer bir proje yerli sığır ırklarımız için hayata geçirilmiĢtir. Bu 

amaçla Simental ve Ġsviçre Esmeri ırkı boğalar ithal edilmiĢtir. 1930‟lu yıllarda, 

Simental ırkı hayvanların ülkemiz koĢullarına uyum sağlayamadığı ve tüberküloz 

hastalığına duyarlılığı nedeniyle, suni tohumlama amacıyla Ġsviçre Esmeri ırkı 

boğalardan alınan spermalar kullanılmıĢtır. Bu uygulamada, Karacabey Harası Suni 

Tohumlama Ġstasyonunda hazırlanan sulandırılmıĢ boğa spermaları soğuk zincir 

içeren çeĢitli vasıtalarla hayvancılık bölgelerine götürülmüĢ ve günlük tur sistemi ile 

suni tohumlama uygulamaları yapılmıĢtır (Çolak ve Javorka 2017; Genç ve Özgür 

2017; Gökçen, 2015; Koç, 2016;  Özkoca, 1984; Sevinç, 1979). 

Cumhuriyetin ilk yıllarında hayvan ıslahı çalıĢmaları bu Ģekilde devam ederken 

Ġkinci Dünya savaĢının patlak vermesi, ıslah çalıĢmalarını olumsuz etkilemiĢtir. 

Ülkedeki seferberlik durumu nedeniyle ilgili teknik personellerin askere alınmaları 

ve finansal kaynakların daha çok savaĢ bütçesine ayrılması nedeniyle hayvan ıslahı 

ve dolayısıyla da suni tohumlama çalıĢmaları aksamıĢ hatta durma noktasına 

gelmiĢtir. Bu nedenle uzun bir duraklama dönemi geçiren hayvan ıslahı 
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çalıĢmalarına, savaĢın sona ermesi ve ekonomik iyileĢme sonrasında baĢlanabilmiĢtir 

(Gökçen, 2015; Gül, 2004). 

Ġkinci Dünya savaĢı sonrası 1950‟li yıllarda, hayvan ıslahı ve suni tohumlama 

alanında önemli reformlar uygulamaya geçirilmiĢtir; ücretsiz suni tohumlama 

hizmeti veren merkezlerin sayısı arttırılmıĢtır. Suni tohumlama uygulaması yaparak 

gebelik sağlayan teknik personellere maddi haklar ve teĢvikler sağlanmıĢtır. Bu 

alanda çalıĢan personellere motorlu araçlar tanzim edilerek, suni tohumlama 

hizmetinin geniĢ çaplı yaygınlaĢtırılması amaçlanmıĢtır (Genç ve Özgür, 2017; 

Temel, 2015). 

Bu dönemin ilk yıllarında, 7 merkezde %71,2 baĢarı ile 2.892 ineğe ve 4 

merkezde %90 baĢarı ile 5.523 koyuna suni tohumlama yapılırken, 1959 yılında 58 

merkez, 67 istasyonda 34.500 ineğe (10 yılda 233.895), 161 istasyonda da 134.000 

koyuna (10 yılda 548.936) sulandırılan ve ısısı +5
o
C düĢürülen boğa ve koç 

spermaları ile suni tohumlama yapılmıĢtır. Bu alanda hizmet vermek amacıyla, 

enstitü kurulması, uzmanlık kursu düzenlenmesi, suni tohumlama laboratuvarları 

açılması gibi geliĢmeler kamu nezdinde yapılırken benzer haklar gerçek ve tüzel 

kiĢilere de tanınmıĢtır. Bu geliĢmeler ıĢığında suni tohumlama hizmeti Marmara ve 

Ege bölgesinden tüm ülke coğrafyasına uzanmıĢtır (Genç, 2011; Gökçen, 2015; 

Osmanağaoğlu, 2006; Özkoca, 1984). 

1930 yılında Macar Profesör Oszkar Wellamann‟ın incelemeleri sonucu 

sunduğu, ideal bölgelerde yerli ırk ineklerin, Ġsviçre Esmeri boğalarla tabii veya suni 

tohumlama amacıyla kullanılarak melezlenmesi, iklim Ģartlarının zor olduğu 

bölgelerde ise yerli ırk sığırların ıslahının geliĢtirilmesine yönelik olan havza modeli 

1970‟li yılların baĢına kadar devam etmiĢtir. 1972 yılında bu havza modeli 

yayınlanan Islahı Hayvanat Komisyonu kararıyla geniĢletilmiĢtir (Anonim, 1972; 

Çolak ve Javorka, 2017). Bu karara göre sıcak iklim ve mikroklima iklim görülen 

bölgelerde Holstein, Karadeniz bölgesinde Jersey, Ġç Anadolu ve soğuk iklim 

görülen bölgelerde ise Ġsviçre Esmeri boğaların tabii veya suni tohumlama ile 

kullanılarak yerli ırk hayvanların ıslah stratejisi benimsenmiĢtir. Ayrıca bu amaçla 
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damızlık materyal ithalatına izin verilmiĢtir. Bu dönemde (1960-1975) yaklaĢık 200 

suni tohumlama merkezinde %66 baĢarı ile 2 milyona yakın ineğe ve %77 baĢarı ile 

3 milyona yakın koyuna suni tohumlama uygulaması yapılmıĢtır (Gökçen, 2015; 

Osmanağaoğlu, 2006; Özkoca, 1984).   

Yakın geçmiĢe dair hayvancılık politikalarını da incelediğimizde, benzer suni 

tohumlama ile hayvan ıslahını amaçlayan projeler ve suni tohumlamanın 

yaygınlaĢmasını hedefleyen teĢvikler görülmektedir. Bu uygulamalara; Tarım ve 

Orman Bakanlığın ilgili birimleri tarafından sürdürülen, suni tohumlamadan doğan 

buzağılara maddi desteğin arttırılması, Kaliteli Besi Materyali Üretimi ve Jersey Irkı 

GeliĢtirilmesi Projesi, Buzağı Kayıplarının Önlenmesi Projesi ile örnek verebiliriz. 

Ayrıca kamu ve özel sektör ile yürütülen, suni tohumlama biyoteknolojisinin odak 

alındığı birçok Ar-Ge çalıĢmaları da devam etmektedir.  Sonuç olarak Cumhuriyet 

tarihi boyunca suni tohumlama, hayvan ıslahının geliĢtirilmesi için önemli bir 

stratejik plan olarak görülmüĢtür. Bu amaçla uzman personel yetiĢtirilmesi, kamu 

veya özel sektörün bu alandaki Ar-Ge çalıĢmalarının desteklenmesi ile suni 

tohumlamadan doğan buzağıların desteklenmesi gibi faaliyetleri, Tarım ve Orman 

bakanlığının bu yöndeki değiĢmez politikası olmuĢtur (Anonim, 2016; Anonim, 

2019). 

         1.2. DondurulmuĢ Boğa Sperması Endüstrisi  

Suni tohumlamanın ilk uygulandığı yıllarda, damızlık hayvanlarda toplanan 

spermalar taze olarak kullanılmaktaydı. Farklı kimyasallar ile sulandırılan (fosfat, 

sodyum sitrat, vb.) ve ısısı +5
o
C ye düĢürülen taze sperma numunelerinin 48 saat 

içerisinde kullanılması gerekmekteydi. Bu kısa kullanım süresi, tohumlama doz 

hacminin yüksek olması, çiftlik hayvanlarında kısa sürede artan suni tohumlama 

talebinin karĢılanmasını, oldukça zor kılmıĢtır. Bu nedenle bilim insanları, 

spermatozoonların fertilite yeteneğini kaybetmeden uzun süre saklama olanakları 

üzerine, araĢtırmalara yoğunlaĢmıĢtır. Bu amaçla spermanın kriyoprezervasyonu, 
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bilim insanları tarafından kabul gören ve suni tohumlama biyoteknolojisi ile özdeĢen 

bir yöntem olmuĢtur (Sönmez, 2010).  

1949 yılında Polge ve arkadaĢlarının, gliserolün kriyoprotektan özelliğini 

keĢfederek sperma sulandırıcısında kullanmaları, spermatozoon kriyoprezervasyon 

sürecinde milat olarak kabul edilmektedir. Ġlerleyen yıllarda spermanın dondurulma 

sürecine gliserilizasyon iĢlemi dâhil olarak, ampul veya pellet yöntemiyle spermanın 

kuru buz (-79
o
C) tekniği ile veya azot buharında (-120

o
C)  uzun süreli 

kriyoprezervasyonu mümkün kılınmıĢtır (Özkoca, 1984). 

Ampul veya pellet Ģeklinde, kuru buzda dondurulan sperma numuneleri taze 

spermaya kıyasla daha uzun süre saklama imkânı sağlamaktaydı. Ancak kuru buzda 

dondurulan spermaların, nakil ve kullanıma hazırlama sürecinde yaĢanan 

komplikasyonlar, suni tohumlama biyoteknolojisinin yaygınlaĢması açısından, kabul 

edilebilir değildi. Bu durumu ortadan kaldıracak geliĢme, 1960 yılların baĢında 

Fransız ĠMV firmasından geldi. GeliĢtirilen 0.5 ml hacimli 13 cm boyunda polivinil 

klorid den üretilen “payet” adı verilen tüp sayesinde, suni tohumlama biyoteknolojisi 

yeni bir döneme girmiĢti. Böylece spekulum-serviks pensi yöntemi yerine hala 

günümüzde kullanılan rekto-vaginal yöntemle uygulama yapılması mümkün 

kılınmıĢtır. Ayrıca bu geliĢme, spermanın -196
o
C de pratik saklama imkânı sağladığı 

gibi dondurulmuĢ spermanın kıtalar arası ticaretini mümkün kılarak, ülkeler arasında 

soluksuz rekabetle devam edecek olan dondurulmuĢ sperma endüstrisinin temelini 

oluĢturmuĢtur (Gökçen, 2015; Özkoca, 1984; Sönmez, 2010).  

Türkiye dondurulmuĢ sperma üretimindeki bu geliĢmeleri hep yakından takip 

etmiĢtir. Bu tekniğin öğrenilmesi ve ülkemize uyarlanması amacıyla Avrupa‟nın 

farklı ülkelerine Veteriner Hekimler gönderilmiĢtir. Gerekli altyapının oluĢturulması 

ve çalıĢmaların tamamlanması neticesinde 1972 yılının sonlarında dondurulmuĢ boğa 

sperması üretimi bugün ki adıyla Lalahan Uluslararası Hayvancılık AraĢtırma ve 

Eğitim Merkezi Müdürlüğünde gerçekleĢtirilmiĢtir. Daha sonra benzer boğa 

istasyonları Ġstanbul, Samsun ve Ġzmir‟de kurularak dönemin dondurulmuĢ boğa 

sperması talebi karĢılanmıĢtır. Günümüzde dondurulmuĢ boğa sperması, Ankara 
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Lalahan (UHAEM), Malatya Tigem Sultansuyu iĢletmeleri, özel sektörde Ġzmir 

Egevet, Konya Selfarma iĢletmeleri ve Ġzmir Menemen Damızlık Sığır YetiĢtiricileri 

Birliği tarafından üretilmekte ve satıĢa sunulmaktadır (Gökçen, 2015).     

Nitekim dondurulmuĢ boğa sperması endüstrisi güncel teknolojik geliĢmelerin 

paralelinde hızla ilerlemekte ve pazar payı giderek artmaktadır. Progeny testingin 

yanı sıra genomik seleksiyon verileri ile sperması üretilen boğaların, tahmini genetik 

aktarımı ve kızlarının geniĢ kapsamlı verim kompozisyonu, boğa kataloglarında 

belirtilmektedir (Ġnanç ve DaĢkın, 2015; Nur ve ark., 2017; Tırpan ve Tekin, 2014). 

Bunun yanı sıra satıĢa sunulan, cinsiyeti belirlenmiĢ, mikroakıĢkan spermatozoon 

ayrıĢtırma çipi ile seçilen veya yavaĢ salınımla çözünen gibi farklı dondurma 

standartlarındaki dondurulmuĢ spermalar iĢletmelerin talepleri doğrultusunda pazar 

bulmaktadır. Bu global pazarda, yıllık ortalama 25 milyon doz sperma ihracatı ile 

yaklaĢık 200 milyon dolar gelir elde eden Amerika BirleĢik Devletleri bu sektörün 

önde gelenlerindendir (Enginler ve ÖzdaĢ, 2016; Knowlton ve ark., 2015; NAAB, 

2019; Perteghella ve ark., 2017; Schuster ve ark., 2003). 

Son beĢ yılda, ülkemizde, toplam 130 boğadan 10 milyon dozun üzerinde yerli 

dondurulmuĢ sperma üretimi ve paralel rakamlarla satıĢı gerçekleĢtirilmiĢtir 

(HAYGEM, 2019). Buzağı desteği gibi, sperma üretiminde kullanılan boğaların 

yetiĢtiricilerine destek sağlanmasının, sperma üretimi için aday boğa arayıĢında 

bulunan, yerli dondurulmuĢ boğa sperması üreten firmalara, geniĢ bir boğa 

popülasyonundan suni tohumlama boğası seçilmesine fırsat vereceği muhtemeldir. 

Benzer geliĢmelerin doğrultusunda, yakın gelecekte yerli sperma üretim miktarının 

artarak, ithal sperma miktarının azalması ve böylece bölge ülkelere sperma 

ihracatının gelecekte olağan olduğu düĢünülmektedir.  

        

 



 

7 

 

1.3. Türkiye’de Ölçeklerine Göre Sığır ĠĢletmelerinin Reprodüktif 

Stratejileri  

Sığır iĢletmeleri, hayvan mevcudunu arttırmak ve sürdürülebilir bir kazanç elde 

etmek için reprodüktif stratejilerini doğru planlamadır. Ülkemizdeki sığır 

iĢletmelerinin reprodüktif prognozunu tespit etmek için iĢletme kapasitelerini 

değerlendirmek önemli bir belirteçtir. Çünkü iĢletmeler mevcut hayvan sayılarına 

göre, sürü yönetim sistemlerinden yararlanmakta ve veteriner hekim hizmeti talep 

etmektedir. YaklaĢık 14 milyon büyükbaĢ bulunan ülkemizde, hayvan varlığına göre 

iĢletmelerin dağılımı; Çizelge 1.1‟de belirtildiği gibi 200 baĢ ve üzeri %6,08, 50-199 

baĢ arası %16,45, 1-50 baĢ arası %77,47 oranındadır (Aytekin, 2011; TAGEM, 

2019).  

Çizelge 1.1. Ölçeklerine göre Sığır ĠĢletmelerinin sayısı ve oranları (TAGEM, 2019). 

ĠĢletme Hayvan 

Kapasitesi 

(BaĢ) 

ĠĢletme Sayısı (Adet) (%) Hayvan Sayısı (BaĢ) 

Hayvan Varlığına 

Göre Dağılımı 

(%) 

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 baĢ ve üzeri 1.757 0,11 823.466 6,08 

TOPLAM 1.525.601  13.558.542  

Hayvan sayılarına göre orta ve büyük ölçekli iĢletmeler, 50 baĢ ve üzeri sağmal 

hayvan bulunduran iĢletmelerdir. Bu iĢletmeler, genel olarak bünyesinde veteriner 

hekim istihdam eden veya veteriner hekim danıĢmanlık hizmeti alan entansif süt 

sığırı iĢletmelerdir. Bu iĢletmelerin, belirli bir östrus takip yöntemi ve sürü takip 

programı vardır. Nitekim veteriner hekim desteği aldığı için genellikle düzenli bir 

reprodüktif stratejileri vardır ve genetik ilerleme için suni tohumlama 

biyoteknolojisini tercih ederler. Yüksek süt veriminin yanı sıra, iĢletmelerindeki 

zayıf fenotip özelliklerini elimine edecek karakterde boğa sperması seçiminde 
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bulunurlar. Ayrıca bazıları cinsiyeti belirlenmiĢ sperma kullanarak damızlık diĢi 

hayvan sayılarını arttırma eğilimindedirler. Böylece sürü ıslahını pozitif yönde 

geliĢtirmeye çalıĢan bu iĢletmeler, ekonomik olarak daha uygun bulduğu ancak 

tereddütlü yaklaĢtıkları yerli üretim spermaları ise laktasyon sayısı yüksek veya döl 

tutma problemi görülen ineklerde kullanmaktadırlar. Nitekim ülkemizde sperma 

üretiminde kullanılan holstein boğaların çoğu, top 100 deki boğaların ithal 

embriyolarından elde edilen boğalardır. Ülkemiz süt gereksiniminin karĢılanmasında 

büyük paya sahip ve genelde ithal sperma kullanım eğiliminde olan bu iĢletmelerin, 

yerli spermadan doğan buzağıların verim özellikleri daha güvenilir ve yüksek sayıda 

sunularak, yerli sperma kullanımına yönelik eğilim arttırılmalıdır (Ata ve Ata, 2004; 

Evirgen, 2009; Gökçen, 2020; Özyurt, 2009; Pothmann ve ark., 2014; Tüzemen, 

2015; Yırtıcı ve ark., 2018). 

Aile tipi iĢletmeler olarak da sınıflandırılan, küçük ölçekli iĢletmeler, 1-50 baĢ 

arası büyükbaĢ bulunduran iĢletmelerdir. Genel olarak, yarı entansif olarak bakım ve 

besleme yapan, yaygın olarak kombine ırk ve yerli ırk sığır melezlerinin bulunduğu 

iĢletmelerdir. Yüksek süt verimi elde etmekten ziyade besi materyali almayı 

amaçlayan bu iĢletmelerin geneli özel veteriner hekimlerden hizmet alımı yaparak 

sürü sağlığı ve suni tohumlama gereksinimlerini karĢılamaktadırlar. Belli bir östrus 

takip sistemine sahip olmayan daha çok gözlem yolu ile östrus takibi yapmaya 

çalıĢan, iĢletmelerdir. Ülkemiz büyükbaĢ hayvan varlığının %77,47‟sini bu iĢletmeler 

oluĢturmaktadır. Östrus takip sistemi olmayan, kızgınlık gözlemini sabah ve akĢam 

yem veya sağım saatlerinde yapılan bu iĢletmelerde suni tohumlama uygulamaları 

ciddi bir komplikasyondur (Aksoy ve Yavuz, 2011; Aytekin, 2011; Önal ve Özder, 

2008; Pothmann ve ark., 2014; Roelofs ve ark., 2010; Tüzemen, 2015; Yener, 2017). 

Ne yazık ki bu iĢletmeler ST uygulamasını, genetik ilerlemeden ziyade gebelik elde 

etme aracı olarak görmektedirler. Bu yüzden düĢük bir ST baĢarı oranında, damızlık 

boğa kullanma eğilimindedirler. Planlama ve sağlık kontrolü yapılmadan boğaların 

damızlık amacıyla kullanımı, kalıtsal ve zoonoz hastalıkların yaygınlaĢmasına yol 

açarak önemli ekonomik kayıplara neden olabilir (Cirit ve ark., 2017). Nitekim 

sosyal medya aracılığı ile paylaĢılan patolojik olgular bu durumu doğrular 

niteliktedir (VHTP, 2018). Ayrıca özel veteriner hekimin iĢ yoğunluğu ve iĢletmeye 
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uzaklığı, aile tipi iĢletmeler için zamanında reprodüktif muayeneyi aksatan diğer 

unsurlardır (Demir ve ark., 2014; ġeker ve ark., 2012).  

         1.4. Reprodüktif BaĢarıda Sperma Analizlerinin Önemi  

Sığır yetiĢtiriciliğinde reprodüktif baĢarı; bakım, besleme, uygun sürü 

yönetimi, östrus takibi, ST zamanı, dondurulmuĢ - çözdürülmüĢ spermanın kalitesi, 

uygulayıcı teknik personel tecrübesi gibi birçok etki altında çok parametrik bir baĢarı 

olgusudur (Gökçen, 2020). Bu faktörler içerisindeki kaliteli dondurulmuĢ boğa 

sperması üretimi, boğa istasyonlarının sorumluluğunda ve ilgili ülkenin yasal 

otoritesinin denetimindedir. Üretilen dondurulmuĢ boğa spermaları satıĢa 

sunulmadan önce yasal olarak yetkilendirilmiĢ androloji laboratuvarlarında analiz 

edilmektedir (HAYGEM, 2019).  

Fazla sayıda diĢi materyal kullanım gereksinimi ve saha Ģartlarının optimize 

edilmesindeki zorluklar, araĢtırmacıları sperma kalitesinin tespitinde in vivo analizler 

yerine in vitro analizlere yönlendirmiĢtir. Her geçen zaman içerisinde in vitro 

analizlere yeni parametreler eklenerek, spermatozoonların fertilite ile iliĢkin 

fonksiyonları, morfolojisi ve moleküler yapısının, ileri teknoloji analiz sistemleri ile 

objektif incelenmesi hedeflenmektedir. Spermaya bağlı baĢarısız bir ST uygulaması, 

günümüzde bir süt sığırı için iĢletmesine en az 1.000 TL „lik ekonomik kayba neden 

olmaktadır. Sığır mevcudumuzun en az %1‟nin bu durumla karĢılaĢtığını düĢünürsek 

yıllık 14 milyon TL gibi ulusal bazda bir ekonomik kayıp söz konusudur. Dolayısıyla 

sperma analiz sürecinde, ileri teknoloji analiz sistemleri ile objektif değerlendirme 

yapılması, sığır yetiĢtiriciliğinde olası ekonomik kayıpları önlemek adına elzemdir 

(DaĢkın, 2011). 
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1.5. BaĢlıca Ġleri Teknoloji Spermatozoon Analiz Teknikleri 

1.5.1. Bilgisayar Destekli Spermatozoon Analiz Sistemleri (CASA) 

Ġn vitro ortamda, spermatozoon morfolojisi ve kinetik parametrelerini, ayrıntılı 

ve sistematik Ģekilde ortaya koyan bilgisayar destekli spermatozoon analiz sistemleri 

(CASA) günümüzde objektif spermatozoon kalitesinin değerlendirilmesinde yaygın 

kullanılan teknolojilerden biridir (ġerefoğlu, 2011). Bu teknolojinin temel 

bileĢenleri: mikroskop, mikroskop görüntülerini video olarak kaydeden dijital bir 

kamera ve video kaydında görülen spermatozoon morfolojik ve kinetik değerlerini 

nicel verilere dönüĢtüren, bir yazılım algoritmasına sahip bilgisayardan oluĢur 

(Vincent ve ark., 2018). 

Bilgisayar sistemine bağlı mikroskop tablasına, cihaza özgü lam veya 

konvansiyonel lam, lamel arasına konulan sperma numunesi yerleĢtirilir. Lam 

üzerinde, belirli mesafe arasındaki spermatozoon hareketlerinin kamera ile videosu 

kaydedilir. Lam içerisindeki 100 ila 1000 spermatozoon daha önce bilgisayar 

yazılımına iĢlenen referans değerlere göre, spermatozoonun motil, progresif, stabil 

gibi kinetik değerlerinin yanı sıra yoğunluk ve uygun boyama prosedürlerinin 

kullanılmasıyla da spermatozoon yaĢam yeteneği hakkında eĢ zamanlı, objektif bir 

tahmin değeri elde edilir. Bu analiz süreci ortalama 10 dakika sürmektedir (Ġnanç ve 

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

Spermatozoon kinematik parametreleri içerisinde toplam motil ve progresif 

motil spermatozoon yüzdeleri, spermatozoon kalitesinin değerlendirilmesinde önemli 

parametrelerdir. Spermatozoonun oositin katmanlarını ve zona pellucidayı geçmesi 

için motil olması ve gerekli enzimleri bu bölgeye ulaĢtırması gerektiği için 

spermatozoon motilitesi fertilizasyon esnasında kritik öneme sahiptir. Toplam motil 

spermatozoon; herhangi bir Ģekilde hareket kabiliyetine sahip spermatozoon toplamı 

olarak tanımlanır. Progresif motil olarak kabul edilen spermatozoonlar ise toplam 

motil spermatozoon içerisindeki ileri doğru düzgün doğrusal hareket eden 

spermatozoonu tanımlar. Progresif olmayan motil spermatozoon ise hareket 
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yeteneğine sahip ancak güçsüz, dairesel ya da anormal bir yörüngede hareket eden 

motil spermatozoondur. Ülkemizde ithal edilen ve üretilen dondurulmuĢ-

çözdürülmüĢ boğa spermalarının analizinde, 2019 yılı Tarım ve Orman Bakanlığı 

talimatlarına göre, CASA toplam motilite değeri en az %40 ve bir payetteki motil 

spermatozoon sayısı en az 5 milyon olmalıdır (Ġnanç ve ark., 2017; Tekin, 2011; 

Vincent ve ark., 2018).  

Motil spermatozoon hareketlerinin doğru tanımlanması, spermatozoon yaĢam 

yeteneğinin tahmini açısından önem arz etmektedir. Nitekim spermatozoon baĢ ve 

kuyruk salınımları ile oluĢturduğu hareket izdüĢümü, lateral (x ve y ekseninde) ve 

longitudinal (z ekseninde) düzlemde, iki boyutlu olarak detaylı bir Ģekilde analiz 

edilir, zaman, hız ve aldığı yol cinsinden nicel verilere çevrilir (Ġnanç ve ark., 2017). 

 

ġekil 1.1. Spermatozoon hareket iz düĢümünün hız ve yol tanımları (Amann ve Waberski 2014). 
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Belirli bir yörüngede spermatozoon salınımının, nicel veri olarak tanımları 

Ģunlardır;  

VCL (Curvelinear Velocity): Eğrisel Hız (μm/s). Spermatozoon baĢının 

ilerlerken katettiği 2-boyutlu gerçek eğrisel yoldaki hızıdır. Spermatozoon 

canlılığının bir göstergesidir (Mortimer, 2000). 

 VSL (Velocity Straight Line): Doğrusal Hız (μm/s). Spermatozoon baĢının 

tespit edilen ilk noktadan son noktaya gidene kadar olan hızıdır. VSL yörüngenin ilk 

ve son noktası arasındaki mesafeden belirlenir ve gözlem periyodunda kazanılan net 

alanı verir (Mortimer, 2000).  

VAP (Velocity Avarage Path): Ortalama yol hızı (μm/s). Spermatozoon baĢının 

ortalama yolaktaki hızıdır. Bu yolak eğrisel yolun CASA cihazlarındaki 

algoritmalara göre düzleĢtirilmesi ile hesaplanır. VAP spermatozoonun gözlem 

periyodu içinde hareket yönünde kat ettiği ortalama mesafedir. VAP anlaĢılması en 

zor hız değeridir çünkü VSL ile benzerlik gösterir (Mortimer, 2000). 

Spermatozoon baĢının çok düzenli doğrusal ve çok hafif yanal hareket ettiği 

durumlarda VAP neredeyse VSL ile aynı olmaktadır. Ancak doğrusal olmayan 

yörüngeler gibi düzensiz yollar olduğunda ya da spermatozoon baĢının aĢırı derecede 

yana sapmasında VAP, VSL den çok daha yüksek çıkmaktadır. Ortalama yol rota 

düzleĢtirme kullanılarak CASA tarafından belirlenmektedir. Basitçe bu, (x,y) 

koordinatlarının her iki tarafındaki nokta izlerinin ortalamasının alınması anlamına 

gelmektedir. Bu düzeltme o iz noktası için (x,y) koordinatı vermektedir. Prosedür 

düz bir yol elde edilene kadar rota boyunca her nokta için tekrarlanmaktadır. Gözlem 

süresi zarfında bu yolun uzunluğuna VAP denilmektedir. Bu algoritmalar cihazlar 

arasında farklılık gösterebileceği için VAP farklı CASA sistemleri arasında 

mukayese edilebilir bir ölçüt olarak kabul edilmemektedir (Mortimer, 2000). 
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ALH (Lateral Head Displacement): Spermatozoon baĢının ortalama yolda 

ilerlerken laterale doğru saptığı uzaklıktır (μm). ALH genliği, spermatozoon baĢının 

yanal hareket geniĢliği olarak tanımlanır. Spermatozoon baĢının toplam yol geniĢliği 

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

LIN (Linearity %): Lineerlik/Çizgisellik (%). Spermatozoonun doğrusal yer 

değiĢtirmesini (VSL/VCL x 100) belirtir. Spermatozoonun 2-boyutlu alanda 

gösterdiği lineer çizgi, 3-boyutlu ortam algoritması ile hesaplanmaktadır. Dairesel 

hareketi yüksek olan spermatozoonun linearitesi düĢük değerde çıkmaktadır. Yüksek 

lineariteye sahip spermatozoon ise düĢük ALH‟ ye sahip olmaktadır (Mortimer, 

1999).  

WOB (Wobble %): Spermatozoonun aldığı toplam yol zamanı boyunca sola, 

sağa sendeleme derecesini (VAP/VCL x100) belirtir (Mortimer, 2000).  

STR (Straightness %): Doğrusallık. Spermatozoonun doğrusal bir yörünge 

boyunca aldığı mesafeyi (VSL/VAP x100) ifade etmektedir. (Mortimer, 2000). 

 BCF (Beat Cross Frequency): Çapraz atım sıklığı. Spermatozoon kuyruğunun 

ritim frekansını tanımlamak için kullanılmaktadır (Mortimer, 2000). 

1.5.1.2. CASA Sistemlerinin Dezavantajları 

CASA analiz teknolojileri objektif bir analiz potansiyeline sahip olmasına 

rağmen, her bir CASA sisteminin farklı yazılıma sahip olması ve CASA 

sistemlerinin belirli bir standardizasyonunun olmaması, analizden önce sperma 

optimizasyonu gibi temel iĢlemlerde kullanıcıların uzmanlığı ve tecrübesine bağlı 

olarak analiz sonuçlarının değiĢebilmesi bu teknolojinin dezavantajlarıdır (Amann ve 

Waberski, 2014; Comhaire ve ark., 1992; Holt ve ark., 1994; Vincent ve ark., 2018). 
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Türlere göre farklılık gösteren spermatozoon analiz ayarları, kullanılan 

derinlikli lam, derinlikli lam odacık sayısı, incelenen alan, görüntü alma hızı, analiz 

sırasındaki sıcaklık, örnek alma ile analiz arasında geçen süre gibi birçok öğe 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 tablası sıcaklığı 37
o
C dir. 

Oda sıcaklığında veya 30
o
C yapılan analizlerin spermatozoon kinetik değerlerini 

önemli derecede etkilediği belirtilmiĢtir. Spermatozoon hız ve yol değerlerini analiz 

etmek için 30 veya 60 Hz kare hızı tercih edilir. Doğrusal hareketi düĢük, hızlı bir 

sperma numunesinin değerlendirilmesinde yüksek kare hızının alınması objektif bir 

analiz için önemlidir (Castellini ve ark., 2011; Mortimer ve Swan, 1999). 

Sperma dondurma sürecinde kullanılan sulandırıcılar, analiz öncesinde dikkate 

alınmalıdır. Yumurta sarısı ve süt tozu bazlı sperma sulandırıcıları, spermatozoon 

baĢına benzer partikül kalıntıları olduğu için CASA sistemlerinin doğru bir analiz 

yapmasına engel olur. Bu durumu elimine etmek için, sperma numunesi analiz öncesi 

DNA bağlayıcı florokrom boyalar (Hoechst 3342 vb.)  ile boyanarak, floresan 

mikroskop özelliği olan CASA cihazlarında güvenilir bir Ģekilde analiz edilebilir 

(Zinaman ve ark., 1996). 

1.5.1.3. CASA Analizlerinin Fertilite ile ĠliĢkisi 

CASA tarafından ortaya konulan spermatozoon kinetik parametreleri ile in 

vitro veya in vivo fertilizasyon arasındaki iliĢkiyi araĢtıran birçok araĢtırma 

bulunmaktadır. Amann (1989), dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ boğa spermalarında 

motilite kinetik parametrelerini incelemiĢ ve VCL, VSL, LIN, ALH ve BCF‟nin 

fertilite indeksi ile iliĢkili olduğunu tespit etmiĢtir. Benzer sonuçlar Farrell ve ark. 

(1998) tarafından da elde edilmiĢtir. Januskauskas ve ark. (2000), progresif boğa 

spermatozoonları ile fertilite arasında bir iliĢki olduğunu belirtmiĢtir. Benzer iliĢki in 
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vitro ortamda yapılan çalıĢmalarda da belirtilmiĢtir.  Kathiravan ve ark. (2011), 

progresif boğa spermatozoonları ile in vitro ortamda oosite bağlanma yeteneği 

arasında pozitif bir korelasyon olduğunu belirtmiĢtir. Jeulin ve ark. (1996), swim up 

tekniği ile seçilen motil spermatozoondaki ALH değerleri ile fertilizasyon arasında 

önemli bir iliĢki olduğunu belirtmiĢtir. Nagy ve ark. (2015), CASA sistemi yardımı 

ile spermatozoon kinetik parametrelerini değerlendirmiĢ ve yaklaĢık 9.000 adet 

hayvanı bu spermalar ile suni tohumlama uygulamıĢtır. Suni tohumlama 

uygulamaları sonrasında, hız parametrelerinden VCL, VSL, VAP değerlerinin diğer 

parametrelere göre daha kullanıĢlı olduğu tespit edilmiĢtir. Bu parametreler 

içerisinde de (VCL, VSL, VAP) VAP‟nin fertilitenin tahmin edilmesinde en 

kullanıĢlı parametre olduğu belirtilmiĢtir. Robaya ve ark. (2008), koç spermasının, 

çeĢitli hayvan türlerinin servikal mukusları (koyun, keçi, inek) ile yaptıkları 

çalıĢmada, koç spermasının motilite ve kinetik parametrelerinin koyun servikal 

mukusunda ilerleyiĢi ile VCL, VAP değerlerinin (p<0,05), keçi servikal 

mukusundaki ilerleyiĢinde VCL, VAP, STR ve LIN değerleri ile pozitif yönde 

(p<0,01), inek servikal mukusundaki ilerleyiĢinde ise sadece ALH ile negatif bir 

korelasyon (p<0,05) olduğu tespit edilmiĢtir (Ġnanç ve ark., 2017; Vincent ve ark., 

2018). 

Sonuç olarak CASA sistemleri, uygun sarf maliyetleri ile kısa sürede 

spermatozoon yoğunluk ve kinetik değerlerini analiz etmektedir. Ancak bu 

değerlendirmeler spermanın fertil yeteneğini ortaya koymak için yeterli değildir. 

Kapsamlı bir spermatozoon kalite analizi için spermatozoon DNA bütünlüğü, plazma 

membran bütünlüğü, morfolojik yapı ve viyabilite gibi analizlerin, sarf malzeme 

temini ve CASA cihazının uygun yazılım özelliğinin aktifleĢtirilmesi ile birlikte 

spermatozoon kalite değerlendirilmesinde kullanılması önerilmektedir. Mevcut 

CASA sisteminin bu tür analiz özellikleri bulunmuyorsa, ek analiz protokolleri ile 

belirtilen spermatolojik parametre analizlerinin, spermatozoon kalite 

standardizasyonu için eklenmesi gerekmektedir (Amann ve Waberski 2014; Ġnanç ve 

ark., 2018; Verstegen 2002; Vincent ve ark., 2018). 
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1.5.2. Spermatozoon Kalitesinin AkıĢ Sitometri (Flow Cytometry) Cihazı 

ile Değerlendirilmesi 

AkıĢ halindeki uygun süspansiyonla iĢaretlenen spermatozoonun, lazer ve 

dedektör bileĢenler ile spermatozoon fonksiyonlarının değerlendirilmesini sağlayan 

bir sistemdir. Üç bileĢenden oluĢan akıĢ sitometrisinde; ölçülecek partikülleri lazer 

önüne taĢıyan akıĢkanlar sistemi, ölçüm yapan lazerleri içeren ve partiküllerden 

dönen sinyalleri toplayan dedektörleri barındıran optik sistem, bu optik sinyalleri 

elektronik sinyallere çeviren ve değerlendirilebilir hale getiren elektronik sistemler 

bulunur (Korkmaz ve Çil, 2020). 

ÇalıĢma prensibi; uygun florokrom moleküller ile boyanan spermatozoon 

numunelerine, cihaz tarafından belirli bir ıĢık dalgasında uyarım yapılır, bu uyarım 

sonrası spermatozoona bağlı florokrom moleküller uyarım ıĢığını absorbe ederek, 

daha büyük bir dalga boyunda ıĢığın yansımasına neden olan bir reaksiyon verir. 

Yansıyan yüksek dalgalı floresans ıĢığı, dedektörler tarafından ölçülür ve bir yazılım 

programı ile kantitatif verilere dönüĢtürülür. Bu sistem 10.000 ila 20.000 

spermatozoonun, farklı fonksiyonlarını, kısa bir sürede analiz edilmesini mümkün 

kılmaktadır (Sergeant ve ark., 2019; Uğur ve ark., 2019). 

1.5.2.1. Spermatozoon Plazma Membran Bütünlüğü 

Spermatozoonun yaĢam yeteneğinin (viyabilite) belirlenmesinde önemli bir 

belirteç olan parametredir. Kriyoprezervasyon süreci, spermatozoon plazma 

membranına önemli ölçüde zarar verebilen bir süreçtir. Bu amaçla etidyum 

homodimer (EH), SYBR-14, Propidyum iyodür (PI), Yo-Pro-1, yaygın kullanılan 

florokrom boyalardır. Propidyum iyodür (PI), hasarlı plazma membrandan nüfuz 

ederek, spermatozoon DNA sına bağlanır, SYBR-14 hasarlı spermatozoon 

membranından geçemeyen ancak membran bütünlüğü olan spermatozoonun DNA 

sına bağlanabilen özelliktedir. Genellikle iki florokrom boya kombinasyon halinde 

kullanılır ve 488-nm lazer ıĢık dalgasıyla uyarıldığında, 515 nm-545 nm (SYBR-14) 
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ve 561nm-583nm (PI)  dalga boylarındaki ıĢık yansımaları gerçekleĢir ve emisyon 

filtreleri tarafından ölçülür. Benzer prensiple Yo-Pro-1 ve etidyum homodimer 

kombinasyonu, spermatozoon membran stabilitesinin tespitinde kullanılmaktadır. 

Ayrıca Gallardo Balonas ve ark. (2012), spermatozoon membran bütünlüğünün 

tespitinde Yo-Pro-1/PI kombinasyonun SYBR-14/PI boya kombinasyonundan daha 

iyi sonuç verdiğini belirtmiĢtir (Uğur ve ark.,  2019; Vincent ve ark., 2018). 

1.5.2.2. Spermatozoon Akrozom Bütünlüğü 

Akrozom yapısı, spermatozoon caput kısmının ön 2/3 kısmında yer alır. 

Yapısında bulundurduğu,  hyalüronidaz, akrozin, nörominidaz, asit fosfotaz gibi 

hidrolitik enzimler içerir. Bu enzimler sayesinde spermatozoon, oosit dıĢ duvarındaki 

zona pellusidadan penetrasyonunu sağlamaktadır. Bu nedenle spermatozoon fertil 

yeteneğinin tespitinde öncü parametrelerden biridir. Bu amaçla lektin bazlı hücre 

membranına bağlanabilen florokrom moleküller kullanılmaktadır. Floresan 

izotiyosiyanat (FITC), Arachis hypogaea (yer fıstığı) aglütinin (PNA), Pisum 

sativum (bezelye) aglütinin (PSA), yaygın olarak tercih edilen florokrom 

moleküllerdir. FITC-PNA, FITC-PSA kombinasyonları, sadece akrozom bütünlüğü 

amacıyla kullanılabileceği gibi bu kombinasyonlara Propidyum iyodür (PI) eklenerek 

spermatozoon plazma membran ve akrozom bütünlüğü aynı anda analiz edilebilir. 

Nitekim bu amaçla androloji laboratuvarları tarafından FITC-PNA/PI kombinasyonu 

yaygın olarak tercih edilmektedir (Lybaert ve ark., 2009; Nagy ve ark., 2003). 

1.5.2.3. Spermatozoon Mitokondriyal Membran Potansiyeli 

Mitokondriyal membran potansiyeli, spermatozoon hareket fonksiyonlarını 

devam ettirmek için ihtiyaç duyduğu ATP nin sağlanmasında, önemli bir parametre 

olarak görülmektedir. DüĢük mitokondriyal membran potansiyeli spermatozoon 

anomalisine ya da dondurma çözdürme sırasındaki kriyojenik hasara bağlı olarak 

ortaya çıkabilmektedir. Bu sebeple mitokondriyal membran potansiyelinin 
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belirlenmesi canlılık testleriyle birlikte önem taĢımaktadır. Bu amaçla, 3,3‟-

tetraethyl-benzimidazolyl-carbocyanine iyodür (JC-1), rhodamine 123 ve 

MitoTracker (MITO) sıklıkla kullanılan florokromlardır (Gloria ve ark., 2018; Pena 

ve ark., 2018). 

1.5.2.4. Spermatozoon Kapasitasyon Reaksiyonu 

Spermatozoon kapasitasyon reaksiyonu: seminal plazmadan köken alan ve 

spermatozoon membranında absorbe olan komponentlerin, uzaklaĢarak 

spermatozoonun fertil yeteneğini kazandığı reaksiyondur. Bazı türlerde kapasitasyon 

reaksiyonu kalsiyum iyonlarından bağımsız olarak meydana gelirken, boğa 

spermatozoonları kalsiyum (Ca
+2

) iyonlarına ihtiyaç duyarlar. Kapasitasyon 

esnasında membran yapısında meydana gelen değiĢiklikler, hücre dıĢı kalsiyum 

iyonlarının, hücre içine giriĢine olanak sağlar. Bu hücre içi kalsiyum seviyesinin 

tespiti, kapasitasyon reaksiyonun öngörülmesinde, dolayısıyla spermatozoon fertil 

yeteneğinin tespitinde kabul gören bir analizdir. Bu amaçla akıĢ sitometrisinde 

klortetrasiklin (CTC), Fluo-3 ve Fluo-4 yaygın kullanılan florokrom moleküllerdir 

(Gillan ve ark., 2005). 

1.5.2.5. Spermatozoon Oksidatif Stresinin Belirlenmesi 

Spermanın kriyoprezervasyon ve çözdürme sürecinde yaĢanan biyomoleküler 

değiĢiklikler,  hidrojen peroksit (H2O2), nitrik oksit (NO) ve süperoksit anyonu (O2
–
) 

gibi reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluĢumuna neden olur. DüĢük miktardaki reaktif 

oksijen türleri, spermatozoon kapasitasyon ve akrozom reaksiyonlarında indükleyici 

olduğu için kabul edilebilirdir. Ancak yüksek orandaki reaktif oksijen türleri, 

spermanın kendi antioksidan savunma sistemlerinin yetersiz kalmasına bağlı olarak, 

oksidatif stres etkisinin görülmesine neden olur. Nitekim oksidatif stres, 

spermatozoon DNA bütünlüğünün bozulmasına, membran lipid yapısının 

bozulmasına ve fertil yeteneğinin düĢmesine neden olduğu için tespiti önemli 
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spermatolojik analizlerdendir. Bu amaçla, 5-(ve-6)-karboksil-2′,7′-diklorofloresan 

diasetat (DCFDA), akıĢ sitometri cihazlarında, sıkça kullanılan florokrom 

moleküldür (Gürler ve ark., 2016; Korkmaz ve ark., 2017). 

1.5.2.6. Spermatozoon DNA Bütünlüğü 

Spermatozoon genetik materyali olan DNA‟nın bütünlüğü ve kromatin yapısı, 

fertilizasyon baĢarısı için spermatozoon kalite değerlendirmelerinde önem arz 

etmektedir. Spermatozoon DNA‟sının, paketleme hataları, metilasyonları ve histon 

katlanmaları, kalıtsal olduğu gibi oksidatif stres ve kriyoprezervasyon sürecine bağlı 

olarak geliĢebilir. DNA bütünlüğü, akıĢ sitometrisinde yaygın olarak, Terminal 

deoksinükleotidil transferaz (Tdt)-aracılı deoksiuridin trifosfat (dUTP)- biotin nick 

end-labelling (TUNEL) ya da spermatozoon kromatin yapı analizi (SCSA) 

protokolleri ile ortaya konulmaktadır (Korkmaz ve ark., 2017; Sharma ve ark., 2013). 

Sonuç olarak, akıĢ sitometri analiz sistemleri, multiparametrik ve yüksek 

popülasyon analizi ile kabul gören bir analiz sistemidir. Ancak yüksek maliyet, sarf 

giderleri ve kalifiye  personel eksikliği, akıĢ sitometri sisteminin, androloji 

laboratuvarlarında yaygınlaĢmasında engel teĢkil eden önemli unsurlar olmuĢtur 

(Vincent ve ark., 2018). 

1.5.3. Sperma Proteinlerinin Moleküler Analizi 

Proteinler, kendilerini kodlayan genetik bilginin, DNA replikasyonu ile  

mRNA‟lara iletilmesi (transkripsiyon) ve tRNA‟ların bu genetik kodlamaya göre 

amino asitleri sıralaması (translasyon) sonucu sentezlenen makro moleküllerdir. 

Monomer aminoasit mikro molekülleri (alanin, valin, sistein vb.) peptit bağlar ile 

bağlanır ve polipeptit makro molekülleri oluĢturur. Tek bir polipeptit molekül, 

protein olabileceği gibi birden fazla polipeptit yapıların birleĢimi ile de proteinler 

sentezlenir. Proteinlerin yapısında bulunan, peptit makro moleküllerinin, 
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identifikasyonu ile proteinler sınıflandırılır. Ayrıca metabolik reaksiyonlardaki 

fonksiyonları belirlenerek, proteomik karakterizasyonu tespit edilir (Thieman ve 

Palladino, 2013). 

Sperma (seminal plazma ve spermatozoon) kompozisyonunda çok sayıda 

protein bulunur. Bu proteinlerden bazılarının, identifikasyon ve proteomik 

çalıĢmaları sonucunda fonksiyonları belirlenmiĢ ve transkripsiyonu olan gen ile aynı 

isimle sınıflandırılmıĢtır. Sperma yapısında tespit edilen çok sayıda protein olmasına 

rağmen, proteomik karakterizasyonu tanımlanan sperma proteini sayısı, oldukça 

azdır (Bayram ve ark., 2016). Örneğin; Peddinti ve ark. (2008), yüksek fertilite (YF) 

ve düĢük fertilite (DF) özelliği gösteren dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ boğa 

spermatozoonlarında, yaklaĢık 6000 farklı protein izole etmiĢtir. Bu proteinlerden 

1518‟i her iki grupta (YF ve DF) da bulunurken, YF grubunda 2051, DF grubunda 

2281 proteinin farklı olduğu belirtilmiĢtir. Ġzolasyonu yapılan proteinlerden 125‟nin 

farklı olduğu, tam olarak identifiye edilemeyen bu proteinlerden, YF grubunda 74 

proteinin seviyesi yüksek iken, 51 proteinin seviyesinin düĢük olduğu belirtilmiĢtir.  

Proteomik karakterizasyonu tanımlanan proteinlerden bazıları, plazma 

membranının stabilizasyonu, motilite, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, viyabilite, 

fertilizasyon, oosite spermatozoon penetrasyonu ve fagositozun desteklenmesi için 

yararlı etki gösterirken, bazı proteinler ise zararlı etkiler göstermektedir. Son 

dönemde iki boyutlu poliakrilamid jel elektroforezi (2D-PAGE), sodyum dodesil 

sülfat-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), protein immünoblot (western 

blotlama), kütle spektrometresi (mass spectrometry), immünofloresan, enzim-bağımlı 

immünosorbent analizi (ELĠZA) gibi teknikler ile tespit edilen sperma protein 

seviyeleri, spermatozoon fertil yeteneğinin tespitinde biyobelirteç olarak 

görülmektedir (Moura ve ark., 2007; Soares ve ark., 2012; Tacheny ve ark., 2013). 

Sperma proteinleri, Avrupa Biyoinformatik Enstitüsü veri tabanındaki 

(https://www.ebi.ac.uk/) proteomik sınıflandırma dikkate alınarak belirtilmiĢtir. 

 

https://www.ebi.ac.uk/
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1.5.3.1. Spermatozoon Proteinleri ve Fertilite ile ĠliĢkisi 

Spermatozoon yapısında farklı moleküler ağırlıkta, hücre içi veya hücre dıĢı 

biyolojik aktivasyona sahip, majör ve minör proteinler bulunur. Majör spermatozoon 

proteinleri genellikle, moleküler ağırlığı büyük veya biyolojik aktivitesi baskın, 

hücre yapı proteinleridir. Minör spermatozoon proteinleri genellikle, molekül ağırlığı 

küçük, yoğun olarak spermatozoon membranında bulunan, identifikasyonu güç 

proteinlerdir. Minör proteinler, kendi aralarında 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 Bağlayıcı Proteini-4 (AKAP4) ve A-kinaz Bağlayıcı 

Protein-4 Prekürsör Proteini (proAKAP4) 

Spermatozoon proteomik çalıĢmaları sonucu tanımlanan bir protein olan, A-

kinaz bağlayıcı proteini 4 (AKAP4), spermatozoon flagellum fibröz kılıfının majör 

bir komponenti (~%50) olarak  spermatozoon motilitesinde etkilidir. Ayrıca 

kemotaksis ve kapasitasyon sürecinde de görev alarak fertilizasyon sürecinde önemli 

rol alan bir proteindir (Blommaert ve ark., 2019;  Delehedde ve ark., 2018; Fanny ve 

ark., 2018; Ficarro ve ark, 2003). 

AKAP4, memelilerde farklı dokularda (dalak, beyin, karaciğer, akciğer, iskelet 

kası) bulunmasının yanı sıra yoğun olarak testis dokusunda bulunur (Rahamim Ben-

Navi ve ark., 2016). Ġnsan, boğa ve fare spermatozoonunda AKAP4 miktarı ile total 

ve progresif motilite arasında pozitif korelasyon tespit edilen birçok çalıĢma 

bulunmaktadır (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 prekürsör bir proteindir. Son 

dönemdeki araĢtırmalar memeli spermatozoonunda AKAP4 proteinin ve onun 

prekürsörü olan proAKAP4 miktarları arasındaki pozitif korelasyon olduğunu 
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belirtmektedir (Blommaert ve ark., 2019; Delehedde ve ark., 2018; Le Couazer ve 

ark., 2019). Ġnsan ve aygır spermasıyla yapılan diğer çalıĢmalarda spermatozoon 

proAKAP4 seviyesi ile total ve progresif motilite arasında önemli bir korelasyon 

olduğu ve bu çalıĢmalarda proAKAP4‟ün AKAP4‟den sonra, spermatozoon 

flagellum fibröz kılıfının ikinci majör komponenti olduğu belirtilmiĢtir (Blommaert 

ve ark., 2018; Jumeau ve ark., 2018; Xu ve ark., 2012). 

1.5.3.1.2. Alfa-Enolaz (ENO1) 

Spermatozoon kuyruk kısmında bulunan majör bir proteindir. ENO1 

translasyonu sonrası spermatozoonun kapasitasyon sürecinde görev alır. Ayrıca ATP 

sentezi ve oksidatif strese karĢı koruyucu reaksiyon için spermatozoon enzimlerini 

düzenler. YF özelliği gösteren boğa spermalarında ENO1 protein seviyesi DF 

özelliği gösteren boğa spermalarına kıyasla daha yüksektir (Arcelay ve ark., 2008; 

Gitlits ve ark., 2000; Park ve ark., 2012).  

1.5.3.1.3. Apolipoprotein A-1 (APOA1) 

APOA1 seminal plazmadan, spermatozoon plazma membranına geçtiği 

düĢünülmektedir. Yüksek dansiteli lipoproteinin (HDL) sentezlenmesinde esas olan 

majör proteindir. Spermatozoon membran geçirgenliğini düzenler, böylece 

hiperaktivasyon, kapasitasyondan ve akrozom reaksiyonundan sorumlu moleküllerin 

uyarım basamaklarının indüksiyonunu sağlar (Ehrenwald ve ark., 1990; Therien ve 

ark.,1997; Travis ve Kopf, 2002). Ġnsanlarda infertilite olgularında spermatozoon 

APOA1 seviyesi yüksektir (Xu ve ark., 2012). Yumurta sarısı bazlı boğa sperma 

sulandırıcılarında da tespit edilen APOA1„in, dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ spermaların 

moleküler analizlerinde, biyobelirteç olarak değerlendirilmesi önerilmemektedir 

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

 Yoğun olarak testis dokusunda bulunur. Spermatogenezis sürecinde, 

spermatozoon kaput kısmının, perinüklear teka alanında, sitoskeleton yapıyı 

oluĢturan majör proteindir. Akrozom reaksiyonunda ve oosite spermatozoon 

penetrasyonunda görev aldığı düĢünülmektedir. Ġnsanlarda globozoospermi (yuvarlak 

baĢlı) vakalarının, calicin proteini eksikliğine bağlı olarak akrozom defektlerinin 

geliĢtiği ve düĢük fertiliteye neden olduğu düĢünülmektedir (Satar ve Narin, 2014; 

Sutovsky ve ark., 2003; Von ve ark., 1995). 

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

Histon (H2B) proteini, DNA yapısına sıkıca bağlanarak nükleozomların 

oluĢumunu sağlayan proteindir. SUBH2BV proteini, H2B proteinine %67 oranında 

benzer olduğu için, varyasyonu olduğu düĢünülmektedir. Moleküler ağırlığı 60 kDa 

olan, subakrozolmal bölgede bulunan, SUBH2BV proteini spermatozoon akrozom 

bütünlüğünün sağlanmasında önemli rol alan majör proteindir (Aul ve Oko, 2001; 

Oko ve Sutovsky, 2009). Yüksek fertilite görülen boğa spermalarında SUBH2BV 

seviyesi, daha düĢüktür (Peddinti ve ark., 2008). 

1.5.3.1.6. Protamin (PRM) 

Protaminler, spermatogenezisin haploid fazı sırasında, spermatozoon 

kromatinindeki histonların yerine geçer ve spermatozoon DNA yapısının yoğun ve 

stabil bir komplekse dönüĢmesine sağlar. Ġnsan, fare ve boğalarda protamin-1 ve 

protamin-2 olmak üzere iki varyasyonu bulunur. Protamin-1 ve protamin-2  seviyesi 

ile boğa fertilitesi arasında pozitif korelasyon vardır (Doğan 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 (UQCRC2) 

Spermatozoonun kaput ve kuyruk yapısında bulunan majör proteindir. 

Mitokondri organelinde reaktif oksijen türlerinin salınımına neden olarak oksidatif 

stresi arttırır. YF özelliği gösteren boğa spermalarında UQCRC2 protein seviyesi, DF 

özelliği gösteren boğa spermalarına kıyasla daha düĢüktür (Kwon ve ark., 2015; Park 

ve ark., 2012). 

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

Spermatozoonun sentrozom matriksinin temel komponenti olan ODF2 

spermatozoon yapısında yoğun bulunan majör protein grubundadır. Nitekim 

spermatozoon kuyruk yapısının aksonem orta ve uç kısmında yer alır, sitoskeleton 

yapının ana birleĢenlerindendir. Spermatozoon kinetik fonksiyonları ile 

iliĢkilendirilir. Ġnsanlarda asthenozoospermi ve infertilite olgularında, farelerde 

spermatozoon kuyruk anomalisi ve düĢük motilite olgularında ODF2 seviyesinin 

düĢük olduğu belirtilmiĢtir  (Ashrafzadeh ve ark., 2013; Baker ve ark., 2009; 

Tarnasky ve ark., 2010; Xu ve ark., 2012). 

1.5.3.1.9. Spermatogenezis ile ĠliĢkili Protein-18 (SPATA18)  

Spermatozoon yapısında ve spermatogenezis sürecinde testiste en fazla 

bulunan majör proteinlerden biridir. Spermatogenezis sürecinde olası bir DNA 

hasarına karĢı, hücresel cevabın organizasyonunu sağlar. Ayrıca SPATA18, 

spermatogenezis sürecinde gamet hücrelerinin normal farklılaĢmasının tespitinde 

biyobelirteç bir proteindir. Ġnsan ve boğa, teratozoospermi ve asthenozoospermi 

olgularında düĢük seviyede, yüksek fertilite görülen koç spermatozoonlarında yüksek 

seviyededir (Bornstein ve ark., 2011; Legare ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2020). 
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1.5.3.1.10. Voltaj Bağlı Anyon Kanal Proteini-2 (VDAC2) 

VDAC2 proteini testis dokusunda, spermatosit, spermatid ve spermatozoon 

yapısından izole edilen majör proteindir. Metabolik taĢıma, transdüksiyon ve 

kapasitasyon reaksiyonunda, tirozin fosforilasyonunda rol alan bir proteindir. YF 

özelliği gösteren boğa spermalarında VDAC-2 protein seviyesi DF özelliği gösteren 

boğa spermalarına kıyasla daha yüksektir (Hinsch ve ark., 2001; Park ve ark., 2012). 

 

ġekil 1.2. Bazı spermatozoon proteinlerinin lokasyonu (Rahman ve ark., 2013; Xu ve ark., 2012; Zhu 

ve ark., 2020).  
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1.5.3.2. BaĢlıca Spermatozoon Minör Proteinleri 

Minör proteinler, majör proteinler ile etkileĢime girerek, spermatogenezis, 

kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, fagositoz, spermatozoonun oosit içine 

penetrasyonu gibi kompleks reaksiyonlarda rol alan moleküllerdir. Albumin, Aktin 

benzeri protein-7B (ACTL-7B), açil koenzim-A-tiyoesteraz-9 (ACOT-9), 

spermatozoon iliĢkin antijen-6 (SPAG-6), sistein bakımından zengin salgı proteini 

(SMCP), tektin-1, transmembrane proteini-5 (TM-5), kalmodulin-1 (CALM-1), 

fosfatidil etanolamin bağlayıcı proteinler (PEBP1 ve PEBP4), spermadhezin-Z2 

(SPADH-2) minör protein seviyeleri, yüksek fertilite görülen boğa spermalarında 

yüksek olduğu tespit edilmiĢtir (Peddinti ve ark., 2008; Somashekar ve ark., 2017). 

Önde gelen diğer minör proteinler Çizelge 1.2‟de belirtilmiĢtir. 

Çizelge 1.2. BaĢlıca spermatozoon minör proteinleri. 

Protein Adı Sembol Moleküler fonksiyonu Kaynak 

Açil-koenzim-A-

tiyoesteraz-9 
ACOT9 Motilite Peddinti ve ark., 2008 

A-kinaz bağlayıcı proteini-3 AKAP3 Motilite D‟Amours ve ark., 2017 

Aktin Benzeri Protein-7B ACTL7B Sitoskeleton yapı proteini Peddinti ve ark., 2008 

Albumin ABL Kapasitasyon 
Westfalewicz ve ark., 2017 

ve Moura ve ark., 2010 

Anneksin-A2 ANXA-2 Kapasitasyon 
Peddinti ve ark., 2008 

Westfalewicz ve ark., 2017 

ATPaz alt birim beta-5 ATP-5B ATP bağlayıcı, Motilite D‟Amours ve ark., 2017. 

ATPaz alt birim-O ATP-5O 
Oksidatif fosforilasyon, 

Motilite 
Peddinti ve ark., 2008 

Klusterin CLU 
Apoptosis,  

Lipit metabolizması 

Westfalewicz ve ark., 2017 

Souza ve ark., 2012 

Fosfatidil-etanolamin 

bağlayıcı protein 1-4 

PEBP1, 

PEBP4 

Spermatogenezis, Motilite  

Plazma membran bütünlüğü  
Somashekar ve ark., 2017 

Fosfolipaz-A2 - Akrozom reaksiyonu Moura ve ark., 2006 

Heparin Bağlayıcı 

Proteinler 
HBP Akrozom reaksiyonu Pachón ve ark., 2012 

https://vertebrate.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/vgnc_id/VGNC:25551
https://vertebrate.genenames.org/data/gene-symbol-report/#!/vgnc_id/VGNC:25551
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Isı Ģoku proteini 60kDa HSPD1 
Kapasitasyon,  

Tirozin fosforilasyonu 
Habib ve ark. 2013 

Isı Ģoku proteini-70kda HSP70 
Antioksidan, Motilite, 

Oosit penetrasyonu 
Westfalewicz ve ark., 2017 

Kalmodulin-1 (kalsiyum 

bağlayıcı protein) 
CALM-1 Akrozom reaksiyonu  Somashekar ve ark., 2017 

Proto-onkogon-C Bağlayıcı 

Proteini 
MYCBP Spermatogenezis Selvaraju ve ark., 2018. 

Ribonükleaz aktive edici 

protein 
RNASE-4 Spermatozoon maturasyonu Selvaraju ve ark., 2018. 

Spermatozoa mitokondriyal 

ile iliĢkili sistein 

bakımından zengin protein 

SMCP 
Spermatozoon maturasyonu 

ve oosit penetrasyonu   
Byrne ve ark., 2012 

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

Spermatozoa iliĢkin antijen-

6 
SPAG6 Kapasitasyon Byrne ve ark., 2012 

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

Transmembrane proteini-5 - 
Kapasitasyon, 

Akrozom reaksiyonu 
Byrne ve ark., 2012 

Zona pellusida spermatozoa 

bağlayıcı proteini-2 ve 3 
ZP-2, ZP-3 

Fertilizasyon, 

Akrozom reaksiyonu 
Selvaraju ve ark., 2018. 

1.5.3.3. Seminal Plazma Proteinleri 

Seminal plazma, ejakülatın sıvı olan kısmıdır. Epididimal sıvı ile birlikte erkek 

aksesuar bezlerinin salgılarından oluĢur. Boğalarda seminal vezikül, prostat, 

bulboüretral bezler ve ampulla olmak üzere dört adet erkek aksesuar bezi bulunur. 

Seminal vezikül salgıları boğa seminal plazmasının büyük oranını oluĢturur. Seminal 

plazma esas olarak, ejakülasyon sırasında spermatozoonların taĢınmasını mümkün 

kılan, besleyici ve koruyucu bir sıvıdır. Seminal plazma proteinleri büyük bir kısmı 

spermatozoonların yüzeyine bağlanır ve kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, 

spermatozoon-oosit etkileĢimi gibi fertilizasyon aĢamalarında önemli rol oynar 

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

Boğalarda seminal vezikül tarafından salgılanan, asidik özellikteki sığır 

seminal plazma proteinleri, seminal sıvıdaki toplam protein içeriğinin ~%60 

oluĢturan majör proteinlerdir. Spermatogenezisde görev alan, seminal plazmadan 

spermatozoon membranına bağlanan proteinlerdir. ÇeĢitli kaynaklara göre 

sınıflandırılması değiĢmekle birlikte, boğalarda 4 farklı BSP proteini bulunmaktadır. 

Bunlar; BSP-1, BSP-2, BSP-3 ve BSP-30 kDa (kilo Dalton) olarak 

adlandırılmaktadır. Her dört protein de jelatin, heparin, apolipoprotein-A1, 

glikozaminoglikanlar, kolin fosfolipidler ve düĢük dansiteli lipoproteinlere bağlanma 

gibi benzer biyokimyasal özelliklere sahiptir. BSP-3 hariç bütün proteinler 

glikoprotein yapısındadır (Kumar ve ark., 2012; Moura ve ark., 2007; Wah ve ark., 

2002). 

Bu proteinler plazma membranındaki fosfolipidlerin fosforilkolin gruplarına 

bağlanarak membranı kaplamakta ve stabilize etmektedir. BSP-1, BSP-2 ve BSP-3 

spesifik olarak fosforilkolin gruplarına bağlanırken, BSP-30 kDA‟un daha geniĢ bir 

bağlanma spesifitesi bulunmaktadır (Juyena ve Stelletta, 2012). Olası bir erken 

akrozom reaksiyonunu engelleyen bu durum, spermatozoonun diĢi genital kanaldaki 

yüksek dansiteli proteinler (HDL) ile karĢılaĢmasına kadar devam etmektedir. BSP, 

HDL ile kompleks oluĢturmak için plazma membranından ayrılırken, aynı zamanda 

kolestrol ve belirli fosfolipidlerin de çıkıĢına neden olmaktadır. Bunun sonucu olarak 

spermatozoon membranın permabilitesi, kolestrol/fosfolipid oranı değiĢimi nedeniyle 

bozulmakta ve fosfolipaz-A2 enziminin aktivasyonu için, hücre içine kalsiyum 

giriĢini sağlamaktadır. Fosfolipaz-A2, fosfolipidleri, membran destabilizasyona 

neden olan lizofosfolipidlere dönüĢtürmekte bu da akrozom reaksiyonunu 

baĢlatmaktadır. Bu nedenle membrana BSP proteinlerinin bağlanması 

dekapasitasyonu sağlarken, membrandan ayrılması ise kapasitasyonu tetiklemektedir 

(Çil ve Akçay, 2017; Kutty ve ark., 2014). 

BSP proteinleri içerisinde en belirgin proteomik karakterizasyon çalıĢması 

BSP-3 proteini ile ilgilidir. Roncoletta ve ark. (2006), boğa spermatozoon 
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membranında 27 minör protein belirlemiĢ, majör protein olarak belirlenen BSP-3, 

düĢük fertiliteye sahip boğaların spermatozoon membranında 2,5 kat daha yüksek 

oranda olduğunu tespit etmiĢtir. Habib ve ark. (2013), BSP-3 protein seviyesinin, 

normospermi gösteren dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ boğa sermatozoonlarında, anormal 

baĢ yapısı gösteren spermatozoonlara kıyasla daha yüksek olduğunu belirtmiĢtir. 

Dolayısıyla düĢük fertilite yeteneğine sahip boğa spermatozoonlarının plazma 

membranlarında yüksek konsantrasyonda BSP-3 proteinleri bulunmaktadır. Seminal 

plazmada bol miktarda bulunan BSP1 proteinin ise doza bağlı bir Ģekilde, büyük bir 

olasılıkla Ca+2 ATPaz aktivasyonu yolu ile motiliteyi arttırdığı düĢünülmektedir 

(Sanchez ve ark., 2004). 

1.5.3.3.2. Diğer Seminal Plazma Proteinleri 

Laktoferrin, klusterin, lipokalin-tip-prostaglandin-D-senteaz, osteopontin, 

asidik seminal sıvı proteini (aSFP), ubikuitin ve 25 kDa protein beta (P25b) baĢlıca 

seminal plazma majör proteinleridir. Yüksek fertilite özelliği gösteren boğa 

spermalarında, lipokalin-tip-prostaglandin-D-senteaz, klusterin ve osteopontin 

proteinlerinin daha yüksek seviyede olduğu, düĢük fertilite özelliği gösteren boğa 

spermalarında, P25b seviyesinin düĢük, ubikuitin seviyesinin yüksek olduğu 

belirtilmiĢtir (Çil ve Akçay, 2017; Juyena ve Stelleta, 2012; Kumar ve ark., 2012; 

Moura ve ark., 2006). Kriyoprezervasyon sürecinde, boğa sperma sulandırıcılarına 

ilave edilen laktoferrin proteinin, dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ spermatozoon kinetik 

değerlerine olumlu etki yaptığı belirtilmiĢtir (Kobayashi ve ark., 2007).  

Kauda epididimisten sentezlenen, sığır beta-defensin 126 (BBD126) proteini, 

spermatozoonların kuyruk ve post akrozomal bölgesinden absorbe olur. Epididimal 

sıvı ve servikal mukus içerisinde spermatozoonların motilite ve diĢi genital kanaldaki 

göçünde önemli rol oynadığı belirtilmesine rağmen fertilite üzerindeki etkisi tam 

olarak bilinmemektedir. Ayrıca makaklardan izole edilen BBD126 ile muamele 

edilen boğa spermatozoonlarının, hareket yeteneklerine herhangi bir etkisinin 

olmadığı belirtilmiĢtir. Bu durum, aynı proteinlerin türler arasında farklı metabolik 
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reaksiyonlar ile aktive olduğu hipotezini desteklemektedir (Fernandez ve ark., 2016; 

Tollner ve ark., 2008; Whiston ve ark., 2017).  

Ġleri teknoloji analiz tekniklerinin içerisinde sperma proteinlerinin moleküler 

identifikasyonu ile fertilite yeteneğinin tespiti, son dönemde ön plana çıkan bir analiz 

yöntemidir. Sperma fertil yeteneğinin tespitinin yanı sıra, idiopatik erkek fertilite 

bozukluklarının etiyolojisinin belirlenmesinde ve bu olguların tedavi prognozu 

açısından da sperma proteinlerinin moleküler analizi önem arz etmektedir 

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

Spermatozoonun fertilizasyon sürecinde gerçekleĢtirdiği bir dizi kompleks 

reaksiyonlar, tek bir analiz yöntemi ile sperma fertilitesinin kapsamlı 

değerlendirilmesine henüz izin vermemektedir. GeliĢen teknoloji akabinde 

spermanın proteomik analizleri, fertilite için potansiyel proteinlerin tanımlanmasına 

imkan sunan, hızla geliĢen ve ileri teknoloji odaklı bir analiz tekniğidir. Boğa sperma 

kalitesinin biyobelirteç proteinler ile analizinin, kısa süre içerisinde rutin androloji 

testlerine eklenmesi birçok bilim insanı tarafından öngörülmektedir (Carrell ve ark., 

2016).   

Belirtilen bilimsel öngörüler doğrultusunda, bu çalıĢmanın amacı yaygın 

kullanılan spermatozoon morfolojik analizlerine ek olarak 3 saat süresince uygulanan 

spermatozoon termorezistans testi ile spermatozoon kinematik diyagnozunun ve 

prognozunun moleküler bir biyobelirteç olan proAKAP4 protein analizi ile 

araĢtırılmasıdır. Ayrıca bu amaçla kullanılan yeni bir ileri analiz tekniği olan 

proAKAP4 ELĠZA tespit kitinin, androloji laboratuvarlarına adaptasyonunun ve 

standardizasyonunun araĢtırılmasıdır. ÇalıĢma sonucunda suni tohumlama 

uygulamalarında kullanım standartlarına sahip dondurulmuĢ boğa spermalarının, 

sahip olması gereken proAKAP4 seviyesinin tespit edilmesi ve gelecek çalıĢmalara 

bir öngörü oluĢturması hedeflenmiĢtir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Gereç 

Tez çalıĢmasında, yetkili laboratuvar tarafından, “Suni Tohumlama Uygunluk” 

raporu alınmıĢ 6 farklı simental ırkı boğaya ait 30 farklı üretim tarihli 0,25ml 

payetler içerisindeki, dondurulmuĢ boğa spermaları kullanılmıĢtır. DondurulmuĢ 

sperma numuneleri özel bir firmadan (GENOVET) temin edilmiĢtir. ÇalıĢma 

prosedürü, Ankara Üniversitesi Rektörlüğü, Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 

BaĢkanlığı tarafından onaylanmıĢtır (Etik Kurul Onayı Karar Sayısı: 27, Karar 

Tarihi: 03/07/2019). Etik kurul onayı ekte sunulmuĢtur. 

ÇalıĢmanın, dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ boğa sperması proAKAP4 proteini 

seviyeleri, ELĠZA analizi ile özel bir biyoteknoloji firmasının (DĠAGEN A.ġ.) 

laboratuvarında gerçekleĢtirilmiĢtir. Sperma numunelerinin hipo-ozmotik ĢiĢme testi 

(HOST), Hankok solüsyonu ile morfolojik değerlendirme ve 0.-3. saat kinetik 

analizleri Ankara Üniversitesi Veteriner Fakültesi, Dölerme ve Suni Tohumlama 

Laboratuvarında bulunan alet ve ekipmanlar kullanılarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

2.2. Yöntem 

2.2.1.DondurulmuĢ-ÇözdürülmüĢ Boğa Spermalarının ELĠZA 

Yöntemiyle  proAKAP4 Protein Seviyelerinin Tespiti  

Boğa spermalarının proAKAP4 protein seviyeleri, ticari olarak temin edilen 

Bull 4MID
®
 Kit, (4BioDx, Fransa) ELĠZA test kiti kullanılarak tespit edildi. Bu 

analiz yönteminde, spermatozoon üzerinde bulunan proAKAP4 hedef antijenin, iki 

antikor molekülü arasına sıkıĢtırılması esas alınır. Mikroplaka yüzeyinde proAKAP4 

antijenine özgü yakalama antikoru bulunur ve bu antikora spermatozoon üzerinde 

bulunan proAKAP4 antijeni bağlanır. Daha sonra antijene özgü yaban turpu 
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peroksidazından (horseradish peroxidase) elde edilen proAKAP4 tespit antikoru 

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

oluĢturur. Oda sıcaklığında, belirtilen inkübasyon süresinde bekletildikten sonra renk 

reaksiyonun baĢlatılması için substrat madde eklenir. Mikroplaka yüzeyinde oluĢan 

renk yoğunluğunun, ELĠZA okuyucu cihazı (Biotek 800TS, ABD) ile ölçümünden 

yararlanarak spermatozoon proAKAP4 protein seviyeleri tespit edilir. ProAKAP4 

ELĠZA testinin uygulama aĢamaları, ġekil 2.1‟de Ģematize edilmiĢtir. 

 

ġekil 2.1. ProAKAP4 ELĠZA testinin uygulama aĢamaları; yüzeyinde antikor bulunan mikroplaka (1), 

mikroplakaya sperma numunesinin eklenmesi (2), mikroplaka yıkama iĢlemi (3-5), tespit antikorunun 

eklenmesi (4), substrat maddenin eklenmesi ve renk reaksiyonunun oluĢması (6), ELĠZA okuyucu 

cihaz ve uygun programlar ile sonuçların hesaplanması (7-8) (Baydemir, 2019; Ruelle ve ark., 2019). 

ELĠZA Kitinin Ġçeriği: 

Antikor ile kaplı 96 kuyulu mikroplaka, 

Yıkama solüsyonu (washing buffer solution), 

Liyofilize standart kimyasalı (lyophilized standart), 

Tampon solüsyonu (dilution buffer), 

Spermatozoon lizis solüsyonu (lysis buffer), 



 

33 

 

Tespit Antikoru (detection antibody), 

Substrat solüsyonu (substrate solution), 

Reaksiyonu sonlandırıcı solüsyonu (stop solution), 

Pozitif kontrol solüsyonu (positive control). 

2.2.1.1. ELĠZA Testinin Uygulanması 

Test kiti, saklama sıcaklığı olan +4
o
C  muhafaza edildi. Tespit antikoru 

dıĢındaki kit içeriğindeki ürünlerin, uygulamaya baĢlamadan önce ısısının oda 

sıcaklığına gelmesi sağlandı. 

Liyofilize standart kimyasalına 1 ml tampon solüsyonu eklenerek, standart stok 

solüsyonu elde edildi. Stok standart solüsyonundan 10 µl ve tampon solüsyonundan 

1990 µl eklenerek en yüksek standart konsantrasyon hazırlandı. Ayrı bir tüp 

içerisine, 400 µl en yüksek standart konsantrasyonu ile 600 µl tampon solüsyonu 

eklenerek 600 ng/ml proAKAP4 kontrol solüsyonu elde edildi (tüp no:1). Ġçerisinde 

500 µl tampon solüsyonu eklenen 6 farklı tüpe, ardıĢık olarak 500‟ er µl standart 

solüsyonu eklenerek farklı proAKAP4 yoğunluklarında kontrol solüsyonları elde 

edildi (tüp no: 2, 3, 4, 5, 6, 7). Ayrı bir tüpe ise sadece 500 µl tampon solüsyonu 

eklenerek negatif kontrol solüsyonu elde edildi (tüp no:8), (ġekil 2.2). 

Elde edilen kontrol solüsyonlarının her birinden 100‟er µl solüsyon ikiĢer 

mikroplaka kuyularına eklendi (A1- H1 ve A2-H2). A3 ve A4 mikroplaka kuyularına 

ise analiz kiti içerisinde bulunan pozitif kontrol solüsyonu eklendi. 

Her farklı üretim tarihinden 2‟Ģer payet sperma numunesi, 37
o
C‟de 30sn 

çözdürüldükten sonra bir ependorf tüp içerisine aktarılarak, vorteks ile homojen 

karıĢması sağlandı. Ġçerisinde 125 µl spermatozoon lizis solüsyonu bulunan, ayrı bir 

ependorf tüp içerisine, 25 µl sperma numunesi eklenerek 1 dakika süresince 
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vortekslendi. Bu karıĢıma son olarak 150 µl tampon solüsyon eklenerek, 1 dakika 

vortekslendi ve sperma numunesi ELĠZA analizi için hazır hale getirildi. Her bir 

üretim tarihinden hazırlanan sperma numunelerinden ikiĢer mikroplaka kuyularına 

100‟er µl sperma numunesi eklendi. 

 

ġekil 2.2. ProAKAP4 ELĠZA testinin uygulanıĢı. A: farklı yoğunluktaki kontrol solüsyonlarının 

hazırlanması. B: dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ sperma numunelerinin mikroplakalara eklenmesi. C: 

çalkalayıcı cihazında inkübasyon süreci. D: mikroplaka yıkama cihazında yıkama iĢleminin 

gerçekleĢtirilmesi. 

Sperma numuneleri eklenen mikroplaka, oda sıcaklığında 90 dakika süresince 

çalkalayıcıda (250 rpm) inkübasyona bırakıldı. Daha sonra 300 µl yıkama solüsyonu 

ile mikroplaka yıkama cihazında üç defa yıkama iĢlemi gerçekleĢtirildi. 60 µl tespit 

antikoru, 12 ml tampon solüsyonu ile seyreltilerek, mikroplaka yüzeyindeki bütün 

kuyulara 100‟er µl eklendi. Daha sonra oda sıcaklığında, çalkalayıcıda (250 rpm) 30 

dakika inkübe edildi. 
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ġekil 2.3. ELĠZA okuyucusunda mikroplakanın değerlendirilmesi. 

Ġnkübasyon sonrası tekrar, mikroplaka yıkama cihazında yıkama iĢlemi 

gerçekleĢtirildi. Ardından bütün kuyulara ıĢıktan sakınarak, 100 µl substrat madde 

eklendi ve oda sıcaklığında 30 dakika süresince, çalkalayıcıda (300 rpm) 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrası bütün kuyulara 50 µl reaksiyon 

sonlandırıcı solüsyon eklendi ve 2 dakika çalkalayıcıda (200 rpm) inkübe edildi. Son 

olarak mikroplaka, sonuçların değerlendirilmesi için ELĠZA okuyucusuna 

yerleĢtirildi ve analiz sonuçları ELĠZA okuyucusunda (Biotek 800TS, ABD) 450 nm 

dalga boyunda okutularak, kit prosedürüne göre belirlendi (ġekil 2.3). 

2.2.2. Spermatozoon Termorezistans Testi 

Sperma numunelerin yaĢam süresinin tespiti için termal stres testi uygulandı. 

Her farklı üretim tarihinden 2‟Ģer payet sperma numunesi, 37
o
C‟de 30sn 

çözdürüldükten sonra bir ependorf tüp içerisine aktarılarak, vortekslendi. Her farklı 

numuneden 50 μl sperma numunesi ayrı bir ependorf tüp içerisinde, önceden 

sıcaklığı 37
o
C‟de sabitlenen inkübatör (Uniterm, Türkiye) içerisinde 3 saat 

inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon öncesi ve sonrası spermatozoon CASA analizleri 

uygulandı (Ntemka ve ark., 2016).  
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2.2.3. Motilite, Progresif Motilite ve Spermatozoon Hareket Özellikleri       

DondurulmuĢ spermaların çözüm sonu motilitelerinin ve hareket özelliklerinin 

değerlendirilmesi için CASA, Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, Ġspanya) 

kullanıldı (ġekil 2.4). Her bir örnekten 5 μl alınarak lam üzerine damlatıldı ve üzeri 

22x22 lamel ile kapatılarak; sisteme bağlı faz-kontrast mikroskopta (Nikon ECLIPSE 

50i, Japonya) 10x10‟luk büyütmede kamera (Basler®, Almanya) eĢliğinde her bir 

örnek için, en az 5 farklı alandan alınan görüntüler analiz edildi. Analizde sırasıyla; 

spermatozoon toplam motilitesi (TM, %), progresif motilite (PM, %), eğrisel hız 

(VCL, μm/s), doğrusal hız (VSL, μm/s), ortalama yol hızı (VAP, μm/s), çizgisellik 

(LIN= VSL/VAP), doğrusallık (STR=VSL/VAP), yalpalama (WOB=VAP/VCL), 

kaput spermatozoonun ortalama yoldan laterale sapma uzaklığı (ALH, μm) ve çapraz 

geçiĢ frekans ritmi (BCF, Hz) değerleri tespit edildi (Tekin, 2017). 

 

ġekil 2.4. Spermatozoon CASA analizi görüntü diyagramı. Sarı: immotil spermatozoon. Kırmızı: 

progresif motil spermatozoon. Mavi: motil spermatozoon. 
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2.2.4. Anormal Spermatozoon Oranı 

Hancock tespit solüsyonu Çizelge 2.1‟de belirtildiği gibi hazırlandı. Hazırlanan 

Hancock tespit solüsyonundan 1 ml ve dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ sperma 

numunesinden 5 μl örnek, bir eppendorf tüpüne aktarıldı ve vorteksle homojen 

karıĢması sağlandı. Elde edilen karıĢımdan 5 μl örnek lam üzerine konulup lamel ile 

kapatıldı. Kapatılan lamel üzerine bir damla sedir yağı damlatılarak, 100 x büyütme 

ile ıĢık mikroskobunda değerlendirildi. En az 200 spermatozoon incelenerek yapısal 

olarak, akrozom, baĢ, boyun ve kuyruk anomalileri, % olarak değerlendirildi (Akal 

ve ark., 2017; Tekin ve DaĢkın, 2016). Hancock solüsyonu ile analiz edilen normal 

ve morfolojik anomalisi olan spermatozoon mikroskop görüntüleri ġekil 2.5‟de 

belirtilmiĢtir. 

Çizelge 2.1. Hancock solüsyonu hazırlanıĢı (Alemdar, 2018; Schafer ve Holzmann, 2000). 

 HazırlanıĢı 
Solüsyonun 

Toplam Hacmi 

Hancock solüsyonu 

için eklenecek miktar 

Sodyum 

Salin 

Solüsyonu 

9,01 g NaCl‟ye 500 ml bidistile su 
 

500 ml 150 ml 

Buffer 

Solüsyonu 

Buffer1 – 21,682 g Na2HPO4×2H2O ve 500 ml 

bidistile su 

Buffer2 – 22,254 g KH2PO4 ve 500 ml bidistile su 

200 ml Buffer1 ile 80 ml Buffer2 karıĢtırılır 

280 ml 150 ml 

Formalin % 37‟lik 62,5 ml 62,5 ml 

Bidistile 

Su 
- - 500 ml 
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ġekil 2.5. Normal ve anormal spermatozoonların morfolojik mikroskop görüntüleri. A: normal 

spermatozoon. B: anormal akrozom. C: anormal baĢ yapısı. D: distal droplet. E: anormal boyun. F: 

anormal kuyruk. 

2.2.5. Spermatozoon Plazma Membran Bütünlüğü  

Hipo-ozmotik ĢiĢme testi (HOST) uygulanarak spermatozoon plazma membran 

bütünlüğü analiz edildi. Bu amaçla 100 mOsm/lt‟lik bir solüsyon (9 g früktoz + 4,9 g 

sodyum sitrat, 1 lt distile su içerisinde çözüldü) kullanıldı. 50 μl dondurulmuĢ-

çözdürülmüĢ sperma örneği, 500 μl 100 mOsm hipo-ozmotik solüsyonu içerisinde 

37
o
C‟ de 60 dakika inkübasyona bırakıldı. Ġnkübasyon sonrası bu karıĢımdan 5 μl 

örnek, lam üzerine alınıp lamel ile kapatılarak, 400 x büyütme ile ıĢık 

mikroskobunda değerlendirildi. En az 200 spermatozoon incelendi, ĢiĢmiĢ veya 

kuyruğu kıvrılmıĢ spermatozoonlar HOST-pozitif olarak değerlendirildi (ġekil 2.6) 

(Akal ve ark., 2017; Nur ve ark., 2012). 

 

ġekil 2.6. HOST (+) ve HOST (-) spermatozoonların mikroskop görüntüsü. 

HOST (+) 

HOST (-) 
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2.2.6. Spermatozoon Yoğunluğunun Tespiti 

Spermatozoon yoğunluğu hemositometrik yöntemle saptandı. Bu amaçla 10 µl 

sperma örneğine 990 µl Hayem solüsyonu (1g NaCI, 5g Na2SO4, 0,5g HgCI2 ve 

200ml distile su) eklenerek 1/100 oranında sulandırıldı. Üzeri daha önceden lamelle 

kapatılan Thoma lamının her iki sayım kamarası kapillar pipet yardımıyla birer 

damla sperma içeren solüsyon ile dolduruldu. Spermatozoonların çökmesi için 

yaklaĢık 5 dakika beklendi ve Thoma lamında orta büyüklükte on kareye düĢen 

spermatozoonlar mikroskobun ×400 büyütmesinde sayılarak kaydedildi. Bulunan 

hücre sayısı ve sayılan kareler, büyük karenin hacmine bölünmesi ve 1000‟le 

çarpılmasıyla, ml‟deki spermatozoon sayısı elde edildi (Ġnanç ve ark., 2014; 

Prathalingam ve ark., 2006; Sönmez, 2010).  

2.2.7. Ġstatistiksel Değerlendirme 

Tüm değiĢkenler için tanımlayıcı istatistikler hesaplanarak “Aritmetik 

Ortalama ± Standart Hata” Ģeklinde gösterimde bulunuldu. Önemlilik testlerine 

geçilmeden önce veriler, parametrik test varsayımlarından normal dağılıma uygunluk 

yönünden Shapiro Wilk, varyansların homojenliği yönünden ise Levene testi ile 

incelendi. Ġlgili değiĢkenlere grup, zaman temel etkileri ile grup*zaman etkileĢim 

teriminin etkisinin araĢtırılmasında karma (mixed) modellerden yararlanıldı. Kurulan 

modelde, hayvan, rastgele etki (random effect), grup, zaman ve grup*zaman 

etkileĢim terimleri ise sabit (fixed) etki olarak yer aldı.  EtkileĢim teriminin anlamlı 

bulunduğu durumlar için Bonferroni düzeltmeli basit etkiler analizi (simple effect) 

uygulandı. Sperma numunelerinin, proAKAP4 seviyesi, toplam motilite, progresif 

motilite, VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF, hiperaktivite, plazma 

membran bütünlüğü, spermatozoon yoğunluğu, normal ve anormal spermatozoon 

değerleri arasındaki iliĢki Pearson korelasyon katsayısı ile incelendi. Gruplar 

arasında HOST-pozitif ve HOST-negatif spermatozoonların değerlendirilmesi, 

parametrik test varsayımları sağlayanlar için ANOVA ile sağlamayanlar için ise 

Kruskal-Wallis testi ile yapıldı. Ġstatistiksel değerlendirmelerde p<0.05 kriterinden 
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yararlanıldı. Tüm analizler Stata 12/MP4 (Lisans No: 50120500264) istatistik paket 

programı aracılığı ile gerçekleĢtirildi. 
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3. BULGULAR 

DondurulmuĢ-çözdürülmüĢ sperma numunelerine ait proAKAP4 seviyeleri 

(ng/10x10
6 

spermatozoa), Çizelge 3.1‟ de belirtilmiĢtir. Sperma numuneleri 

spermatozoon proAKAP4 seviyelerine göre üç grup altında (grup I: proAKAP4< 

25ng/10x10
6
s., grup II: 25ng/10x10

6
s.≤ proAKAP4<40ng/10x10

6
s., grup III: 

proAKAP4≥40ng/10x10
6
s.)   değerlendirildi.  

Çizelge 3.1. DondurulmuĢ-çözdürülmüĢ boğa spermalarının proAKAP4 seviyeleri (Arit. Ort. ± SH). 

n Parametre  Ort. ± SH En DüĢük En Yüksek 

30 proAKAP4  ng/10x106 spermatozoa 38,92±20,71 10,98 90,44 

Gruplar arasında 0. saatte uygulanan, toplam motilite (TM0) ve spermatozoon 

hareket özellikleri arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılık bulunmamasına 

rağmen (p>0,05), progresif motilite (PM0) farklılıkları istatistiksel açıdan anlamlı 

bulundu (p<0,05).  Ayrıca 37
o
C de 3 saat inkübasyon periyodu sonrası yapılan 

CASA analizlerinde, proAKAP4 gruplarına göre spermatozoon TM3 ve PM3 

değerleri arasındaki farklılıklar, istatistiksel açıdan anlamlı (p<0,05), spermatozoon 

hareket parametreleri arasındaki iliĢki istatistiksel açıdan anlamsız bulundu (p>0,05). 

Spermatozoon hareket özelliklerinden VAP, VSL, LIN, STR, WOB, BCF 

parametrelerine, zaman etkisi bakımından var olan farklılıklar istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu (p<0,05). Spermatozoon VCL, ALH ve hiperaktivite 

parametrelerine, zaman etkisi istatistiksel açıdan anlamsız bulundu (p>0,05). 

Spermatozoon proAKAP4 gruplarına göre 0. saat ve 3. saat toplam motilite, 

progresif motilite ve spermatozoon hareket özellikleri bulguları Çizelge 3.2, 3.3 ve 

3.4‟de sunulmuĢtur. 
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ÇalıĢmada sperma numunelerinin, proAKAP4 seviyesi, toplam motilite, progresif 

motilite, plazma membran bütünlüğü, spermatozoon yoğunluğu, normal ve anormal 

spermatozoon değerleri arasındaki korelasyon Çizelge 3.7‟ de özetlenmiĢtir. Spermatozoon 

proAKAP4 seviyesi ile spermatozoon yoğunluğu, TM0, PM0, hasarlı akrozom, baĢ boyun ve 

plazma membran bütünlüğü arasında istatistiksel açıdan önemli bir iliĢki tespit edilmemiĢtir. 

ProAKAP4 seviyesi ile morfolojik açıdan hasarlı kuyruk yapısına sahip spermatozoon oranı 

arasında kuvvetli negatif korelasyon (p<0,01), TM3 ve PM3 değerleri arasında kuvvetli, 

normal spermatozoon oranı arasında orta dereceli pozitif korelasyon tespit edilmiĢtir (p<0,01). 

Spermatozoon 0. ve 3. saat TM, PM ve proAKAP4 değerlerinin korelasyon grafiği ġekil 3.5 

ve 3.6‟da sunulmuĢtur. 

ġekil 3.5. Spermatozoon 0. ve 3. saat toplam motilite ve proAKAP4 değerleri, korelasyon grafiği. 

 

 : Toplam Motilite % (0.saat). : Toplam Motilite % (3.saat). 

      : Toplam Motilite % (0.saat).  : Toplam Motilite % (3.saat). 

 

 

 



 

46 

 

 

ġekil 3.6. Spermatozoon 0. ve 3. saat toplam motilite ve proAKAP4 değerleri, korelasyon grafiği. 

 

 : Progresif Motilite % (0.saat). : Progresif Motilite % (3.saat). 

      : Progresif Motilite % (0.saat).  : Progresif Motilite % (3.saat). 

 ÇalıĢmada sperma numunelerinin proAKAP4 seviyesi ile 0. ve 3. saat spermatozoon 

kinetik parametreleri (VCL, VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH, BCF, hiperaktivite) 

arasındaki korelasyon Çizelge 3.8‟ de özetlenmiĢtir. Spermatozoon kinetik parametrelerinden 

VCL3 ve VSL3 değerleri ile proAKAP4 arasında pozitif yönlü zayıf korelasyon bulunmuĢtur 

(p<0.05). Diğer spermatozoon kinetik parametreleri (VCL0, VAP0, VAP3, VSL0, ALH0, 

ALH3 BCF0, BCF3, STR0, STR3, LIN0, LIN3, WOB0, WOB3, Hiperaktivite0, Hiperaktivite3) 

ile proAKAP4 seviyesi arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir korelasyon bulunmamıĢtır 

(p>0.05). 
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ÇalıĢmada ortalama spermatozoon yoğunluğu 62,2±3,30 x 10
6
/ml belirlendi. 

Çözüm sonu proAKAP4 gruplarına göre spermatozoon morfolojik analizlerinde,  

akrozom, baĢ, boyun anomalileri ve spermatozoon yoğunluğu arasında, istatistiksel 

açıdan anlamlı bir farklılık bulunmadı (p>0,05). Spermatozoon proAKAP4 

gruplarına göre, yapısal olarak normal spermatozoon oranı ve kuyruk anomalisi olan 

spermatozoon oranı arasındaki farklılıklar, istatistiksel açıdan anlamlı bulundu 

(p<0,05). ProAKAP4 gruplarına göre spermatozoon morfolojik analiz bulguları 

Çizelge 3.9‟da özetlenmiĢtir. 

Çizelge 3.7. Spermatozoon morfolojik analiz bulgularının proAKAP4 grupları arasında 

karĢılaĢtırılması (Arit. Ort. ± SH).  

 

 Grup n Ort. ± SH P 

Normal 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 64,44 ± 2,44 A 

0,012 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 72 ± 1,99 B 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12 72,17 ± 1,32 B 

Anormal 

Akrozom 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 8,56 ± 1,27 

0,426 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 7,78 ± 1,46 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12 10 ± 1,24 

Anormal 

BaĢ 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 6,44 ± 0,69 

0,446 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 5,67 ± 0,65 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12          5,25 ± 0,57 

Anormal 

Boyun 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 6,89 ± 0,42 

0,256 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 8,67 ± 0,69 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12 8,25 ± 0,99 

Anormal 

Kuyruk 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 13,11 ± 0,9 A 

<0,001 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 5,89 ± 1,03 B 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12 4,33 ± 0,28 B 

A.B: Her bir değiĢken için aynı sütundaki farklı harfler istatistik açıdan anlamlı farklılığı ifade eder 

(p<0,05). 
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Spermatozoon HOST bulguları Çizelge 3.10‟da sunulmuĢtur. Spermatozoon 

proAKAP4 grupları ile plazma membran bütünlüğü değerleri (HOST pozitif ve 

HOST negatif) arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir farklılık bulunmamıĢtır 

(p>0,05). 

Çizelge 3.8. Spermatozoon HOST bulgularının proAKAP4 grupları arasında karĢılaĢtırılması (Arit. 

Ort. ± SH). 

 Grup n Ort. ± SH P 

HOST 

pozitif 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 44,22 ± 3,82 

0,808 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 42,67 ± 3,92 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12 45,92 ± 3,12 

HOST 

negatif 

(%) 

proAKAP4 < 25 ng/10x106 spermatozoa 9 56,89 ± 3,54 

0,680 25ng/10x106s. ≤ proAKAP4 < 40ng/10x106s. 9 57,33 ± 3,92 

proAKAP4 ≥ 40ng/10x106spermatozoa 12 53,25 ± 3,61 
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4. TARTIġMA 

Boğa spermasının kalitesinin değerlendirilmesinde, geçmiĢten günümüze 

birçok analiz tekniği geliĢtirilmiĢtir. Fakat henüz sperma fertilitesini tek baĢına 

öngörebilen bir analiz tekniği bulunamamıĢtır (Kaya ve Memili, 2016). Suni 

tohumlama endüstrisi, boğanın ve dolayısıyla spermasının fertilite yeteneğini, kısa 

sürede, uygun maliyet ve yüksek doğruluk oranı ile önceden tahmin etme 

ihtiyacındadır (DaĢkın, 2005). Ülkemizde ithal ve yerli üretim dondurulmuĢ boğa 

spermalarının kullanım izni amacıyla, Tarım ve Orman Bakanlığı tarafından 

yetkilendirilmiĢ laboratuvarlarda, spermanın fiziksel ve morfolojik analizleri 

yapılmaktadır. Son dönemde hızla geliĢen proteomik teknolojisi, sperma fertilitesinin 

değerlendirilmesinde büyük bir beklenti uyandırmaktadır (Kasimanickam ve ark., 

2019). Bu çalıĢmanın amacı proteomik analiz tekniğini ELĠZA testi ile adapte eden 

Bull 4MID
®
 proAKAP4 analiz kitinin, konvansiyonel sperma analiz teknikleri ile 

karĢılaĢtırarak, uygunluğunun ve standardizasyonunun araĢtırılmasıdır. Bu amaç 

doğrultusunda tespit edilen spermatozoon proAKAP4 seviyeleri ile spermatozoon 

motilite, progresif motilite, spermatozoon hareket parametreleri, spermatozoon 

yoğunluğu, anormal spermatozoon oranı ve plazma membran bütünlüğü arasındaki 

iliĢki belirlenmeye çalıĢılmıĢtır. 

Spermatozoon baĢ, boyun ve kuyruk olmak üzere üç ana kısımdan oluĢur. BaĢ 

kısmında akrozom ve nükleus, boyun kısmında dıĢtan içe doğru; plazma membranı, 

mitokondri, aksonem ve dıĢ-yoğun fibriller (outer dense fibres) bulunur. Kuyruk 

bölgesi esas ve son kısım olmak üzere iki bölümde sınıflandırılır. Esas kısımda 

flagellum ve bu yapı içerisinde dıĢtan içe doğru; plazma membranı, yoğun fibröz 

kılıf, mikrotübül çiftlerinden oluĢan aksonem ve dıĢ-yoğun fibrilleri bulunur. Kuyruk 

esas kısmının çapı, distale doğru gittikçe incelir ve kuyruk son kısmını oluĢturur. 

Kuyruk bölgesinin son kısmında ise; plazma membranı, dıĢ-yoğun fibrilleri ve 

santral mikrotübül çifti bulunur (Pereira ve ark., 2017). 
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AKAP4 proteini, ilk olarak insan X kromozomunun, Xp 11.22 lokusunda 

bulunan gen tarafından sentezlendiği tespit edilmiĢ ve 82 kDa atomik kütlesinde 

olduğu için AKAP82 olarak ifade edilmiĢtir. Ancak farklı memeli türlerinde 

gerçekleĢtirilen daha sonraki çalıĢmalarda, farklı büyüklükte olmasına karĢın yüksek 

oranda homolog yapıda olduğu için AKAP4 olarak isimlendirilmiĢtir (Luconi ve 

ark., 2011; Moss ve ark.,1999; Turner ve ark., 1998). Son çalıĢmalarda AKAP4 

protein seviyesi ile sperma kalitesi arasındaki bağlantıyı araĢtıran birçok çalıĢma 

bulunmaktadır (Legare ve ark., 2017; Miki ve ark., 2002; Pierra ve ark., 2017; 

Rahamim Ben-Navi ve ark., 2016). AKAP4 proteini spermatogenezis sürecinde, oval 

spermatidlerin geliĢimi aĢamasında prokürserü olan proAKAP4 proteini ile 

sentezlenmektedir. Bu gerekçe ile geçmiĢ çalıĢmalarda olgun spermatozoon 

hücresinde AKAP4‟ün bulunmasına rağmen proAKAP4‟ün bulunmayacağı 

düĢünülmekteydi (Luconi ve ark., 2011). Ancak farklı hayvan türlerindeki güncel 

çalıĢmalar, olgun spermatozoon yapısında AKAP4‟ün yanı sıra proAKAP4‟ün de 

bulunduğunu belirtmektedir. Blommaert ve ark. (2019), dondurulmuĢ aygır sperması 

ile yaptıkları çalıĢmada AKAP4 ve proAKAP4 protein seviyelerini farklı yöntemlerle 

(western blotlama, ELĠZA ve akıĢ sitometrisi) tespit etmiĢlerdir. Elde ettikleri 

sonuçlar doğrultusunda AKAP4 ve proAKAP4 seviyeleri arasında pozitif korelasyon 

olduğunu ayrıca immunofloresan ve elektron mikroskobuyla yaptıkları incelemelerde 

flagellum fibröz iskeletinde hem proAKAP4 hem de AKAP4‟ün bulunduğunu 

belirtmiĢlerdir. Farklı hayvan türlerinde ve insan sperması ile yapılan benzer 

çalıĢmalarda olgun spermatozoon yapısında da proAKAP4 proteinin bulunduğunu 

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 iliĢkili yaklaĢık beĢ bin protein olduğu 

tahmin edilmektedir (Jodar ve ark., 2017). Bu protein moleküllerinden izole edilen 

ve motilite ile iliĢkili olduğu tespit edilenlerden baĢlıcaları: BSP, ODF2, ACOT9, 

AKAP3, AKAP4, proAKAP4 ATP-5O, SPADH2, TEKT-1, GAPDHS, aSFP, FMP, 

HBP, HSP, fosfolipazlar ve interlokinlerdir. Bu proteinlerin çoğunluğu seminal 

plazma kökenlidir. Seminal plazma kompozisyonu birey, beslenme, sağım sıklığı 

gibi çeĢitli dıĢ faktörlere göre değiĢkenlik göstermektedir. Ayrıca kriyoprezervasyon 
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sürecinde spermanın kriyoprotektan ajanlarla yoğun olarak sulandırılması, 

dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ spermanın kalite analizlerinde seminal plazma 

proteinlerinin bir biyobelirteç olarak tespitini güç kılmaktadır (Byrne ve ark., 2012; 

Çil ve Akçay 2017; D‟Amours ve ark., 2017; Kasimanickam ve ark., 2019; Peddinti 

ve ark., 2008). Bu sebeplerle dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ spermanın kalite 

analizlerinde seminal plazma proteinlerinin yerine spermatozoon yapı proteinlerinin 

biyobelirteç olarak kullanılmasının daha güvenilir olduğu düĢünülmektedir. 

ProAKAP4, spermatozoon flagellum yapısının majör komponenti olması ve ELĠZA 

yöntemi ile hızlı tespit edilebilmesi nedeniyle diğer yapı proteinlerine kıyasla 

biyobelirteç bir protein olarak ön plana çıkmaktadır (Delehedde ve ark., 2019; 

Sergeant ve ark., 2019). 

Spermatozoon flagellum yapısının ritmik hareketleri, spermatozoonun motilite 

veya progresif motilite karakterindeki kinetik davranıĢında önemli rol oynar. Ancak 

fertilizasyon için motilite tek baĢına yeterli değildir (Kaya ve Memili, 2016). Bu 

fiziksel migrasyon rheotaksis, termotaksis, kemotaksis biyokimyasal yönlendirme 

mekanizmaları ve kapasitasyon, akrozom reaksiyonlarının paralelinde sürmelidir 

(Ömür, 2014; Suarez, 2016). Ġneklerde östrus süresi ort. 12 saat sürmektedir, 

ovulasyon ise östrus bitiminden ort. 12 saat sonra gerçekleĢmektedir. Bu zaman 

periyotları içerisinde spermatozoon canlılığını korumak ve fertil yeteneğini 

kazanmak için kapasitasyon reaksiyonunu gerçekleĢtirmek zorundadır (DaĢkın, 

2005). Rekto-vaginal suni tohumlama tekniği ile korpus uteriye bırakılan 

spermatozoonların, önce 2,5-4cm uzunluğundaki korpus uteriyi ve 20-40 cm 

uzunluğundaki kornu uteriyi geçerek uterotubal bağlantıya ulaĢması gerekmektedir. 

Bu süreç spermatozoon yüzme hızına göre ortalama bir saat sürmektedir (Hunter ve 

Wilmut, 1984; Suarez, 2016). Ġneklerde uterotubal bağlantı oldukça dar ve mukozal 

kıvrımlı yapısı ile spermatozoon geçiĢinde anatomik ve müköz bariyer 

oluĢturmaktadır. Bu uterotubal bağlantının dar lümeni serviks uteri gibi filtrasyon 

görevini üstlenmekte morfolojik olarak anormal spermatozoon ve motilitesi düĢük 

spermatozoonların geçiĢini engellemektedir. Linear motil veya progresif motil 

spermatozoonlar, asimetrik flagellar dalgalanma nedeniyle dairesel veya nonlinear 

hareket karakteri gösteren spermatozoonlara kıyasla uterotubal bağlantıdan daha 
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baĢarılı bir Ģekilde geçmektedir (Gaddum-Rosse, 1981; Suarez, 2016). Bu anatomik 

yapıyı geçerek ovidukta ulaĢan spermatozoonlar, spermatozoonları yönlendiren 

rheotaksis, termotaksis ve kemotaksis biyokimyasal mekanizmalarının yoğun 

etkisinde migrasyon gösterir. Ġstmus tuba uterinanın mukuslu ve dar lümeni 

spermatozoonları yavaĢlatarak epitel yüzeyine bağlanma imkanını arttırır ve 

spermatozoonlar için rezervuar iĢlevi görür (Coy ve ark., 2012; Gualtieri ve Talevi 

2003).  

Kapasitasyon spermatozoonun, oositi tanıyabilir ve penetre olma yeteneğini 

yani fertil potansiyeli kazandıran fizyolojik değiĢikliklerdir (Liu, 2016). Plazma 

membran modifikasyonu ve hiperaktivasyon kapasitasyonun temel aĢamalarıdır. 

Spermatozoon plazma mebran modifikasyonu ile membran lipid ve proteinleri 

yeniden düzenlenir kolesterol uzaklaĢtırılır. Bu modifikasyonun uyarılmasında 

spermatozoonların ovidukt epitel yüzeyi ile temasıda etkilidir (Lefebvre ve Suarez, 

1996). Bu durum flagella üzerindeki katyon kanallarını (CatSper) uyarır ve hücre içi 

Ca
+2 

iyonu geçiĢini artırır. Bu hücre içi sinyalizasyon dinamiği cAMP/PKA bağımlı 

sinyal yolağının regülasyonunda gerçekleĢir. Böylece flagellumun dalga genliği 

geniĢler ve spermatozoonların hiperaktif karakterde, kuvvetli Ģekilde sıvı akımına 

karĢı yüzmesini sağlar. Bu reaksiyonlar rheotaksis mekanizmasının temelini 

oluĢturur. Rheotaksis ampulla tube uterinadan isthmus tuba uterinaya doğru oluĢan 

sıvı akım gradyanı içerisinde spermatozoonların yön bulmalarını sağlayan 

biyokimyasal mekanizmadır (Li ve Wınuthayanon 2017; Miki ve Claphan, 2013; 

Olson ve ark., 2011). Bu nedenlerle tez çalıĢmasında hiperakif spermatozoon oranı 

açısından proAKAP4 grupları arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir fark olmadığı 

düĢünülmektedir. 

Spermatozoonun kararlı hareket için gereksinim duyduğu yoğun enerji glikoliz 

ve oksidatif fosforilasyon yoluyla adenozin trifosfat (ATP) tarafından 

karĢılanmaktadır. Plazma membran yapısının yeniden düzenlenmesi hücre içi 

kalsiyum seviyesini arttırır. Bu durum adenozin trifosfat (ATP) hidrolizi sonucu, 

açığa çıkan fosfat grubunun, PKA enzimleri aracılığı ile AKAP4‟e bağlanarak tirozin 

fosforilasyonunu uyarmakta ve hücre içi cAMP seviyesinin artıĢına neden olmaktadır 
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(Balbach ve ark., 2018; Ickowicz ve ark., 2012; Mohanarao ve Atreja 2011). 

Spermatozoonun hareket kabiliyeti, sitoskeleton yapı, metabolik yolaklar ve 

regülatör mekanizmalar ile biyokimyasal enerjinin mekanik enerjiye dönüĢtüğü 

kompleks bir olgudur. Hücre sinyal yolaklarından cAMP/PKA, AKAP4 ve prekürsör 

proteinin rol aldığı, spermatozoon motilitesi, kapasitasyonu ve akrozom 

reaksiyonunda etkin rol oynayan bir metabolik yolaktır (Balbach ve ark., 2018; 

Huang ve ark., 2005).  

Bu araĢtırmada, numunelerin 37
o
C‟de 3 saat inkübasyon periyodu sonrasında 

yapılan CASA analizlerinde toplam motilite ve progresif motilite değerleri ile 

proAKAP4 seviyeleri arasındaki iliĢki istatistiksel açıdan anlamlı bulundu ve pozitif 

korelasyon tespit edildi. Bu sonuç proAKAP4‟ün spermatozoon fibröz iskelet 

proteini olmasının yanı sıra, AKAP4‟ün siklik-AMP (cAMP), protein kinaz A (PKA) 

bağımlı fosforilasyonda, motilitenin devamlılığı ve hücre sinyalizasyonunda görev 

aldığını destekler niteliktedir. Buna bağlı olarak, eksternal kalsiyum düzeylerinin 

regülasyonunda ve motilite hareketlerinin düzenlenmesinde AKAP4 ve 

proAKAP4‟ün önemli rol oynadığı araĢtırmacılar tarafından düĢünülmektedir 

(Delehedde ve ark., 2019; Gadella ve Luna, 2014; Luconi ve ark., 2006; Moretti ve 

ark., 2007; Pierra ve ark., 2017; Xu ve ark., 2012). 

Ġsthmus tuba uterinada spermatozoonlar ovulasyon gerçekleĢinceye kadar 

viyabilitesini korumak zorundadır. Ovulasyon zamanına yakın ampulla tuba 

uterinada sıcaklık artıĢı gerçekleĢmektedir. Termotaksi yönlendirme mekanizmasına 

göre, yaklaĢık 1
o
C olan bu termal gradyenti algılayan spermatozonlar ampulla tuba 

uterinaya doğru yönelmektedir (Ömür, 2014). Bu çalıĢmada da termorezistans testi 

uygulanarak in vivo spermatozoon rezevuar ortam sıcaklığı, in vitro ortamda taklit 

edilmeye çalıĢılmıĢtır.  

Kapasitasyon reaksiyonu sonrası spermatozoon ve oosit zona pellusida 

proteinleri arasında oluĢan kemotaksis, spermatozoonu yönlendiren en etkin 

biyokimyasal yönlendirme mekanizmasıdır. Akrozomda bulunan proteinler ve 

AKAP4, tirozin kinaz aktivasyonu gösterir ve cAMP sinyal iletim mekanizmasını 
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uyarır. Bu sinyal iletim mekanizması zona pellusida proteinleri için reseptör görevi 

görür ve spermatozoonu oosite doğru yönlendirerek akrozom reaksiyonunun 

gerçekleĢmesinde rol oynar (Balbach ve ark., 2018; Wertheimer ve ark., 2013).  

Sperma proteinleri gibi oosit yapısındaki fertilizasyon ile iliĢkili proteinler (ZP2, 

HSPA2, HBP vb.), spermatozoon yüzey proteinleri ile etkileĢime girerek, oosit zona 

pellusidasının spermatozoon tarafından tanınmasını ve akrozom reaksiyonunun 

uyarılmasını sağlamaktadır. Sığır oositinden izole edilen ve fertilizasyon ile iliĢkili 

olduğu düĢünülen yaklaĢık 1000 oosit proteini olduğu belirtilmektedir (Labas ve ark., 

2018; Zachut ve ark., 2016). Oosit içerisine penetre olan spermatozoon, metabolik 

reseptörler aracılığıyla hücre içi kalsiyum seviyesini arttırarak, oosit aktivasyonunu 

tetikler (Parrish, 2014). Böylece fertilizasyonun son aĢaması olan maternal ve 

paternal pronükleusların füzyonu ile zigot oluĢumu gerçekleĢir (Georgadaki ve ark., 

2016).  

Toplam motil ve progresif motil spermatozoon yüzdeleri, sperma kalitesinin 

değerlendirilmesinde önemli parametrelerdir. Toplam motil spermatozoon; bir 

spermatozoon popülasyonunda herhangi bir Ģekilde hareket kabiliyetine sahip 

spermatozoonların, hareketsiz spermatozoonlara oranıdır. Genel olarak 

spermatozoon popülasyonunun canlılığını ve fiziksel aktivitesini yansıtan bir 

parametredir. Ülkemizde dondurulmuĢ bir boğa spermasının ticaretinin yapılabilmesi 

için yasal olarak çözüm sonu ≥%40 toplam motiliteye sahip olması gerekmektedir. 

Progresif motil spermatozoonlar (PM); toplam motil spermatozoonlar içerisindeki 

ileri yönde düzgün doğrusal hareket eden spermatozoonların oranıdır. Farklı 

çalıĢmalarda progresif motil boğa spermatozoon oranı ile in vitro ve in vivo 

fertilizasyon sonuçları arasında pozitif korelasyon olduğu belirtilmiĢtir (HAYGEM, 

2019; Januskauskas ve ark., 2000; Kathiravan ve ark., 2011). Bu çalıĢmada 

kullanılan dondurulmuĢ boğa spermalarının çözüm sonu TM0 değeri (%): 

64,23±2,06, TM3 değeri (%): 53,22±1,93, PM0 değeri (%): 19,89±0,82, PM3 değeri 

(%): 13,31±0,78 olarak elde edilmiĢtir. 
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Farklı memeli türlerinde proAKAP4 seviyesi ile toplam motilite ve progresif 

motilite değerleri arasında pozitif korelasyon olduğunu belirten çalıĢmalar 

bulunmaktadır. Jumaeu ve ark. (2018), seminal plazmadan ayrıĢtırılan insan 

spermasının, SDS-PAGE ve protein immünoblot yöntemiyle tespit edilen proAKAP4 

seviyesi ile spermatozoon motilitesi arasında pozitif korelasyon olduğunu 

belirtmiĢtir. Tez çalıĢmasında kullanılan ELĠZA tekniği ile köpek, aygır ve boğa 

dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ spermalarından tespit edilen proAKAP4 seviyeleri ile 

0.saatte uygulanan CASA analizlerinde, toplam motilite, progresif motilite ve BCF, 

LĠN, VCL, VSL değerleri arasında pozitif korelasyon olduğu belirtilmiĢtir 

(Blommaert ve ark. 2019; Le Couazer ve ark., 2019; Ruelle ve ark., 2020). CASA 

sonuçlarına ek olarak Ruelle ve ark. (2020), tespit ettikleri korelasyonu, yaklaĢık 200 

bin suni tohumlama uygulamasının baĢarı oranları ile iliĢkili olduğunu belirtmiĢ ve 

hipotezlerini desteklemiĢlerdir. Belirtilen çalıĢmalardan farklı olarak, bu çalıĢmada 

dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ (0. saat) boğa spermalarının toplam motilite (TM0) ve 

kinetik değerleri ile proAKAP4 grupları arasındaki farklılıklar istatistiksel açıdan 

anlamsız bulundu. Bu durumun boğa sperma sulandırıcılarında bulunan 

kimyasalların, spermatozoon hareket kabiliyetinde çözüm sonu oluĢan kriyohasarı, 

kısa süre kompanse edebileceği ile iliĢkilendirilmektedir (Amann ve Waberski, 2014; 

Bilodeau ve ark., 2001; Ntemka ve ark., 2016; Monterroso ve ark., 1995; Thomas ve 

ark., 1998). Bu düĢünceye paralel olarak, benzer iliĢki farklı sıcaklık ve süre (37
o
C - 

40sn, 50
o
C - 15sn, 70

o
C – 5sn) kalibrasyonlarında çözdürülen boğa sperması 

çalıĢmalarında da görülmüĢtür. Bu çalıĢmaların neticesinde, spermatozoon motilite 

ve kinetik değerleri açısından önemli bir farklılık olmamasına rağmen, plazma 

membran ve akrozom bütünlüğü açısından istatistiksel açıdan anlamlı olduğu 

belirtilmiĢtir (Muino ve ark., 2008; Nur ve ark., 2003). Benzer sonuçlar Monterroso 

ve ark. (1995), yaptığı çalıĢmada da belirtilmektedir. Farklı sıcaklıklarda (39
o
C, 

42
o
C, 43

o
C) inkübasyona bırakılan spermaların 1. saat analizlerinde motilite 

açısından belirgin farklılık görülmemesine rağmen 3. saat analizlerinde istatistiksel 

açıdan önemli farklılıklar gözlemlenmiĢtir. 

GerçekleĢtirilen tez çalıĢmasında, spermatozoon proAKAP4 seviyesi ile TM3 

ve PM3 değerleri arasında kuvvetli pozitif korelasyon, VAP3 ve VSL3 değerleri 
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arasında zayıf pozitif korelasyon bulunmuĢtur. Bu değerler dıĢındaki spermatozoon 

CASA kinetik parametreleri ile proAKAP4 seviyesi arasında istatistiksel açıdan 

anlamlı bir iliĢki bulunamamıĢtır. Ancak spermatozoonların 0. saatte ve 37
o
C‟de 3 

saat inkübasyon sonrası elde edilen ortalama ölçümlerinden, bazı CASA kinetik 

parametrelerine (TM, PM, VAP, LIN, STR, WOB, VSL, BCF) zamanın etkisi 

istatistiksel açıdan anlamlı bulunmuĢtur. Elde edilen değerler Malama ve ark. (2017) 

ve Ntemka ve ark. (2016) çalıĢmalarıyla benzerlik göstermiĢtir. Bu durumun zamana 

bağlı olarak in vitro ortamda spermatozoonun enerji rezervlerinin tüketimine ve artan 

reaktif oksijen türlerine (ROS) bağlı olarak, spermatozoonların kararlı hareketinin 

azalması ile iliĢkili olduğu düĢünülmektedir (Bacınoğlu ve ark., 2008; Gürler ve ark., 

2016; Ntemka ve ark., 2016). 

Tez çalıĢmasında, spermatozoon proAKAP4 seviyesi en yüksek 90,44 ng/10
6
 

spermatozoa, en düĢük 10,98 ng/10
6
 spermatozoa, ortalama 38,92±20,71 ng/10

6
 

spermatozoa bulundu ve spermatozoa yoğunluğu ile proAKAP4 seviyesi arasında 

istatiksel açıdan anlamlı bir iliĢki bulunmadı. Elde edilen proAKAP4 değerleri, Le 

Couzer ve ark. (2019) köpeklerde, Blommaert ve ark. (2019) aygırlarda ve Ruelle ve 

ark. (2019)‟nın elde ettiği sonuçlarla paralellik göstermektedir. Ruelle ve ark. (2019), 

Holstein ırkı boğalarda yaptıkları çalıĢmada, proAKAP4 eĢik değerini 25 ng/10
6
 

spermatozoa olarak belirlemiĢlerdir. Bu değerin altındaki sperma numuneleri CASA 

(TM, BCF, LIN) ve saha ST verileri ile istatistiksel açıdan iliĢkili olarak düĢük 

kaliteli, proAKAP4 seviyesi 25-60 ng/10
6
 spermatozoa olan sperma numuneleri ise 

yüksek kaliteli olarak sınıflandırılmıĢtır. Bu araĢtırmacının verilerine göre bu 

araĢtırmada kullanılan dondurulmuĢ boğa spermaları, ort. 38,92±20,71 proAKAP4 

değeri ile yüksek kaliteli sperma sınıfına girmektedir.  

GerçekleĢtirilen tez çalıĢmasında Simental ırkı boğalara ait dondurulmuĢ 

sperma numuneleri kullanıldı ve proAKAP4 seviyelerine göre 3 grupta 

sınıflandırıldı. En iyi CASA ve morfolojik değerler III. (90-40 ng/10
6
 spermatozoa) 

ve II. gruptaki (25-40 ng/10
6
 spermatozoa) sperma numunelerinden elde edildi, 

proAKAP4 seviyesi 25 ng/10
6
 spermatozoa altında olan sperma numunelerinin 3 saat 

inkübasyon sonunda TM3 ve PM3 değerlerinin belirgin düzeyde düĢük olduğu 
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gözlemlendi. ÇalıĢmada elde edilen verilerin daha önceki çalıĢmalardan elde edilen 

verilere göre farklı olması, analiz amacıyla kullanılan boğa spermalarının farklı 

ırktan olması, bireysel biyolojik farklılıkların bulunması ve dondurma 

protokolündeki farklılıklarından kaynaklı olabileceği düĢünülmektedir.  

Spermatozoon morfolojik analizleri dikkate alındığında anormal akrozom, baĢ 

ve boyuna sahip spermatozoon oranı ile proAKAP4 grupları arasında istatistiksel 

açıdan anlamlı bir iliĢki tespit edilemedi. Spermatozoon flagellum yapısı mitokondri 

organelinin bulunduğu boyun kısmının annulus kısmından baĢlayarak kuyruk esas 

kısmının büyük bir bölümünü oluĢturur. Falegellum aksonem adı verilien, silindir 

Ģeklinde 9 çift tubulin A ve B mikrotübüllerinin, merkezdeki mikrotübül çiftine 

sıkıca bağlandığı bir organizasyondur. AKAP4 proteini bu mikrotübül çiftleri saran 

fibröz kılıfın majör proteinidir (Moretti, 2007). Miki ve ark. (2002), farelerde 

AKAP4 gen defektinin, spermatozoon kuyruk hasarına ve kararsız motiliteye neden 

olduğunu yaptıkları çalıĢma ile ispatlamıĢlardır. Benzer iliĢki, insan sperması ile 

yapılan çalıĢmalarda da görülmüĢtür (Baccetti ve ark., 2005; Mbango ve ark., 2019; 

Miki ve ark., 2002). Bu araĢtırmalardan elde edilen sonuçlar, anormal kuyruğa sahip 

spermatozoon oranı ile proAKAP4 miktarı arasında bir iliĢki olduğunu 

düĢündürmektedir. Bu çalıĢmada, spermatozoon anormal kuyruk oranı ile 

proAKAP4 seviyesi arasında kuvvetli negatif korelasyon tespit edilmiĢtir. Ayrıca en 

yüksek anormal kuyruk oranı, grup I „deki sperma numunelerinde tespit edilmiĢtir. 

Bu durum, AKAP4 proteini gibi proAKAP4 proteinin de kuyruk esas kısmında 

bulunan, flagellum ve onun fibröz iskeletinin yapı proteini olduğunu destekler 

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

AraĢtırmada, spermatozoon plazma membran bütünlüğü de değerlendirilen 

parametreler arasındadır ve elde edilen sonuçlara göre spermatozoon plazma 

membran bütünlüğü ile proAKAP4 seviyesi arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir 

iliĢki bulunamamıĢtır. Yarı geçirgen özellikteki spermatozoon plazma membranı ve 

bu membranın bütünlüğü, spermatozoon yaĢam yeteneği ve fonksiyonları için 

oldukça önemlidir. Dondurma iĢlemleri sürecinde, spermatozoon çeĢitli sıcaklık, pH 

ve ozmolarite farklılıklarına maruz kalır. DüĢük sıcaklığın etkisiyle plazma 
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membranında, yoğun olarak bulunan fosfolipit, protein ve yağ molekülleri kendi 

aralarında sıkı bir bağ oluĢturmaya çalıĢır. Hücre dıĢında oluĢan buz kristalleri hiper 

ozmotik bir ortam oluĢturur, bu esnada membran makro molekülleri sayesinde hücre 

içi su geçiĢi ve hücre küçülmesi gerçekleĢir. Bu nedenle dondurma ve çözdürme 

süreçleri uygun hız ve sıcaklıklarda gerçekleĢmelidir. Aksi halde, buz kristalleri tıpkı 

cam parçaları gibi spermatozoon plazma membranında kriyo-hasara neden olmakta 

ve fertil yeteneğini olumsuz etkilemektedir (Ak ve ark., 2017; Tırpan 2012). Nitekim 

bazı plazma membran proteinleri glikoz, fruktoz, iyonlar ve bazı çözünebilen 

maddelerin geçiĢine izin vererek, spermatozoonun motilite, kemotaksis ve 

kapasitasyon reaksiyonlarında önemli rol oynar.  Kasimanicman ve ark. (2017), 

boğalarda, plazma membran integral proteini olan AQP (akuaporin) mRNA seviyesi 

ile spermatozoon plazma membran bütünlüğü arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir 

iliĢki olduğunu belirtmiĢtir. Tez çalıĢmasında, spermatozoon plazma membran 

bütünlüğü ile proAKAP4 arasında istatistiksel açıdan anlamlı bir iliĢki 

bulunmamasının ve güncel literatür çalıĢmalarında böyle bir korelasyona 

rastlanılmamasının, proAKAP4‟ün membran yapı protein olmamasıyla iliĢkili 

olduğu düĢünülmektedir. ÇalıĢmada plazma membran bütünlüğü ile TM3, PM3, 

STR3, BCF3, LIN3 kinetik değerleri ve morfolojik olarak normal spermatozoon 

arasında pozitif korelasyon, baĢ anomolisi olan spermatozoon oranı ile negatif 

korelasyon tespit edilmiĢtir. Elde edilen sonuçlar Brito ve ark. (2003), Correa ve ark. 

(1997), Lodhi ve ark. (2008), Padrik ve ark. (2012) ve Zubair ve ark. (2013)  

tarafından yapılan çalıĢmalar ile paralellik göstermektedir. 

ProAKAP4 ve AKAP4‟ün spermatozoon fertilitesindeki rolü tartıĢmasız 

önemli olsa da, kompleks reaksiyonlar zinciri olan fertilizasyon tek bir makro 

molekül tarafından düzenlenmediği gibi tek bir protein analizi ile spermatozoon 

fertilitesini belirlemek de objektif değildir. Mevcut ileri değerlendirme teknikleri 

içerisinde en detaylı olarak CASA ile analiz edilen motilite 100-1000 spermatozoon 

popülasyonundan değerlendirme yapmaktadır. Bu analiz yönteminde motilite 

analizleri, sadece spermatozoonların video fragmanlarının bir yazılım yardımıyla 

değerlendirilmesi sonrasında gerçekleĢtirdiği, fiziksel migrasyonu belirtmektedir. Bu 

analiz sonuçları kullanılan sperma sulandırıcısına, analiz cihazına, ortam sıcaklığına 



 

61 

 

hatta lam ve lamelleden bile etkilenebilir (Mortimer, 1997). ProAKAP4 ELĠZA kiti, 

spermatozoon motilite potansiyelini, spermatozoon yapı ve cAMP/PKA bağımlı 

sinyal iletim mekanizmasının regülatör proteini olan proAKAP4‟ü moleküler 

düzeyde tespit ederek belirlemeyi hedeflemektedir. Bu yöntem sayesinde 100.000 

spermatozoon popülasyonunun proAKAP4 moleküler analizi yapılmakta ve in vivo 

motilite prognozu için güvenilir bir biyobelirteç olduğu düĢünülmektedir (Sergeant 

ve ark., 2019). Tez çalıĢmasında elde edilen sonuçlara göre proAKAP4 analizi tek 

baĢına bir spermatolojik değerlendirme kriteri değildir. Ancak elde edilen sonuçlar 

proAKAP4 analizinin, önemli bir spermatolojik parametre olan spermatozoon 

motilitesinin diyagnoz ve prognozunda etkin bir biyobelirteç protein olduğunu 

göstermektedir. Bu proAKAP4 moleküler analiz yöntemi sayesinde, sadece kinetik 

değerlendirme yapan ve dıĢ etkenlere bağlı (sperma sulandırıcısı, ortam sıcaklığı vb.) 

farklılık gösterebilen CASA analizlerinin ve uzun zaman alan termorezistans 

testlerinin yerine daha objektif bir spermatolojik kalite göstergesi olduğu 

düĢünülmektedir.  

GeliĢen analiz teknikleri ve kurulan farklı hipotezler ile sadece toplam ya da 

progresif motilitenin önümüzdeki yıllarda fertilite belirteci olarak kullanılması olası 

görülmemektedir. Bu sebeple farklı disiplinlerden köken alan proteomik gibi 

epigenomik, transkriptomik ve metabolomik analizlerinin, boğa spermasının 

kalitesinin ve fertil yeteneğinin öngörülmesinde, kullanımının araĢtırılması ve 

entegrasyonunun sağlanması önem kazanmaktadır (Feugang ve ark., 2010; Jodar ve 

ark., 2017; Kaya ve Memili, 2016). Standardizasyonu sağlanan ileri teknoloji 

spermatozoon analiz teknikleri sayesinde, gelecekte ideal dondurulabilir boğa 

spermalarının tespiti veya infertilite olgularının patogenezisinde, moleküler 

analizlerin dondurulmuĢ sperma endüstrisi için rehber ve sperma kalite analizlerinde 

daha güvenilir referans olacağı düĢünülmektedir.   
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5. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

Tez çalıĢmasında elde edilen bulgular değerlendirildiğinde; proAKAP4 

gruplarına göre sperma numunelerinin 0. saatte uygulanan CASA analizlerinde PM0 

değerleri arasındaki farklılıklar istatistiksel açıdan anlamlı olmasına rağmen TM0, ve 

kinetik değerleri arasında istatistiksel açıdan önemli farklılık bulunmamıĢtır. Ayrıca 

3. saatte uygulanan CASA analizlerinde, proAKAP4 seviyesi 25 ng/10
6
 spermatozoa 

ve üstü olan sperma numunelerinin (grup II ve III) TM3 ve PM3 hareket 

kabiliyetlerini daha iyi koruduğu tespit edilmiĢtir. Bunun yanı sıra spermatozoon 

proAKAP4 seviyesi ile kuyruk anomalisi olan spermatozoon oranı arasında negatif 

korelasyon, TM3, PM3, VAP3 ve VSL3 kinetik değerleri arasında pozitif korelasyon 

tespit edilmiĢtir. Sonuç olarak, yeni ve sınırlı literatür bilgisi olan 4MID
®
 proAKAP4 

analiz kiti, dondurulmuĢ-çözdürülmüĢ boğa sperması kalitesinin değerlendirilmesi 

amacıyla ülkemizde ilk kez kullanılmıĢ ve konvansiyonel analiz teknikleri ile 

standardizasyonu araĢtırılmıĢtır. 

Tez çalıĢması kapsamında elde edilen veriler proAKAP4 seviyesinin 

spermatozoon motilite prognozunda belirleyici ve kuyruğa bağlı anomalilerin 

tespitinde biyobelirteç bir protein olduğu yönündedir. Ancak bu analiz tekniğinin 

farklı sığır ırklarında ve farklı boğa spermaları için kriyoprotektan olarak kullanılan, 

her baz sulandırıcı için standardizasyon çalıĢmalarının yapılması gerektiği 

düĢünülmektedir. Ayrıca sperma numunelerinin, ileri teknoloji spermatozoon 

analizlerine ek olarak, ovidukt sıvısında, servikal mukusta veya mezbaha uterus 

materyallerinde spermatozoon migrasyon analizlerinin yapılmasının, objektif 

kantitatif veriler sunacağı ve böylece söz konusu çalıĢmaların, proAKAP4 analiz 

kitinin androloji laboratuvarlarında yaygınlaĢması için referans olacağı 

düĢünülmektedir. Aynı amaçla farklı CASA cihazlarına ait kalibrasyonların, 

proAKAP4 analiz standardizasyonlarında kullanımı yararlı olabilecektir. 

Tez çalıĢmasında cinsiyeti belirlenmemiĢ Simental ırkı dondurulmuĢ boğa 

sperması kullanılmıĢtır. Özellikle reprodüktif baĢarı oranı cinsiyeti belirlenmemiĢ 
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boğa spermasına göre daha düĢük olan cinsiyeti belirlenmiĢ boğa spermalarında veya 

östrus süresi sığırlara göre oldukça uzun olan manda spermalarında bu ileri analiz 

tekniğinin uygulanması ve rutin analiz prosedürlerine eklenmesinin, iĢletme 

reprodüktif performanslarına olumlu katkı sağlayacağı dikkate alınmalıdır.  

Tüm bu sonuçlar göz önünde bulundurulduğunda, farklı sığır ve manda 

ırklarına ait dondurulmuĢ spermaların konvansiyonel ve ileri teknoloji analiz yöntemi 

olan proAKAP4 seviyesi ile iliĢkisinin belirlenmesinin, bu iliĢkiyi fertilite sonuçları 

ile desteklenen çalıĢmaların yürütülmesinin, 4MID
®
 proAKAP4 analiz kitinin 

standardizasyonuna önemli referans olacağı düĢünülmektedir. 
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ÖZET 

DondurulmuĢ Boğa Sperması Kalitesinin ProAKAP4 Protein Seviye Testi ile 

Değerlendirilmesi 

DondurulmuĢ boğa spermasının suni tohumlama metoduyla kullanımı, hayvan ıslahı 

amacıyla kullanılan en yaygın biyoteknolojik uygulamadır. Bu uygulamanın baĢarılı olması 

ve olası ekonomik kayıpların önlenmesi için dondurulmuĢ boğa spermalarının, kullanım izni 

için uygulanan spermatolojik analizler büyük önem arz etmektedir. Bu spermatolojik 

analizlerin, güncel teknolojinin paralelinde geliĢtirilen, ileri teknoloji analiz teknikleri ile 

daha objektif, güvenilir ve daha pratik uygulanmasına yönelik çalıĢmalar her geçen gün 

devam etmektedir. Bu çalıĢmada ileri teknoloji analiz tekniklerinden biri olan proAKAP4 

protein seviye testi ile dondurulmuĢ boğa sperması kalitesi değerlendirilmiĢtir. ÇalıĢmada 6 

baĢ Simental ırkı boğaya ait 30 farklı üretim tarihli 0,25 ml payetler içerisindeki, 

dondurulmuĢ boğa spermaları kullanılmıĢtır (n=30). DondurulmuĢ boğa spermalarını çözüm 

sonu, proAKAP4 protein seviyeleri, anormal spermatozoon oranı, plazma membran 

bütünlüğü, spermatozoon yoğunluğu, 0. saat ve 3 saat inkübasyon periyodu sonrası toplam 

motilite, progresif motilite ve spermatozoon hareket özellikleri açısından analiz edilmiĢtir. 

Yapılan proAKAP4 ELĠZA testi sonucunda dondurulmuĢ sperma numuneleri, proAKAP4 

seviyelerine göre üç grup altında (grup I: proAKAP4<25ng/10x10
6 

spermatozoa, grup II: 

25ng/10x10
6 

spermatozoa≤ proAKAP4<40 ng/10x10
6 

spermatozoa, grupIII: proAKAP4≥40 

ng/10x10
6
) değerlendirildi. ProAKAP4 seviyeleri ile 3 saat termorezistans testi sonrasında 

elde edilen toplam motilite, progresif motilite, VSL3, VAP3 değerleri arasında pozitif 

korelasyon bulundu (p<0,05). Spermatozoon anormal kuyruk oranı ile proAKAP4 seviyesi 

arasında negatif korelasyon tespit edildi (p<0,01). Ayrıca, proAKAP4 konsantrasyonu 25 ng 

/ 10
6
 spermatozoa ve üzeri olan sperma örneklerinin (grup II ve III) TM3 ve PM3 hareket 

karakterlerini daha iyi korudukları bulunmuĢtur. Spermatozoon plazma membran bütünlüğü, 

yoğunluğu, kinetik parametreleri, 0. saat toplam motilite ve progresif motilite değerleri ile 

spermatozoon proAKAP4 seviyesi arasında, istatistiksel açıdan anlamlı bir iliĢki bulunamadı 

(p>0,05). Sonuç olarak, çözüm sonu boğa spermasının hareket yeteneğinin 

değerlendirilmesinde, proAKAP4 moleküler analiz yönteminin, 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 yöntemi olduğu düĢünülmektedir. 

Anahtar Sözcükler: Boğa, Ġleri 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 (AI) 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 AI 

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 0h and after 3 hours of 

incubation (thermoresistance test) at 37
o
C. According to the results, samples were evaluated 

under three groups linked in to proAKAP4 concentration (group I: proAKAP4 <25ng / 

10x10
6
 sperm, group II: 25ng / 10x10

6
 sperm≤ proAKAP4 <40 ng / 10x10

6
 sperm, groupIII: 

proAKAP4≥40 ng / 10x10
6
). A positive correlation was found between ProAKAP4 

concentration and total motility, progressive motility, VSL3, VAP3 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 II and III) with proAKAP4 concentrations of 25 ng / 106 spermatozoa and above 

were found to better retain TM3 and PM3 movement characteristics. There was no 

statistically significant relationship between sperm plasma membrane integrity, 

concentration, sperm kinetic parameters, 0h 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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