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3. GIRIS VE AMAG

Dol verimi hayvan yetistiriciliginin verimliligini belirlemede hayati bir 5nem
tasimaktadir. SUtgt bir isletmeden maksimum verimin alinabilmesi, ineklerden
duzenli olarak yilda bir buzagi elde edilmesine baglidir (8‘,‘ 16, 61, 71, 76, 86,
89). Cunku, Ureme olmadan ekonomik verimlerin strekliligi mmkan degildir
(35). Bu olgu erkeklerde digilere nazaran daha blyUk bir 6nem tagir (23, 34,
35). Bir boganin ciftlesme yoluyla yilda 100-150 disiyi délleyebilmesine ragmen
dondurulmus sperma yodntemiyle 20.000-50.000 disinin tohumlanabildigi géz
6nlne alindiginda, potansiyel fertilitesi dustk bir bodanin tohumlamada
kullanilimasi durumunda neden olacag: ekonomik kayiplarin blyUk olacadi
muhakkaktir (81). Bu nedenle gerek boganin ve gerekse dondurulmus
spermanln tohumlamada kullanilmadan 6nce fertilite guctnin tahmin edilmesi

blyUk ekonomik degder taslmaktadlr (34, 30).

Spermantn fertilite glicinin belirlenmesinde spermatozoonlarin plazma
zarinin yapisal batunlagiant inceleyen gesitli analiz yontemleri gelistirilmistir (18,
35, 51). Spermatozoonun makroskobik, mikroskobik ve fizikokimyasal analizleri
rutin. olarak yaptimaktadir (45, 78, 93). Spermanin ‘degerlendiriimesinde
kullanilan testlerin pek ¢ogu sperma hucrelerinin canliik orani, motilitesi ve
~morfolojisi ile ilgilidir (18). GUn gegtikge spermatozoonlarin potansiyel
fertilitelerinin belirlenmesinde kullanilan ydntemlerin arttigi ve bu analizlerin tek
baslarina yeterli olmadiklar bildirilmektedir (10, 17, 18, 20, 46, 47, 51, 79, 91).

Asim sonrasi spermatozoonlarin vaginadan fertilizasyon bélgesine dogru
giderken karsilastiklar ilk fiziksel bariyer servikstir (18, 20, 26, 46) ve
spermatozoonlarin serviks igerisindeki gécu yeterli miktardaki ve kalitedeki
servikal mukusa baglidir (51). Spermatozoonun servikal mukusa penetre
olmasindan sonra, morfolojik olarak saglam ve motil hiicre oraninin serviksin
'kranialinde kaudaline gére daha fazla oldudu bildirilmistir (5, 20, 91).
Arastiricilar servikal mukusun dogal olarak anormal morfolojiye sahip
spermatbzoonlan filtre etme &zelligine sahip oldugunu (5, 20, 27, 51) ve

serviksin anatomik yapi bozukluklarinin veya servikal mukus sekresyonundaki



anormalliklerin %5~%10’oramnda kisirhga sebebiyet verdigini bildirmektedirler
(51). Bu nedenle, sperma ile servikal mukus arasindaki etkilesimin belirlenmesi
fertilite degerlendirilmesi agisinda blyUk énem arz etmektedir (20, 26, 51,55,75,
87, 91).

Spermatozoon ile servikal mukus arasindaki etkilesimi degerlendirmek
icin in vivo olarak Post Koital Test (PCT) uzun bir dénem yaygin olarak
kullaniimistir (27, 46, 51, 52). Ancak PCT sonuglarinin yorumlari Gzerindeki
anlasmazliklar ve testin standardize edilememesini de igeren birgok zorluklarla
karsilasiimasi bu alandaki galismalari baska test metotlarina kanalize etmistir
(51). Sperma ile servikal mukus arasindaki etkilesimin degerlendirildigi testleri
standardize etmek amaciyla “slayt testi” ve “sperm servikal mukus kontakt testi”

| gibi degisik in vitro test metotlari gelistirilmistir (26, 51, 52).

Bir ¢ok arastirici sperma ile servikal mukus arasindaki etkilegimi
degerlendirmek igin ici servikal mukus ile dolu heparinize olmamis cam kapillar
tupleri sperma ile belirli 1s1 ve surelerde inkubasyona tabi tutarak
degerlendirmiglerdir (5, 6, 23, 33, 52, 55, 63). Zamanla testin in vitro
uygulamasi ile ilgili farkh teknikler ve deg@erlendirme kriterleri ortaya cikmistir
(55, 91). |

insan  hekimliginde = yapilan bir cok calismanin  neticesinde
spermatozoonlarin fertilizasyon kapasitesinin servikal mukus penetrasyonu ile
korelasyonlu oldugu tespit edilmistir (11, 18, 26, 27, 51, 52, 68). Bu nedenle
~insanlarda erkek hastalarin infertilite degerlendiriimesinde servikal mukus
penetrasyon testinin (SMPT) kullanimi giderek yayginlasmaktadir. Ne var ki
boga spermatozooniarinin mukusa penetre olma yetenekleri ile in vivo fertilite
arasindaki iliskinin degeriendirildigi sinirli sayidaki ¢alismalarin geneli mukusa
penetrasyon kabiliyeti ile in vivo fertilite arasinda herhangi bir iliskinin olmadigi
seklindedir (18, 33, 63, 68, 88). Calismalarin blytk g¢oduniugunda mukus
icerisindeki 6ncti spermatozoonun kat ettigi mesafe baz alinmistir (4, 5, 53, 68,
87, 91). Bununla beraber arastiricilar, SMPT'de yalnizca 6ncll spermatozoonun
almig oldugu mesafenin degil, ayni zamanda mukus 6rnegine penetre olabilen

spermatozoon sayisinin da tespit edilmesinin gerektigini ve in vivo fertilitenin



daha kesin tahmin edilebilmesi igin farkli test sistemlerinin kombine edilmesinin

zoruniu oldugunu ileri sirmuslerdir (26, 88).

SMPT'de cam kapillar Tup metodunda elde edilen sonuglarin bir
laboratuvardan digerine ve kisiden kisiye farklilik gésterebildigi ve standardize
edilememesi gibi sakincalarinin oldugu bildirilmektedir (74). Bunun sebebi,
kapillar tupler icerisindeki sivi derinliginin degisken olmasi nedeni ile, hareketsiz
veya hareketli oldugu halde tip g¢eperine yakin olmayan spermatozoonlarin
mikroskobik bakida tespit edilememesine baglanmaktadir. Sadece ¢epere yakin
hareketli spermatozoonlarin belirlenebilmesi, kapillar tlp igerisinde belirli
mesafelerdeki spermatozoon sayilarinin tam olarak te‘spit edilememesi

sonucunu dogurmaktadir (74).

Caligmada Servikal Mukus Penetrasyon Testin’de kullanilan kapillar tip
yerine 0.25ml'lik payetler kullaniimis ve inkUbasyon bitiminde sivi azot
buharinda &rnekler dondurularak tespit edilmistir. Payetten belirli araliklarda
(1,5-1,75, 3,25-3,5 ve 5-525 cm.) érnekler alinarak spermatozoon sayilari
belirlenmigtir. Yeni olusturulmaya calisilan SMPT'de farkli 1s1 (37°C, 39°C ve
41°C) ve surelere (15 ve 45dk.) dayanan inkUbasyon teknikleri ve penetrasyon
araliklar aragtiriimig, toplam 3537 sun'i tohumlama uygulamasindan elde edilen
%NR oranlari ve eritme sonrasi spermatolojik 6zellikler degerlendirilerek
c‘jnerilébilir inklbasyon teknigi ve penetrasyon ‘arahglnl saptayabilmek

amaglandi.



4.GENEL BILGILER

Evcil hayvanlarda sun’i tohumlama alanindaki ilk bilimsel ¢alismalar 1780
yilinda ltalyan filozof L. Spallanzani tarafindan gergeklestiriimigtir. Arastirmaci
kizginlik goésteren disi képege vucut Isisindaki képek spermasini enjektor
yardimiyla uterus igerisine birakmig ve uygulama sonrasi sagiikh yavrular elde
etmistir. Uygulamalara yoénelik ilk ciddi calismalar 1922 yilinda Rus arastirmaci
E. i. ivanoff tarafindan baslatimistir. ivanoff, atlarda gerceklestirdigi sur'
tohumiamalardan dogal asima gére daha ylksek gebelik oraniari elde etmistir.
Arastirmaci diger hayvan tirlerinden kanatli, sigir ve koyunlarda da bu teknigi

basar! ile uygulamistir (71).

Sun’i tohumlama endustrisi alanindaki gelismeler hizia ilerlemis ve bu
yéntem, hayvanciligi gelismis Ulkeler tarafindan yaygin olarak kullaniimaya
baglanmlstlr (93). Turkiye gibi dustk verimli irklarin fazla, kultur ve melez
irklarin ise yetersiz oldugu Ulkelerde sun’i tohumlamanin ayri bir énemi vardir.
Uygulamalarin yayginlagsmasi igin suni tohumlama tekniginin ge’tirecegi
yararlarin ¢ok iyi anlatiimasinin yani sira, yetistiricilerin bu teknige olan glvenini
kazandirmak zorunludur. Bu glven ancak tohumlamalar sonrasinda yiuksek

gebelik oranlarinin elde edilebilmesi ile saglanabilir (90).

Boga spermasinin dondurulmasinda ulasilan basarili sonuglar ve
tohumlamalardan elde edilen nispeten yuksek gebelik oranlari bu gelismelere
hiz vermigtir. Nitekim sun’i tohumlama uygulamalari hayvanciligi gelismis
Ulkeler tarafindan sigir populasyonlarinin %80-90’'ninda uygulanir hale gelmistir
(44).

4.1. Bogalarda Spermatolojik Ozellikler

Memeli spermatozoonu temel olarak bas ve kuyruk olmak Uzere iki
kisimdan olugur (38, 78, 93). Basg; akrozom, nlkleus, hicre iskeleti ile ilgili
yapilari ve sitoplazmayi igerir. Akrozom bir mémbran‘ ile gevrilidir ve hidrolitik
enzimleri igermektedir. NUkleus ise her bir kromozom ¢iftini ve yogun kromatini

igerir. Kuyruk; bastan uca kadar uzanan, dis yogun fibriller ile cevrili sentral bir



aksonemadan olusmustur ve plazma membrani ile siki sikiya sarimistir .
Akrozom spermatozoonun ovum ile fertilizasyonu igin gerekli enzimleri tasirken,
kuyruk enerji kaynaklarini icermekte ve motilitenin olusumunda énemli rol
oynamaktadir (9, 45, 78, 93).

Spermatozoonun bas; orta ve kuyruk kisimlarinda htcrenin fonksiyon ve
yasaminda degisik goérevler Ustlenen bélgeler vardir (18, 64, 72). Bu yapisal
komponentler, donma sirasindaki 1si ve ozmotik soklara degigik yanitlar verirler.
Komponentler arasindaki makrotubtler permeabilite ve spesifik protein
permeabilitesindeki degisimler, hicrenin her kismini belirleyebilmeyi mumkin
kilar (64).

Elmore (28), sun’i tohumlamalarda kullanilan bogalarin saglik ve sperma
kontrollerinin surekli yapilmasi gerektigini bildirmigtir.

ileri ve ark. (45), spermatolojik incelemeleri makroskobik ve mikroskobik
muayeneler olmak Uzere iki gurupta toplamislardir. Eri§kin bir boga
spermasinda hacmin 2-8 ml. arasinda oldugunu, rengin st beyazindan koyu‘
kreme kadar degistigini, sulu sit kivaminda olan spermanin kendine has
aromatik bir kokuya sahip oldugunu bildiren c¢alismacilar, mikroskobik
6zelliklerden %70-80 motilite, 1x10° / ml spermatozoon yogunlugu ve %20

morfolojik bozukluklarin normal degerler igerisinde yer aldigini agiklamislardir.

Anderson (3), sperma kalitesinin degerlendiriimesinde kullanilan
ybntemlerin dort grup altinda toplanabilecegini bildirmistir. Bunlar,

a-) Mikroskobik Yéntemler: Motilite, spermatozoon yoguniugu, 6li-canli

muayenesi ve anormal spermatozoon orani,

b-) Biyokimyasal Yéntemler: pH,y metilen mavisi rediksiyon. testi gibi

metabolik yéntemler,

c-) Dayaniklilk Testleri: Dustk 1sida saklama, yuksek isilarda
yasayabilirlilik,



d-) Fiziksel ve Diger Metotlar: Cesitli elektrik akimlari uygulayarak yapilan

testlerdir.

ileri ve Ak (43), spermatolojik incelemelerde asil amacin o sperma ile
yapilan tohumlamalardan elde edilecek fertilite oranlarini dogru olarak tahmin
etmek oldugunu, spermanin potansiyel fertilitesi olarak adiandirilan bu testlerde,
canlilik ve morfolojik butinlik olmak Uzere iki ana unsurun degerlendirmeye
alindigini ifade etmislerdir. Calismacilar, sperma hlcresinin morfolojik olarak
degeriendiriimesindeki kriterlerin arastiricilara gére degigsmekle birlikte akrozom
morfolojisi ile fertilite sonuglari arasinda ylksek bir korelasyon oldugunu
bildirmiglerdir. Bunun yaninda akrozom bozuklugu ile motilite arasinda bir.

iliskinin olmadigini kaydetmiglerdir.

Spermanin kalitesi ile fertilite iliskisinin birgok defa arastirildigi, ancak
sonuglarin gogunun fertilite tahmininde yanlis ya da yetersiz kaldigi ifade
edilmistir (18, 26, 52, 62, 64, 72, 79, 87). Fertilite ile morfoloji arasindaki iligki ilk
defa 1927 yilinda Williéms ve Sagave tarafindan dogal asimda kullanilan
bogalarda kanitlanmistir. Lagerlsf, 1934 yilinda morfolojik bozukluklar ile fertilite
arasindaki korelasyonu daha iyi belirleyen bir sunlflahdlrma sistemi gelistirmis,
dusuk fertilitelere sahip boga testislerindeki histopatolojik degisiklikler ile taze
spermadaki anormal morfoloji insidensi arasinda korelasyon bulmusgtur.
Belirtilen ¢aligmalar, 1971 yilinda damiziik bogalarda ¢alisan Rao tarafindan
desteklenmis ve bu calisma sperma kalitesinin belirlenmesinde morfolojik
degerlendirméierin bir test olarak kabul edilmesinde temel teskil etmistir. Yakin
zamanlarda Wood ve ark. kivrilmis kuyruk yUzdesinin ve proksimal damlacik

yUzdesinin, fertilitenin en iyi tahminini sagladigini rapor etmislerdir (82).

Ozkoca (70), morfolojik olarak anormal spermatozoon sayisi az olan
bogalarin spermasi ile tohumlanan ineklerdeki gebelik ylzdesinin, anormal

spermatozoon sayisi fazla olanlara nispeten yuksek oldugunu bildirmigtir.

Bogalarda rutin olarak yapilan reproduktif degerlendirmelerde, incelenen
kriterlerin hig birisinin spermatozoon morfolojisi Kadar fertilite ile yakin ve tutarli
bir baglanti sergilemedigi bildirilmigtir (1, 28, 84){ %35-%40 gibi yUksek oranda



anormal morfolojiye sahip sperma ile yapilan tohumiamalarda genellikle dUglk
gebelik oranlari elde edilecegini agiklayan Elmore, morfolojik incelemeleri;
normal, primer ya da sekonder bozukluklar olmak Uzere U¢ sinifa ayirmigtir.
Primer bozukluklarin (anormal bas, orta kisim anomalisi, proksimal
protoplazmik damlacik ve sikica kivriimis kuyruk) seminifer epiteldeki
spermatogenesisten kaynaklandigini, sekonder bozukluklarin ise (distal
protoplazmik damlacik, ayrik bas, bukik ya da tersine dénmus  kuyruk
anomalileri) spermanin kanal sisteminde ilerlerken olgunlagsma agamasinda

meydana geldigini bildirmistir (28).

Spermatolojik 6zellikler ile fertilite arasindaki korelasyon diger hayvanlara
gére bogalarda daha iyi aydinlatilmistir (78). Taze boga spermasinda kabul
edilebilir gebelik oranlari elde etmek igin spermatozoon sayisinin 500 x 10%ml.,
motilitenin %50, morfolojik butinlige sahip spermatozoon oraninin ise %80'den
fazla olmasi gerektigini bildiren Hafez (39), motilitenin saghkli bir
spermatozoonun temel kosulu oldugunu fakat anormal spermatozoonun da
normal hareket edebilecedini bildirmistir. Arastirmaci, disi genital kanalindaki
spermatozoonun fertilizasyon bélgesine ulasmasinda motilitenin énemli bir rolt
oldugunu, bununla birlikte hlicrenin oosit yUzeyindeki kumulus hucrelerini ve

zona pellusida’yl gegisinde de etkili oldugunu agiklamistir.

Boga spermasi (izerinde ¢ok sayida ¢alisma yapiimis olmasina ragmen,
boga spermasinin etkin olarak degerlendiriimesinin sun’i tohumlama
endUstrisinin en 6nemli problemlerinden biri oldugu kimi arastiricilar tarafindan
bildirilmektedir (75).

4.2. Spermanin Dondurulmasi ve Eritilmesi

Dondurmak igcin haziriik islemleri tamamlanmig, yani sulandiriimis,
gliserol ilave edilmis ve ekilibre edilmis 5°C’'deki sperma, yine 5°C’lik ortarhda
birer tohumlama dozu halinde payetlere doldurulur. Payetler igerisindeki sperma
sivi azot buharinda -110°C ile -120°C’de dondurulmaktadir. Dakikada 17-

18°C’lik bir sodutma hizinin donma sonrasinda olusan kristallerin yapisi



bakimindan optimal oldugu kabul edilmektedir. Payetler icerisinde donduruimus

sperma -196 °C'lik ortamda sivi azot tanklarinda muhafaza edilir (45, 78).

fleri ve Ak (43), boga spermasinin dondurulmasi ve -196°C’de
saklanmaswh ginimuzde standart bir yéntem olarak kabul edildigini, herhangi
bir nedenle donmus spermada sikga meydana gelebilen isi degisikliklerinin
kristalizasyon olaylarini etkileyerek hiicrenin mekanik agidan zarar gérmesine
neden olabildigini bildirmislerdir. Arastiricilar sperma hucresinin donma ve
eritme sirasinda olusan st degisimlerine karsi olduk¢a duyarh oldugunu
aciklamiglardir.  Spermatozoonlarin  yasama yeteneklerinin  ve morfolojik
buttinltklerinin  korunmasinda eritme tekniklerinin ayh ve onemli bir yeri
oldugunu vurgulayan galismacilar, birgok arastinicinin payetlerde dondurulmus
spermay! degisik 1s1 ve sUrelerde erittigini belirtmiglerdir. Avug iginde, havada,
25°C’de, 15°C’de ve 6zellikle 5°C gibi dusUk i1silarda yapilan eritmelere kiyasla,
37°C sicakliktaki su banyosunda gerceklestirilien eritmelerde daha basarili

sonuglar elde edildigini bildirmiglerdir.
4.3. Eritme Sonrasi Dis Faktorlerin Spermaya Etkisi

DUnyada ve tlkemizde payetlerde dondurulmus spermalarin 37°C’de 30
saniyede eritilmesi teknigi yaygin olarak kullaniimakta ve ¢ok basarili sonuglar
elde edilmektedir (19). Ancak eritme bittikten sonra tohumlama islemi baglayana
kadar gecen slre uygulayicinin deneyimine ve saha kosullarina gére oldukga
degismektedir. Ornegin eritme isleminin yapildig: yer ile tohumlanacak hayvanin
bulundugu yer arasindaki uzaklik sUreyi belirleyen 6nemli fakttrlerdendir.
Belirtilen stre igerisinde eritiimis sperma farkli isilara maruz kalabilmekte ve
ézellikle soguk kig glnlerinde gevre isilari gegen streye bagl olarak spermada
ani 181 duglslerine neden olabilmektedir (90). Tohumlama sonrasinda ise
sperma digi genital organlarinda tekrar vlcut 1sisina yukselmektedir. Bu ani isi
degisiklikleri neticesinde  spermatozoonlarda soguk soku meydana
gelebilmekte, Ozellikle akrozomda olmak UGzere geri dénusimd olmayan
degisiklikler olugmaktadir. Bunun sonucunda spermatozoonlar fertilizasyon
yetenegini kaybedebilmektedirler (15, 21, 90, 94).



Correa ve ark. (90), spermatozoonlarin donma-eritme sirasinda
hipertonik ortama, in-vitro kosullardaki yikama prosedirlerinde velveya
tohumlama sonrasi genital kanal sivilarinda ise izotonik ortama maruz
kaldiklarint bildirmiglerdir. Arastiricilar ozmotik basingtaki ani degisimlerin
ozmotik soka, sperma canliiginda azalmaya ve spermatozoon membraninda

hasarlara neden oldugunu ifade etmislerdir.

Elmore (28), olumsuz gevresel sartlar ve hastéhklarln bogalardaki
spermatozoonlarin morfolojisini dnemli élgtde etkileyebildigini ve vlcut 1sisinda
meydana gelen artigin morfoldjik anormalliklerde gegici bir ylkseimeye, gebelik
oranlarinda ise bir gerilemeye yol agacagini bildirmistir. Arastirici, vicut
Isisindaki artigi takiben yaklasik iki hafta sonra anormal spermatozoon oraninin
yUkseldigini, bLJ oranin bir ay boyunca artmaya devam ettigini ve spermatozoon

morfolojisinin normale dénmesinin yaklasik Gg ay aldigini belirtmistir.

Kaya ve ark. (50), yanls eritmenin fertilite azalmasina neden olarak
6nemli ekonomik kayiplara yol acgtigini ve dondurulmus spermanin
¢6zdurtimesindeki amacin payet i¢ 1sisinin kisa bir stre icerisinde +20°C'ye
ulagmasi oldugunu bildirmiglerdir. Galismacilar, payetlerin eritildi§i ortamin (su,
hava vb.) I1sisinin ve ¢g6zdUrme siresinin énemli oldugunu ve spermatozoonda
meydana gelen hasarlarin, ézellikle spermatozoonlarin ¢ézdlrme esnasinda ve

sonrasindaki ani 1si degisikliklerinden kaynaklandigini belirtmiglerdir.

Pace ve ark. (73), eritme hizinin yUkselmesi ile paralel olarak donmus
spermanin hayatta kalma oraninin da arttigini ve eritme sonrasi canlihdin
dondurma hizi, eritme hizt ve dliserol konsantrasyonundan etkilendigini
bildirmislerdir. Spermay! gesitli 1silarda erittikleri galismalarinda en iyi sonuglarin
37°C'de almdlgml ve bu isinin spermatozoon bUtunluga Uzerine faydali etki
yaptigini saptamislardir.

Farkl arastiricilar saha kosullarinda spermanin eritilmesi ile tohumlama
arasindaki zaman araliginin ve ¢evre silarinin fertiliteye  etkilerini

incelemislerdir. Eritme sonrasi distk cevre isilarinin ve tohumlamaya kadar



gegen surenin uzun olmasinin fertiliteyi olumsuz yonde etkiledigi bildiriimektedir
(37, 43, 90).

4.4. Spermanin Potansiyel Fertilitesinin Belirlenmesi

Sun’i tohumlama endustrisinin en énemli sorunlarindan biri spermanin
: deQérIendirilmeSidir (75). Bu degderlendirme sun’i tohumlama laboratuvarlarinda
kullanilacak damizlik bogalarin segiminde oldugu kadar, dondurulan
spermalarin fertilite gliciiniin belirlenmesinde de blylk énem tagimaktadir (45,
78, 93).

Spermatolojik 6zelliklerin incelenerek, spermanin délleme yetenegi
hakkinda bilimsel olarak bilgi edinilebildidi bildirimekte ve buna da “Spermanin
Potansiyel Fertilitesi” adi verilmektedir (45). Bir gok arastirici, eritme sonrasinda
saptanan 6zelliklerin o sperma ile yapilacak tohumlamalar sonrasindaki gebelik
oranlar hakkinda bUyuk 6lgide fikir verebilecegini bildirmislerdir (13, 45, 78).

Spermanin canhlik tespitine ve potansiyel fertilitesinin belirlenmesine
yonelik olarak yapilan incelemelerde kullanilan en yaygin kriter motilitedir (66).
Ancak sperma degerlendirilmesinin daha iyi yapilabilmesi igin, bagta akrozom
olmak Uzere tum morfolojik incelemelerin motilite ile birlikte degerlendirilmesinin
gerektigi bildiriimektedir (7, 70, 92). |

Soderquist ve ark. (82), taze spermanin morfolojisi ile eritiimis spermanin
fertilitesi arasindaki iliskinin daha énce arastinldigini fakat, morfolojinin fertilite
tahmininde yanlis veya yetersiz sonuglar verebildigini ifade etmiglerdir.
Arastiricilar, akrozomal ve diger morfolojik bozukluklar ile canli spermatozoon
orani gibi &zelliklerin potansiyel fertiliteyi hangi &lgllerde etkilediginin ortaya
konmasi icin daha fazla ¢alisiimasi gerektigini agiklamiglardir.

Linford ve ark. (90), bogalarda spermatolojik ¢zellikler ile fertilite
arasindaki iliskiyi arastirmislar, bu amagcla payetlerde dondurdukiari sperma ile
yaptiklari tohumlamalardan elde ettikleri gebelik oranlarini incelemiglerdir

(NRR). Arastirmacilar, eritme sonrasi morfolojik bozukluklardan proksimal
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stoplazmik damlacikli spermatozoon orant ile fertilite arasinda Onemli

korelasyon saptadiklarini bildirmiglerdir.

Akrozom bozukluklarinin bogalarda infertiliteden steriliteye kadar varan
délverimi problemleri yaratacadini bildiren Anderson ve ark. (3), 95 boga

kullanarak yaptiklari galismada en ¢ok rastlad|klar| akrozom bozukluklarini,
a-) Sismis apikal kenar
b-) Duzlesmis apikal kenar
c-) kismen sismis ve Kivrilmis apikal kenar olarak siniflandirmiglardir.

Motilite, konsantrasyon ve morfoloji gibi rutin sperma analizleri genelde
subjektif olarak gergeklestiriimektedir. Kullanilan malzemelerin sicaklik ve
kalitesindeki degisiklikler analiz sonuglarini etkileyebilmekte ve uzmanlik
gerektiren bu testler spermanin potansiyel fertilitesinin belirlenmesinde yetersiz
kalabilmektedir (18, 56, 64, 72).

‘Bazi arastiricilar erkeklerde fertilitenin tahmini igin kullanilan rutin sperma
analizlerinin; konsantrasyon, motilite ve morfoloji gibi birkag parametreye dayall
oldugunu ifade etmigler, ancak, bunlarinda belli kisitiamalar igerdigini ve
fertilizasyonun tahmini ‘ic;in yeterli olmadi§ini spermatozoonun servikal mukus
penetrasyonu, akrozomal —membran butinlugt gibi  degisik sperma
parametrelerinin  6lglimesi igin farkli analizlerin gelistiriimekte oldugunu
belirtmislerdir (18, 49, 82).

Paul ve arkadaslari (75), insanlarda erkegin infertilitesini degerlendirmek |
igin rutih‘ sperma analizlerinin gerekli oldugunu fakat tek basina yeterli
olmadigini bildirmiglerdir. Bu amag igin sperma servikal mukus penetrasyon
testinin; kolay, gelistirilebilir, daha ucuz ve hamster yumurtasi penetrasyon
(HZA) deneylerinden ¢ok daha kolay yorumlanabilen bir test oldugu
belirtilmektedir (75, 77). |

Ejakule olmus spermanin, vaginadan ductus fallopi'ye dogru olan
yolculugunda karsilastidi ilk fiziksel bariyer serviks olup (5, 20, 27, 52)
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spermanin serviks igerisindeki gécl, yeterli miktarda ve kalitede servikal
mukusa baglidir (26, 46, 51). Serviks'in anatomisinin ve servikal mukus
anomalilerinin, fertilitede %5-%10 arasinda bir dustse sebebiyet verdigini ifade
eden arastirmacilar, sperma ile servikal mukus arasindaki etkilesimlerin tespit
edilmesinin infertilite tayini acisindan ¢ok 6nemli oldugunu vurgulamiglardir
(51). Calismacilar Postkoital testin (PCT), spermanin servikal mukusla
arasindaki etkilesimi géstermek i¢in uzun stre kullanildigini, ancak PCT
sonuglarinin  yorumu Gzerinde  anlagsmazlklarin  bulundugunu. ve bir
standardizasyonun sart oldugunu, bu nedenle c¢alismalarin bagka test
metotlarina kanalize edildigini bildirmislerdir (27, 46, 52). Sperma ile mukus
etkilesimini standardize etmek igin; slayt testi, sperma-servikal mukus kontakt
testi (SCMC)’ ve kremer kapillar penetrasyon testi gibi birgok in-vitro teknikler
kullanildigi bildirilmektedir (26, 51, 52). ilk baslarda sperma-servikal mukus
penetrasyon test (SMPT) sonuglari, rutin sperma analizi sonuglari ile paralel
bulunmustur. Bu da testin gok énemili bir klinik bulgu olmadigi kanisin: ortaya
cikarmigtir. Ancak veriler daha dikkatli incelendiginde, SMPT'nin rutin sperma
analizlerden daha hassas oldugu géralmustir. Ornegin konsantrasyonu digik
ve motilitesi zayif olan 6rneklerin mukus penetrasyon test sonuglarinin zayif
olmasi beklenirken, &rneklerin énemli bir bélimunde sonuglar normal
bulunmustur. Bununla birlikte o6rneklerin kuguk bir boliminin distk test
sonuglarina sahip oldugu tespit edilmisti. Rutin sperma analizleriyle
spermatozoonlarin fonksiyonel islevleri hakkinda énemli bilgilerin tam olarak
saglanamayacagi ancak SMPT ile saglandiyina dair sonuglarin elde edildigi
bildiriimektedir (10, 17, 18, 20, 26, 52, 62, 68, 79, 87).

Eggert Krause ve ark. (26), SMPTnin insanlarda vyalnizca
spermatozoonlarin  penetrasyon mesafesini degil ayni zamanda mukus
drnegine penetre olan spermatozooniarin sayisini, motilitesini ve fertilite glict

hakkinda énemli bilgiler sagladigini bildirmiglerdir.

infertilite arastirmalarinda yeni bir test olarak kullanilan HZA,
spermatozoonlari fonksiyonel olarak inceleyen ve spermatozoonlarin insan

yumurtasinda zona pellusidaya baglanma yetenegdini degerlendiren bir

12



yontemdir (17, 58, 80). HZA'nin IVF ile 6nemli derecede korelasyonlu oldugu
yapilan galismalar neticesinde ortaya c¢itkmistir - (80). SMPT ile
kargilashnld@mda HZA, gerek ¢alisma suresi bakimindan ¢ok zaman almast ve
gerekse uzmanlasmis teknisyene ve pahali ekipmanlara ihtiyag duymasi
nedeniyle servikal mukus penetrasyon testine ciddi anlamda bir alternatif
olamamistir (80). Oysa ki SMPT, basit ve pahali oimayan bir laboratuar testidir
(75, 87). Sperma-mukus etkilesim testleri diger sperma analizlerini
tamamlamada faydali bir yéntemdir (36). insanlarda 6zellikle, hormonal olarak

standardize edilmis hasta eslerinde servikal mukusun kullaniimasiyla yaptlan
| SMPT'nin, fertilite igin prognostik degeri olan énemli bir degerlendirme yontemi
oldugu ifade edilmistir (11, 18, 26, 27, 51, 52, 63, 68, 75, 87). Arastiricilar,
insanlarda spermanin servikal mukusa penetre olma yeteneginin gerek in-vivo
ve gerekse in-vitro olarak test edilmesinin klinik 6nemini belirlemek igin PCT
(Post-Coital Test) ve Sperma-Servikal Mukus Penetrasyon Testlerini
kargilagtirmiglar, sonug olarak SMPT'nin gebelik tahmininde PCT'ye kiyasla
daha iyi bir yéntem oldugunu belirlemislerdir (27, 51, 52).

Correa ve ark. (18), farkls fertilite oranlarina sahip bogdalarda spermanin
konsantrasyonu ve motilite gibi parametre ortalamalarinin benzer oldugunu
fakat spermanin fonksiyonel parametrelerini 6lgcen test sonuglarinin, fertilite
oranlarina goére degistigini belirtmisler, spermalarin SMPT'de 30 dakikalik
inkibasyonda 20mm’nin Uzerinde skor alan grubun potansiyel fertilitelerini

yUksek, 20mm’nin altinda skor alan gurubun ise dustk oldugunu saptamislardir.
4.5. Disi Genital Organlarinda Spermatozoonlarin Transportu

Ciftlesme sonucunda sperma insan, sigir, koyun ve tavsanda vaginaya, |
~kisrak, domuz ve kemiricilerde is'e‘uterusa birakilir (45, 78). Spermanin
birakildigi yer ve birakilan spermatozoon miktari arasinda turler arasinda
farkliliklar bulunurken (Ornegin: Boga 4.8x10°, Aygir 8.4x10° Kopek 1.25x10°%)

ovidukta ulasan spermatozoonlarin sayisinin az oldugu bildirilmektedir (38).
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Vagihadan ovidukta kadar olan yolculuk boyunca spermatozoonlar birgok
bariyer ve olumsuz ortamlarla karsilagirlar (20, 26, 27, 46, 51, 52) ve sayilari

giderek azalir.

Turlere gore degismekle birlikte ortalama pH'si 6.2-7.8 olan vagina
spermatozoonlarin yagamasi i¢in uygun bir ortam degildir. Vagina mukozasinin
salgiladi§) laktik asit pH'nin dismesine ve spermatozoonlarin hareketlerinin

engellenmesine sebebiyet vermektedir (85).

Serviks vaginay uterusa baglar. Servikal kanal dizensiz durim ve
kivrimlardan olusmus oldugundan epitel yizeyinde derin kriptler mevcuttur (41).
‘Spermatozoonlar serviksteki bu kriptler sayesinde |6kositlerden ayrilarak
fagositozdan korunurlar (36, 41). Serviksin epitel ylzeyinde mukus salgilayan
hicreler mevcut olup Ostrus ddneminde bu salgl gogalarak vaginada
toplanmaktadir (12, 36, 41, 93). Ovulasyon 6ncesinde oldugu gibi dstrojen
seviyesi ylksek, progesteron seviyesi dugtk oldugunda servikal mukus sulu bir
kivamdadir. Bu durum spermatozoonlarin servikal kanaldan daha rahat
gegmesini saglar. Siklusun liteal devresinde oldugu gibi yuksek progesteron
seviyesinde ise mukus viskéz bir hal aldigindan spermatozoonlarin uterusa

girisine engel teskil eder (36, 41, 52).

Uterus spermatozoonlar igin aktif bir bariyer degildir. Ancak uterusun
[Umenindeki granulositler ve antikor hicreleri spermatozoonlari fagosite
ettifinden sperma hucreleri igin uygun bir ortam degildir (41). Farkh tarler
Uzerinde yapnah arastirmalarda, spermatozoonlarin uterusun distalinden
oviduktlara birka¢ dakika gibi kisa bir zaman diliminde ulastidi bildirilmektedir
(36). Bu durum spermatozoonlarin tasinmasinda ana faktdérin uterus
kontraksiyonlari ve  endometriyumdan  salgilanan  sivilar  oldugunu
gbstermektedir (7, 36, 41, 45, 54).

Son olarak utero-tubal gegis boélgesinde spermatozoonlar énemli bir
engelle karsilagirlar (36, 41). Bu bdlgenin morfolojisi hayvan turleri arasinda
farkhilik gésterir. Ozellikle kemiriciler ve domuzlarda utero-tubal gecis bélgesi

buylk bir engel teskil ettiginden, bu tlrlerde blyUk miktarlarda sperma direkt
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olarak uterus limenine birakilir (41). Engeli asan spermatozooniar ovidukt
icerisinde énemli 6lglde bu organlarin kontraksiyonlari ve ovidukt salgisi ile

daha ileriye transfer edilirler (48, 78).
4.6, Sperma-Mukus Etkilesimi

Hareketli spermatozoonlar servikal mukus iplikgikleri tarafindan servikal
kriptlere yonlendirilirler ve burada tutularak yavag yavas uterus ve fallop
tiplerine dogru salinirlar (32, 36). Mukus igerisindeki sperma hucreleri her
zaman bir sivi ortam iginde bulunur. Spermatozoonlarin digi Ureme kanall
sekresyonlari ile etkilesimi, hlicrelerin yasami ve fonksiyonel yetenegi igin kritik
bir énem tasimaktadir (36). Uterus ve tuba sivilarinin spermatozooniar
Uzerindeki etkilerini degerlendirmek igin halen pratik bir yéntem bulunamamistir
(31). Fakat servikal mukus UGzerinde caligiimakta ve dzellikleri
belirlenebilmektedir (4, 5, 6, 18, 20,23, 32, 55, 63, 65, 67,68, 79, 91).

4.6.1. Servikal Mukusun Kimyasal Ozellikleri

Serviks'in epitel hicreleri degisik tipte salgi hucreleri igermekte ve bu
hucrelerden salgitanan sivilar servikal mukusun temelini teskil etmektedir (36,
93). Ovaryumdan salgilanan hormonlar servikal mukusun sekresyonunu
duzenlemekte; dstrojenin etkisi ile 6strus déneminde serviks mukozasinin
salgisi g¢ogalmakta ve yumurta aki (gérUnUmune doénuserek vaginada
toplanmaktadir (24, 67, 85, 93). Bu salgl o6zellikle kizginlik ddéneminde
vaginadan bol miktarda bosalir ve ineklerde 6nemli &strus semptomlarindandir
(45, 78, 85, 93). Salinan servikal mukus miktari siklik degisiklikler
gostermektedir (36, 52,'60). Servikal mukus; elektrolitler, [6kositler, hlcresel
artiklar, organik bilesikler ve ¢odzunar protei'nler iceren dustk ve ylUksek
viskoziteli komponentlerden olusan bir hidrojeldir (12, 36). Viskozitenin ylksek
olmasi musin yoduniuguna baghdir. Servikal musin, bir peptid ¢ekirdek ve
oligosakkarid yan zincirler seklinde alt birimlerden olugan bir fibriler sistemdir.
Servikal mukusun kimyasal yapisinda sodyum, potasyum kloriir ve az miktarda
da kalsium ve inorganik fosfor bulunmaktadir (11, 12, 14, 23, 63). inekte

serviko-vaginal sivinin en énemli elementi mucoid’tir. Bu element focose,
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galaktose, glucosamine, sialic asit ve bazi amino asitler icermektedir. Sialic asit
miktari éstrus doéneminde azalmakta, gebelik déneminde ise ¢ogalmaktadir.
Inegin vaginal sivisinda az miktarda seker bulunmaktadir. Fakat uterus ve
duktus fallopide bu miktar daha fazlalasmakta ve sperma igin enerji kaynagi
olarak kullaniimaktadir (36). Servikal mukus %90'In (zerinde su igeren
heterojen bir sekresyon olup yogunluk ve kristallesme gibi sivilara 6zgu bazi
Ozellikler géstermektedir (32, 59, 63, 67). Yogunluk servikal mukusun molekuler
dizeninden, protein ve iyon konsantrasyonlarindan etkilenmektedir. Mukus
yogunlugu, prodstrusda ve &strusun hemen basinda yiksek bir Viskoziteye
sahiptir. Mukusun ovulasyondan 6nceki bu yodunlugu giderek daha sulu bir
kivama dénusmekte ve ovulasyon aninda en dusiuk yodunluga ulagmaktadir.

Ovulasyonu takiben mukusun viskozitesi tekrar artmaya baglamaktadir (12, 36).

Servikal mukus bilesenlerinde olusan siklik degdisiklikler spermatozoonun
penetrasyon yetenegini ve yasamini etkileyebilir. Spermatozoonlar, insan
servikal mukusuna diside 28 gun suren normal siklusun yaklasik dokuzuncu
guntinde penetre olmaya baslamakta ve penetrasyon yetenegi ovulasyona/
kadar giderek artmaktadir. Ovulasyon sonrasinda hentiz mukusta buytk
degisiklikler gérUlmedeh spermatozoonlarin penetrasyon kabiliyeti azalmaya
baglamaktadir (22, 36, 52). Sperma hucrelerinin servikal mukusun pH'sindaki
degisikliklere karsi hassas oldugu belirtiimektedir (85). Alkalin karakterli mukus
motiliteyi artinirken, asit karakterli mukus spermatozoonlarin  hareketini
durdurmaktadir. Bununla birlikte, servikal mukusun asiri alkali olmasi (pH’In
8.5'ten yUksek olmasi) canliigint olumsuz yoénde etkileyebilmektedir.
Spermatozoonlarin migrasyonu ve yasamlarinin surekliligi icin gerekli olan
optimal pH arahdi 7.0-8.5 ve bu defer siklus ortasindaki normal servikal
mukusun pH degeridir. Bununla birlikte 6.0 ile 7.0 arasi pH degerlerinin de

spermatozoon penetrasyonu icin uygun oldugu goragt vardir (12, 36, 52)

Bozkurt ve Demirci (12), ineklerde &strusun farkli devrelerinde elde
edilen vagina ve serviks akintilarinda ortalama viskozite 2.3+0.09, pH 7.46 *
0.06, kuru madde %1.62 + 0.06, su %98.37 £ 0.07, Ca 10.06 + 0.06 mg/100ml,
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Na 12.11 + 0.05 mEq/1, K 118.04 + 0.66 mEq/1 ve Mg 3.96 + 0.03 mg/100ml

degerlerini saptamiglardir.

Dev ve arkadaslari (22), &dstrusun ortasinda alinan servikal mukusa
spermatozoonlarin daha iyi penetre oldugunu saptamiglar. Bu safhada alinan
mukusun yUksek duzeyde Na ihtiva ettigi ve diger safhalarda alinan mukuslara
nazaran daha dusUk diizeyde protein igcerdigi belirtilmistir. Arastirmacilar gerek
potasyum, gerekse kalsiyum ve magnezyum degerleri arasinda énemli bir

farklilik gézlenmedigini bildirmislerdir.
4.6.2. Sperma ile Servikal Mukus Arasindaki Etkilegim
Arastiricilar serviks ve servikal mukusun;

a) Ovulasyon aninda veya ovulasyona yakin zamanda spermatozoon

penetrasyonunun saglanmasi,

b) Spermatozoonlarin vagina icerisinde fagositoza kargl korunmasi ve

enerji gereksiniminin karsilanmasi,

c) Filtrasyon (farkh motilite ve morfolojik 6&zelliklere bagh olarak

spermatozoon segimi),
d) Kisa sureli spermatozoon depo gérevini gérmesi ve

e) Spermatozoonlarda  kapasitasyonun baslatiimasi seklinde
siralanabilecek ¢zellikleri oldugunu bildirmislerdir (36, 52).

Daha o6nce de belirtildigi gibi servikal mukus siklusun sinirli bir
déneminde spermatozoon migrasyonuna izin  vermektedir (36, 52).
Spermatozoonlarin  servikal mukusa penetre olma zamani bir kadindan
digerine, ayni kadinda bir siklustan digerine farkli olmaktadir (36). Sperma ile
servikal mukus arasindaki etkilesimin detayli olarak incelenmesi, penetrasyon
testleri kullanilarak yapiimaktadir (2, 4, 5, 6, 20, 23, 26, 32, 52, 53, 63, 68, 74,
75, 79, 87). Sperma-servikal mukus etkilesim testleri ile servikal mukus

orneklerinin kalitesini karsilastirmak amaglandiginda; optimum sayi, hareketlilik
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ve saglam morfolojiye sahip tek bir sperma 6rnegi, farkli sperma érneklerinin
kalitesini degerlendirmek amagclandiginda ise ayni servikal mukus 6rnegi
kullaniimaktadir (36).

Servikal mukusun sivi kisminin %85 ile %98 arasinda degistigi, bu sivi
kisim %95'in altina indiginde servikal mukusun yogunlastigi ve spermatozoon

migrasyonunun hizla azaldigi bildirilmektedir (23).

Matousek ve ark. (63), calismalarinda kullandiklari servikal mukuslari
sUperovulasyon uygulanan ve uygulanmayan ineklerden almiglar ve bu
mukuslara spermatozooniarin penetre olma yetenegdinde bir farklilik clmadigini
bildirmiglerdir. Servikal mukusun igindeki kristallerin yapisinin ve servikal
mukusun protein konsantrasyonun SMPT’yi belirgin bir sekilde etkiledigini ifade
eden c¢alismacilar, mukus igerisindeki kristalle§rhenin (puberizasyon) olmamasi
ve ylksek diuzeyde protein bulunmasi durumunda spermatozoonlarin kapillar
tubul igerisindeki hareketlerinin yavasladigini bildirmislerdir. Ayni zamanda
servikal mukusun spermatozoonlarin hareketini yavaslatarak, enerjisini ovidukt
~ampullasina ulagacak kadar dengeli kullanmasini sagladigini da ifade

etmiglerdir.

Kirsan ve ark. (54), spermatozoonlarin hareketinin uterustaki mukuslu
akintinin tersi yontnde olustugunu, uterus kontraksiyonlarinin durmast veya
yetersizligi durumunda sperma hiicrelerinin genital kanaldaki ilerleme hizlarinin
yavasladigini veya en azindan ovidukt ampullasina ulasma saresinin uzadigini
bildirmislerdir.

Eggert-Krause ve ark. (26), spermatozoonlar ile mukus arasindaki
etkile§ih1in, sperma ve mukusa ait gesitli 6zellikler tarafindan etkilendi@ihi,
- bunlardan en o&nemlilerinin; hormonal, mikrobiyel ve immunolojik faktdrier
olabileceéihi aciklamiglardir.  Serviksin  spermatozoonlarin  fertilizasyon
bélgesine transportuna yardim eden ve bariyer gérevi géren en 6nemli organ
oldugunu ifade eden galismacilar, in-vitro penetrasyon testinin tekrarlanabilir ve

standardize edilebilir oldugunu, bununla birlikte spermatozoon ile mukus
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arasindaki etkilesimin goézlemienmesine de rahatlkla olanak sagladigini

bildirmiglerdir.

Bazi yazarlar spermanin kalitesi ve mukusa olan penetrasyon yetenegi

arasindaki iliskileri agsagidaki basliklar altinda toplamiglardir;

1. Mukusa penetre olabilme 6&zelliginde en énemli faktér spermanin
motilitesidir (26, 46, 51, 68 74, 87, 91).

2. Spermanin morfolojik 6zellikleri de dnemlidir fakat calismadan ¢alismaya
farkhlik  gbésterir.  Cunkd  bu  6zellik arastiricilara goére farkl
siniflandirmalara maruz kalmakta ve sonugta degisik bulgular ortaya
cikmaktadir (5, 6, 20, 46, 52),

3. Spermatozoon konsantrasyonunun énemi daha azdir (74).

Serviks normal spermatozoonlari se¢mek igin dogal bir bariyerdir (20, 26,’
- 27, 52). Serviks'in bu gérevine iliskin Jeulin ve ark. (46), in-vivo ve in-vitro
olarak farkli iki metot Uzerinde galisma yapmislardir. In-vitro olarak Sperma-
Servikal Mukus Penetrasyon Testi, in-vivo olarak ise Post Koital Testinde (PCT)
calisan arasgtirmacilar, ,morfolojik olarak anormal basa sahip spermatozoonlarin
servikal mukus penetrasyon testinde &nemli bir dugus gézlemlediklerini,
serviks'in bir bariyer meydana getirerek morfolojik blarak anormal basli
spermatozoonlari eledigini ve bu hucrelerin transportuna izin vermedigini

bildirmiglerdir.

Aragtirmacilar gogunlukla bir spermada birden fazla anomalite varsa
hangisinin en o6nemli olduguna karar vermede ve degerlendirmelerinde
gUgIUklef yagayabilmektedirler. SMPT'de pozitif sonug veren sperma
érneklerinin normal morfolojiye sahip hlcre yuzdeleri gok genis bir varyasyon
gostermektedir (%3-%66) (46). Buna ragmen SMPT de iyi sonug veren hucreler
incelendiginde, normal formdaki spermatozoon oraninin hi¢ de az olmadi§t
bildirilmektedir (5, 6, 20, 46, 52). Spermatozoonlarin bas kismina ait bir ya da
birden fazla morfolojik bozukluk olmasi, servikal mukustaki migrasyonu

etkilememektédir. Ancak bas bozukluguna orta kisim veya kuyruk
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bozuklugunun da eklenmesi halinde, htcrenin servikal mukusa penetrasyonun
dnemli 6lgiide azaldidi bildiriimistir. Servikal mukustaki seleksiyonun, hicrenin
motor (orta kisim ve kuyruk) kisimlarinin morfolojik bitinlugine yani motilite

yetenegine dayandigi aciklanmigtir. (46).

insanlarda in-vitro olarak spermatozoonlarin servikal mukusa penetre
olma yeteneklerinin degerlendirilmesi, spermatozoon fertilitesinin
belirlenmesinde 6nemlidir (11, 26, 27, 51, 52, 63, 68, 73, 75, 87). Ayrica SMPT
sonuglari ile progfesif motilite sonuglarinin birbirleri ile 6nemli derecede
~ korelasyonlu oldugu bildiriimektedir (5, 23, 26, 51, 68, 74, 91).

Keel ve Schalue (52), spermatozoon konsantrasyonu, motilite ve SMPT
degerleri arasinda 6nemli bir iliskinin oldugunu bulmuslardir (p< 0.01).
Caligsmacilar normal yogunluga ve motiliteye sahip spermatozoonlarin, SMP’de
normal sonuglar gésterdigini belirtmiglerdir. Normal spermatozoon sayisina
sahip ejakulatlarin %68'inin iyi bir SMPT sonucu g6sterdigini saptayan
aragtiricilar, spermatozoon motilitesi ile SMPT sonuglari arasindaki iligki
degerlendirildiginde spermatozoon sayisina oranla motilitenin SMPT ile daha
ylksek korelasyoniu oldugunu bulmuslardir. Arastiricilar SMPT sonuglart ile
'gebelik oranlari arasindaki iligkiyi de incelemisler ve SMPT ile gebelik sonuglar
arasinda 6nemli bir baglantinin oldugunu ve SMPT sonugclari yiksek olan 69

erkek hastanin %59'undan basarili sonuglar alindigini bildirmislerdir.

Anilkumar ve Devanathan (5), bir ¢ok arastiricinin spermatozoonlarin
servikal mukusa penetre olmasinda rol oynayan énemli 3 kriter (eritme sonrasi
motilite, normal morfoloji orani ve sadlam akrozom oranlar) Gzerinde
durdukiarini, kendi ¢alismalarinda ise pénetrasyona sadece motilitenin 6nemli
derecede katkida bulundugunu ve diger butin 6zelliklerin 6nemsiz oldugunu

ileri strmuslerdir.

Servikal ~mukusun, sadece fonksiyonel olarak en iyi olan
spermatozoonlarin penetre olmasina izin vererek bir filtre gibi gérev yapmasinin
yanisira baska oOzellikleride vardir. Serviks'in kaudalinde bulunan normal

spermatozoon oraninin, kranialine nazaran o6nemli derecede daha ylksek
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oIduQu'gézlenmigtir (5, 20, 91). Bunun yaninda, servikal mukusun genital
kanalin  daha yukarilarindaki  sekresyonlarin  immunolojik  durumunu
yansitabilecegi bildiriimektedir (26). Serviks igerisine salgilanmis olan antikorlar
muhtemelen implantasyona engel olan endometriumdaki antikorlardir. Mukus
icindeki saglikli olarak tanimlanabilecek ilerleme spermatozoonun sadece
mukusta ilerleyebilmesini degil, ayni zamanda utero-tubal baglanti yerinden

gegmesine ve korona radiataya penetre olmasina olanak saglamaktadir (26).

Keel ve Webster (53), yogunluk, motilite ve hiz gibi spermatolojik
parametreler ile mukus penetrasyon mesafesi arasinda pozitif bir korelasyon
saptamiglardir (p< 0.001). Caligmacilar spermanin morfolojik bozukluklarinin
ylzdesi ile mukus penetrasyon mesafesi arasinda énemli derecede negatif bir
korelasyonun oldugunu ve penetrasyon mesafesi 20mm’den az olan gurupta
olgunlagmamis germ hicreleri ile kivrik kuyrukiu spermatozoon ytzdesinin, 20
mm'den fazla penetrasyon mesafesine sahip olan gruba gére daha yiksek
oldugunu bildirmislerdir.

Eggert-Krause ve ark. (26), spermatozoonlarin insan servikal mukusuna
penetre olma yetenegi ile insan oositlerinin zona pellusidasina baglanma
yetenegi arasinda ylksek bir korelasyon oldugunu saptamlglardlr. Ayni sekilde
fertilite yetenegi kanitlanmig erkekler incelendiginde, spermatozoonlarinin gerek
zonaya baglanma testinde ve gerekse SMP testinde 6nemli derecede yuksek
bulgular tespit etmislerdir.

Gesitli aragtiricilar yaptiklar farklh calismalarda, progresif motiliteye sahip
hucre konsantrasyonunun arttirilmasi ile SMPT'de yuksek bulgular elde
edilebildigini ve testte kullanilan spermanin taze ya da eritilmis olmasinin
sonucu etkilemedigini belirtmislerdir (74, 91).

Anilkumar ve ark. (6), alti boganin donmus spermasini kullanarak
yaptiklari caligmalarinda, spermatolojik 6zellikler ile poliacrilamid jel ve servikal
mukus ic;erisindeki’ spermatozoonlarin penetrasyon mesafesi arasindaki
korelasyonu degerlendirmisler. Jel ve mukus igerisindeki spermatozoon
penetrasyonu ile eritme sonrasindaki motilite ve akrozom bUtinligl arasinda
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onemli derecede pozitif bir korelasyon saptadiklarini bildiren arastirmacilar,
anormal spermatozoon oraninda ise énemli derecede negatif bir korelasyon
bulduklarini bildirmislerdir. Calismada gerek konsantrasyon, gerekse eritme
sonrasi canli spermatozoon oraninda ise énemli derecede bir korelasyonun

~ olmadi§ saptanmistir.
4.7. Farkli Test Metotlarinin SMPT Sonuglarn Uzerine Etkisi

Sperma ile servikal mukus arasindaki etkilesimi agiklamak igin in vivo
PCT ile in-vitro Slayt Testi ve Sperma Servikal Mukus Kontakt Testleri uzun bir
dénem yaygin olarak kullaniimistir (26, 51, 52). Ancak bu test sonuglarinin
yorumlari Gzerindeki anlagmazliklar ve testin standardize edilememesini de
iceren bir ¢ok zorluklaria karsilasiimasi bu alandaki calismalart bagka test
matotlarina kanalize etmistir (51). Kremer adli arastirici ilk kez 1945 yilinda igi
servikal mukus ile dolu heparinize olmamis kapillar tupler ve kalibre ediimis
penetrasyon metresini kullanmistir (55). Daha sonralari Kremer Kapillar Tup
Metodu olarak adlandirilan ve bir ¢ok arastirici tarafindan benimsenen bu
yéntemin temeli, i¢i servikal mukus ile dolu olan kapillar tuplerde spermanin
belirli stre ve i1silarda inkUbasyona tabi tutulmasi ve mikroskop altinda belirli
mesafedeki spermatozoonlarin sayisinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir
(18, 20, 23, 26, 32, 51, 52, 79).

in vitro penetrasyon testinde yumurta aki ile sigir servikal mukusunu ayri
ayri kullanarak spermatozoonlarin penetrasyon kabiliyetini karsilastiran Engel
(29), servikal mukus igerisindeki spermatozoonlarin penetrasyon yetenegini,
motilitelerini ve hizlarini, yumurta aki kullanilanlara nazaran énemli derecede

yuksek bulmustur.

Mukus Penetrasyon Testinde mukus igerisindeki kristallerin yénuniin
spermatozoontarin hareket kabiliyeti Uzerinde pozitif bir etkisinin oldugunu tespit
eden Frangois (32), testte kullanilan kapillar tuplerin capini daraltarak mukus
igerisindeki fibrillerin tip eksenine parelel bir hal almasini ve spermatozoonlarin
thp icerisinde daha kolay yénelmesine olanak saglayarak hizlarini arttirdigini

saptamistir.

22



Paul ve arkadaslari (75), sperma ylkama (swim-up) tekniginin SMPT
Uzerine olasi etkilerini arastirmislardir. Calismada normal ve anormal
spermalarin  ylkama ©ncesi ve sonrasi SMPT degerlerini inceleyen
arastirmacilar, 30 mm’'den fazla penetrasyon gésterenieri normal, 30 mm’den az
penetrasyon goésterenleri anormal olarak dederlendirmisler ve konu Uzerinde
¢alisan diger arastirmacilarin ve kendilerinin 30 mm’yi referans kabul ettiklerini
belirtmislerdir. Fertilitesi normal sperma érneklerinin penetrasyon ortalamasinin
degismedigi, yikama éncesi 58 mm iken yikama sonrasi 55 mm bulundugu
ifade edilmistir. Fertilitesi normalin ¢ok altinda olan vericilerin spermasinda ise
yikama 6ncesi 18 mm olan penetrasyon mesafesinin yilkama sonrasi 27 mm'ye
yUkseldigi saptanmis ve bu artigin istatistiksel agidan anlamli oldugu tespit
edilmistir (p< 07025).

Yikama prosedirt uygulanmamis spermada penetrasyon ortalama
degerinin yikananlardan daha blytk oldugunu bildiren Shoham ve ark. (79),
ayrica, yikanan ve yikanmayan ornekler igin her bir santimetredeki penetrasyon
- yo§unluklarini karsilastirarak ilk 3 cm'deki farklarin énemli (p< 0.001), 4. ve

5.cm’deki farklarin ise édnemsiz oldugunu saptamislar.

Oda 1sisindaki degisikliklerin SMPT sonuglarinda 6nemli degisikliklere
sebebiyet verdigi arastiricilar tarafindan bildiriimistir. SMPT'nin elestiri alan
onemli noktalarindan biri, ayni 6érnekler tizerinde belli bir strede ¢ok yoénlu
testler uygulandiginda oldukga farkh sonuglar elde edilmesidir. Bunun sebebinin
kullaniian spermanin kalitesi veya ortam 1sisinin degiskenligine baglanabilecedi
bildirilmistir (51).

‘Galli ve arkadaglari (33), Servikal Mukus Penetrasyon Testin de
dondurulmus boga spermasi kullanarak, penetrasyon mesafelerini 90 dakika
streyle 37°C ve 21°C'de sirasiyla 28.5 mm ve 181 mm saptadiklarini
bildirmi§ierdir. Calismacilar spermatozooniarin migrasyon degerleri arasindaki

bu farkiihig testin degisik 1silarda yapilmis olmasina baglamislardir.

Yogev ve arkadaslari (91), degisen inkUbasyqn IsIsSINN spermatozoonun
hizini arttirarak daha iyi bir penetrasyona yol agtigini bildirmiglerdir,
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5. GEREC VE YONTEM

Arastirmada péyet ybéntemine gdre dondurulmus on bogaya ait spermalar

kullanildi.
5.1. Spermanin Dondurulmasi

Calismada, istanbul Universitesi Veteriner Fakultesi Délerme ve Sun'i
Tohumlama Anabilim Dali’'nda barindirilan Holstein irki bogalardan gesitli
tarihlerde haftada iki kez sperma alindi. Sperma alma zamani boyunca bogalar
beslenme, i1glk ve I1sI yénunden kontrol altinda tutuldu. Alinan spermalar
Laiciphos W488 sulandiricisi ile sulandirildi. Sperma teknigine uygun olarak
payet yontemine gére dondurularak donma kazanina aktarildi. Her bir bogda igin
ortalama olarak 70-80 payet rastgele alinarak tum calisma boyunca ayni saha
konteynerinde (9 litre) depolandi. Kalanlar da sahaya sun'i tohumlamalar igin
nakledildi. Konteynerdeki sivi azot seviyesi haftada iki kez kontrol edildi ve en

az 2/3 oraninda dolu olmasi sagland;.
5.2. Servikal Mukusun Toplanmasi

Istanbul Universitesi Veteriner Fakultesi ciftliginde 6strustaki saghkii
ineklerden duzenli olarak mukus alindi. Bu amagla, vulva ve perianal bélge
nemli bir stnger yardimi ile temizlendi ve spekulum ile servikse ulasiidi. Tek
kullamimlik steril sun’i tohumlama pistole kilifina 50 ml'lik enjektér adapte edildi.
Mukus, serviksin kaudalinden veya vagirianm kranialinden aspire edilerek steril
bir cam kivete aktarildi (4, 5, 6, 79). Toplanan mukus 6rnekleri en kisa

zamanda +4°C’lik soguk zincir i¢inde laboratuar ortamina tasindi.
5.3. Servikal Mukusun Degerlendirilmesi

}Servikal Mukus Penetrasyon Testinde, tohumlama zamanina yakin
ineklerden alinan servikal mukus o6rnekleri kullanildi (12, 36). Toplanan

mukuslarin homojen ve bir 6rnek olmasina 6zen gosterildi.

Servikal mukustaki hicresel birikintiler ve |ékositler spermatozoonlarin

migrasyonunu engellediginden, toplanmis olan servikal mukusun enfekte olup
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olmadigini belirlemek amaciyla ¢alismada kullaniimadan énce mukus White-
Side testine tabi tutuldu (4).

White Side Testi:

Bir ml servikal mukus ve 1 ml %5'lik NaOH solusyonu, bir test tipu
icerisinde kaynama noktasina kadar isitildi. Isitma islemi sohraS| numunede
sari rengin gértlmesi, enfeksiyonun veya kontaminasyonun pozitif géstergési
olarak kabul edildi ve enfekte olarak degerlendirilen mukuslar calismada
kullaniimadi (4).

5.4. Servikal Mukusun Saklanmasi

Toplanan mukus drnekleri steril cam kuvetlere konuldu. Dehidrasyondan
~ korumak igin bir tikag ile cam kuvetin agzi sikica kapatildi. Mukus érnekleri
buzdolabinda +4°C'de G¢ glne kadar saklanabilmesine ragmen (5, 55, 79),
toplandiktan sonra 24 saatten daha fazla stre gegcmis olan mukus 6rnekleri

¢alismada kullaniimadi.
5.5. Servikal Mukus Penetrasyon Testi

Test igin kullanilacak servikal mukus, enjektér ve plastik bir hortum
vasitasiyla olusturulan negatif basing yardimiyla 0.25 ml hacmindeki seffaf
payetlerin kapall olan arka ucuna kadar gekildi (Sekil 1. 2) ve 37°C'de 5 dakika
dik olarak bekletildi. Bekletme sonrasinda hava kabarcigi olusan payetler
kabarcigin bulundudu noktaya gére degerlendirildi. ilk 2 cm’nin  Ustiinde hava
kabarci@i bulunan payetler degerlendirme dist birakildi. itk 2 cm’nin altinda
olugan hava kabarciklar! ise ince bir tel vasitasiyla payetin kapall olan arka
ucundan agik olan 6n ucuna dogru tipa ittirilerek giderildi ve mukusun toplu igne
bagi blytkligunde hafifge payetin ucundan ¢ikmasi saglandi. Payetten cikan
mukus non-toksik bir kiivet igerisinde bulunan ve 37°C’'de 30 saniyelik stirede
eritilen spermayla dik (90 derecelik agi ile) bir sekilde (payetin plastik kismi
kivete degmeksizin) temas ettirilerek Grnekler etuv icerisinde inkibasyona
birakilds (Sekil 3). |
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5.6. Gruplarin Olugturulmasi

Servikal Mukus Penetrasyon Testin'de (SMPT) inkUbasyonlar, 15 ve 45
dakikalik iki farkl strede ve 37°C, 39°C ve 41°C’lik 0¢ farkh 1sida

gerceklestirildi. Farkii 1s1 ve sUrelere gére toplam alti grup olusturuldu.
1. Grup
Ornekler 37°C’lik ortamda 15 dakika sureyle inkiibasyona birakildi.
2. Grup
Ornekler 37°C'lik ortamda 45 dakika slreyle inkiibasyona blraklldl.
3. Grup
Ornekler 39°C’Iik ortamda 15 dakika streyle inkilbasyona birakildi.
4. Grup
Ornekler 39°C’lik ortamda 45 dakika sureyle inkibasyona birakild.
5. Grup
Ornekler 41°C'lik ortamda 15 dakika sureyle inkiibasyona birakildi.
6. Grup
Ornekler 41°C’lik ortamda 45 dakika slreyle inkiibasyona birakildi.

inklibasyon sonrésmda payetler inklibasyon havuzundan ¢ikartilarak sivi
azot buharinda donduruldu. Donma sonrasinda sperma &rneklerini igereh
payetlerin ilk 1.5 cm’lik bolum kesilerek degerlendirme disi birakildi. 1.5 cm’nin
atilmasindan sonra gelen 0.25 cm'lik (1.5-1.75 cm'ler arasi) bélumun igerigi (1.
penetrasyon araligi), ince bir telle payetin arka ucundaki tipag 6ne dogru
ittirilerek 6zel olarak hazirlanmig lam Gzerine alindi (Sekil 4). Ardindan bir
sonraki 1.5 cm atildi ve 0.25 cm’lik bdlum (3.25-3.5 cm'ler aras!) ikinci bir lama

alindi (2. penetrasyon arahgl). Payetten tekrar 1.5 cm atildi ve sonrasindaki
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0.25 cm'lik bélum (5.0-5.25 cm’ler arasi) uGglncU bir lama aktarildi (3.
penetrasyon arali§i). Ornekler lamel ile kapatilmasindan sonra faz-kontrast
mikroskopta 200 buylUtmede bdlgeye ulagabilen spermatozoon sayilari tespit
edildi. Gebelik sonuglarinin etkisinde kalmamak i¢in bogalarin fertilite

degerlendirmeleri galigmanin bitiminde gergeklestirildi.

PA2 PA1

Sekil 4: Penetrasyon Araliklarinin Payet Uzerinde Sematize Gérinim

incelemelerde sayimin saghkh olmasini saglamak ve kolaylastirmak
~amaclyla 6zel bir duzenek hazirlandi. Bu amagla bilgisayar ortaminda 0.1 mm
ebatinda mikro kareler ¢izildi. Yapilan bu gizimlerin serigrafideki film ¢ikiglari
asetata alindi ve lamin yuzeyine yapistirilarak ¢zel diizenek olusturuldu (Sekil
5). Spermatozoonlarin sayimina damlanin lam Uzerine yayidigi en Ust
bélimden basglandi ve gekilde goruldagu gibi belli bir sira takip edilerek devam
‘edildi (Sekil 6). Boylece hucreler, sol Ust kdsedeki kareden baslayarak damlanin
yaylldigi en sagdaki kareye kadar sayildi. Sonrasinda bir alttaki kareye gegildi
ve bu kez sol tarafa dog@ru sayim devam ettirildi (45).

Lamel

/ Lam

incelenen
Ornek

£ ' > Asetat

Sekil 5: Spermatozoon Sayiminda Kullanilan Ozel Diizenek
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Sekil 6: Spermatozooniarin Sayilma Sirasi
5.7. Spermatolojik Ozelliklerin incelenmesi

Servikal mukus penetrasyon testi Oncesinde sperma 37°C’de 30
saniyede eritildi (83) ve inklibasyon igin hazirlanmig sperma ¢rneginden birer
damla alinarak motilite ve morfolojik muayene igin kullanildi (42, 45).

5.7.1. Motilite Muayenesi

Sperma ornegi 37°C’ deki lam tzerine konuldu. Faz-kontrast mikroskopta
200 buyutmede, ileriye dogru hareket eden hicreler dikkate alinarak motilite
incelendi. Ug degisik sahadaki motilite oranlarinin ortalamasi alindi ve ylzde

degerleri kaydedildi.
5.7.2. Morfolojik Muayene
Morfolojik muayene igin Hancock sollsyonundan yararianildi.

Hancock’'un formol salin solisyonunun hazirlanmasi (40):

Formalin (%35'lik) 81 ml
NaCl ana solusyonu 18.75 ml
Tampon ana sollsyonu 12.50 ml
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Aqgua bidest g.s.p.62.5 ml
NaCl ana solUsyonunun hazirlanmasi:
NaCl , 113 gr

Aqua bidest q.s.p 62.5

Tampon ana solisyonunun hazirlanmasi:

a) Na2 HPO4 2H20 2714
Aqua bidest g.s.p 62.5 ml
b) KH2 PO4 27849

Aqua bidest g.s.p 62.5 ml

25 ml a + 10ml b solisyonu karistirilarak tampon ana solusyonu

hazirlandi.

inkiibasyon ikgin eritiimis spermadan bir damla sperma alinarak Hancock
solUsyonuna konduktan sonra faz—kontrast mikroskopta immersiyon objektifte

incelendi ve 200 htcre sayilarak ylzde degerleri kaydedildi.
Morfolojik muayeneler:
a) Akrozom bozukluklari (AB),
b) Diger morfolojik bozukluklar (DMB),

~¢) Toplam morfolojik bozukluklar (TMB) olmak Uzere 3 bdlimde
degerlendirildi.

Her grupta belirtilen tum islemler 10 kez tekrarland..

29



5.8. Sun’i Tohumlama Uygulamalar

Calismada kullanilan 10 bogaya ait donmus sperma ile Cerkezkdy ve
Silivri bélgelerinde halk elinde bulunan disi sigirlar strus belirtilerinden 10-12

saat sonra rekto-vaginal ydntemle intrauterin olarak bir kez tohumlandi.

Tohumlamalar yilin 12 ayi boyunca devam etti. Calismada yilin degisik

mevsimlerinde;
1 no’lu bodanin spermasiyla 423,
2 no’lu bodanin spermasiyla 387,
3 no'lu boganin spermasiyla 576,
4 no’lu bodanin spermasiyla 164,
5 no’lu boganin spermasiyla 341,
6 no'lu boganin spermasiyla 262,
7 no’lu boganin spermasiyla 260,
8 no'lu boganin spermasiyla 418,
9 no’lu boganin spermasiyla 272 ve

10 no’lu bodanin spermasiyla 434 adet olmak Uzere toplam 3537 disi
sigir veteriner hekim tarafindan tohumlandi.

ineklerin kayitlari incelendi ve tohumlamadan sonraki 60-90. gunlere

kadar tekrar 6strus belirlenmeyen inekler gebe kabul edildi.
Fertilite Gruplarinin Olusturuimasi:

Calismada kullanilan bog@alara ait donmus spermayla gerceklestirilen
tohumlamalar neticesinde elde edilen gebelik oranlari bogalara gére farklilik

gosterdi (p< 0.05). 8, 9 ve 10 no'lu bogalara gére 1, 2 ve 3 no'lu bogalarda
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saptanan fertilite oranlarinin  6nemli oranlarda yUksek oldugu saptandi (Tablo

5). Béylece;
1, 2 ve 3 no’lu bogalar 1. fertilite grubunu,
8, 9 ve 10 no’lu bogalar 3. fertilite grubunu ve
diger 4, 5, 6 ve 7 no’lu bogalar ise 2. fertilite grubunu olusturdu (Tablo 6).
5.9. Verilerin Degerlendirilmesi

Spermatozoonlarin servikal mukusa penetre olma yetenegi Uzerine Isi,
sire ve boga etkilerini belirlemek amaciyla General Linear Model (GLM)
prosedurt uygulandi. Alt faktérler arasindaki 6nem kontrolleri Contrast-test ile

belirlendi.

Spermatolojik 6zellikler ve spermatozoon yogunluklari yéninden gruplar
arasi istatistiki karsilastirmalarda Variyans analizi metodu uygulandi ve gruplar
arasi 6nem kontrolleri Duncan-Testi ile yapildi (Duncan, 1955). Istatistik

hesaplamalar i¢cin SPSS program paketinden yararlanildi (25, 69).

Spermatolojik 6zellikler ile fertilite ve spermatozoon yogunluklari

arasindaki ilski icin Pearson korelasyon yéhtemi kullanildi.

Gebelik oranlari igin gruplar arasi istatistiki karsilastirmalar x*-Testi (chi

square) ile yapiidi (57).
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Sekil 1: Mukus Penetrasyon Testinde Kullanilan Malzemeler

Sekil 2: Sevikal Mukusun Payete Sekil 3: Etilv Igerisinde Inkilbasyona
Cekilmesi Birakilan Payetlerin Gérinimu



6. BULGULAR

Bogalarin payetlerde dondurulmus spermalari, 37°C'de 30 saniyelik su
banyosunda eritildi ve motilite, akrozom bozukluklari (AB), diger morfolojik
bozukiuklar (DMB) ve toplam morfolojik bozukluklar (TMB) degerlendirildi.
Bogalarda saptanan spermatolojik 6zellikler Tablo 1'de sunulmustur. % motilite
degerleri bogalara gére sirasiyla 63.50, 59.50, 55.51, 56.00, 52.50, 55.50,
56.00, 57.50, 54.50, ve 59.00, % AB bulgulari; 2.40, 2.30, 3.85, 3.45, 3.30,
2.80, 4.50, 4.05, 3.15 ve 3.75 % DMB; 6.55, 9.90, 10.12, 9.30, 5.55, 15.10,
9.40, 12.00, 10.60 ve 13.15 ve % TMB; 8.95, 12.20, 13.97, 12.75, 8.85, 17.90,
13.90, 16.05, 13.75 ve 16.90 degerleri tespit edildi. Tum spermatolojik degerler

bogalara gére énemli farkliliklar gésterdi (P< 0.05).

Sperma servikal mukus penetrasyon testinde (SMPT), farkli i1si ve stre
gruplarinda elde edilen migrasyon yogunlukiari Tablo 2’de sunulmustur. Stre ve
boga faktorli gézardi edildiginde birinci penetrasyon araliginda (PA1) 37°C,
39°C ve 41°C'lik inkubasyonlarda sirasiyla ortalama 826.22, 1058.10 ve
1376.66 spermatozoon tespit edilmis ve aralarindaki fark istatistiksel olarak
énemli bulunmustur (p< 0,001). Ikinci ve Uglincl penetrasyon araliklarinda
saptanan spermatozoon sayilari farkl 1si  inkUbasyonlarinda benzer
bulunmustur. 37°C, 39°C ve 41°C’'lik inkUbasyonlarda sirasiyla PA2'de; 83.36,
81.90 ve 79.24, PA3'te; 33.32, 21 .85 ve 10.68 spermatozoon saptanmigtir.

Isi ve boga faktérleri goéz ard: edildiginde birinci (p< 0.001) ve ikinci (p<
0.01)pénetrasyon araliklarinda inkQlbasyon suresinin artisina bagh olarak
migrasyon yoguniugunda 6énemli bir artis géridd. On bes ve 45 dakikalik
inkibasyonlarin neticesinde sirasiyla PA1'de 598.35 ve 1575.63, PA2'de 42.09,
120.90 ve PA3'te; 8.77 ve 35.12 spermatozoon saptanmistir (Tablo 2). |

SMPT’de inkubasyon isisi ile sUre faktérlerinin birlikte etkisi PA1'de
istatistiksel olarak 6nemsiz, PA2 (p< 0,05) ve PA3'de (p< 0,001) ise 6nemli
bulunmustur. inkibasyon suresi ile boda faktéri arasindaki etkilesim her g

penetrasyon araliginda da énemli bulunmasina ragmen (p< 0,05), isi ile boga
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arasindaki etkilesimin her U0¢ penetrasyon araliginda ©nemsiz oldugu

saptanmigtir (Tablo 2).

Farkli inkilbasyon 1s1 ve surelerinin ortalamasi dikkate alindiginda
bogalara gére sirasiyla PA1’'de 1570.18, 1274.32, 1186.43, 772.12, 1165.37,
717.08, 414.20, 1281.68, 1247.05 ve 1241.45 PA2'de 123.35, 77.70, 99.57,
49.50, 100.80, 70.33, 23.92, 97.32, 77.73 ve 94.75, PA 3'te 31.85, 36.00, 30.98,
15.37, 27.87, 9.73, 5.30, 25.17, 14.40 ve 22.78 spermatozoon saptanmistir.
Buna gére sadece 1. penetrasyon aralijinda saptanan spermatozoon sayilar

bogalara gére énemili farkhliklar gdstermistir (p< 0.05 Tablo 2).

Farkli penetrasyon araliklarinda motilite ve morfolojik o&zellikleri ile
spermatozoon yogunlugu arasindaki korelasyon Tablo 3 sunulmustur. Tabloda
gc‘SsteriIen spermatolojik dzellikler ile penetrasyon araliklarindaki (PA1, PA2 ve
'PA3) spermatozoon yogunluklari arasinda énemli bir korelasyonun olmadigi

saptanmistir.

Donmus boga spermasinda eritme sonrasinda saptanan spermatolojik
ozellikler ile tohumlamalar sonrasinda elde edilen fertilite oranlari arasindaki
iligki kargilagtirilmig ve bu iliski Tablo 4'te ¢zetlenmistir. Calismada kullanilan 10
bogaya ait spermatolojik szelliklerin ortalamasi (n=10 bogax10 tekrar=100) ve
toplam 3537 tohumlama sonrasi saptanan gebelik oranlari istatistiksel anlamda
degerlendirilmistir. Buna gére motilite, akrozomal bozukluklar, diger morfolojik
bozukluklar ile fertilite arasinda korelasyonun olmadigi, ancak toplam morfolojik

bozukluklar ile fertilite arasindaki iliskinin anlamli oldugu (p< 0.05) saptanmustir.

Tohumlamalar sonrasi saptanan % gebelik oranlari bogalara gére
siraslyla; 79.9, 78.6, 76.0, 75.0, 72.1, 70.3, 69.5, 69.1, 67.7 ve 67.1 olarak
saptanmistir (Tablo 5). Buna gére 1, 2 ve 3 no'lu bogalardaki gebelik oranlarinin
8, 9 ve 10 no’lu bogalara gére yuksek oldugu tespit edilmistir (p< 0.05). Bu
verilere gére 3 fertilite grubu olusturulmustur. Gebelik oranlar yuksek bulunan -
1, 2 ve 3 no’lu bogalar 1. Fertilite Grubunu, gebelik oranlari dustk bulunan 8, 9
ve 10 no'lu bogalar 3. Fertilite grubunu olusturmustur. Geriye kalan 4, 5, 6 ve 7
no’lu bogalar ise 2. Fertilite grubu igerisinde degerlendirilmistir (Tablo 6).
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Béylece fertilite gruplarina goére sirastyla 860 tohumlamada %77.6, 1449
tohumlamada %71.4 ve 1228 tohumlamada %68.0 ‘gebelik orani bulunmus ve
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak énemli oldugu saptanmistir (p<
0.05).

Eritme sonrasi incelenen tum spermatolojik 6zellikler fertilite gruplarina
gore onemli farkliliklar géstermistir (p< 0.05, Tablo 7). Gruplara gére sirasiyla
%59.5, %55.0 ve %57.0 motilite, %2.8, %3.5 ve %3.7 AB, %8.8, %9.8 ve %11.9
DMB, %11.7, %13.4 ve %15.6 TMB bulunmustur,

Fertilite gruplarinin  penetrasyon araliklarina gbére spermatozoon
yogunlugu Tablo 8de sunulmustur. Birinci penetrasyon araligindaki
spermatozooh yogunlugu 1, 2. ve 3. gruplardé sirasiyla 1306.29, 741.43 ve
1210.82 olarak tespit edilmis ve 2. gruptaki yodunlugun dustk oldugu
bulunmustur (p< 0.05). - ikinci penetrasyon araliginda = spermatozoon
yogunlukiari sirasiyla 97.36, 59.13 ve 86.62 olarak bulunmug ve bu
penetrasyon araliginda da en dlsuk bulgular 2. grupta saptanmistir (p< 0.05).
Uglincl penetrasyon arali§inda ise sirasiyla ortalama 32.02, 14.08 ve 20.01
spermatozoon bulunmus ve en ytksek veriler 1. fertilite grubunda elde edilmistir
(p< 0.05).

~ Farkli inkiibasyon tekniklerinde penetrasyon araliklarinda saptanan
spermatozoon yodunluklarinin fertilite gruplarina gére karsilastiriimasi tablo
9'da gosterildigi gibidir. Buna gére 37°C-15 dakikalik ve 39°C-15 dakikalik
inkibasyon tekniklerinde her U¢ penetrasyon araliklarinda da saptanan
spermatozoon yogunluklari ‘fertilite gruplarina gére degismemistir. 37°C-45
dakikalik inklbasyon tekniginde her g penetrasyon arali§inda (PA1: p< 0.01,
PA2 ve PA3: p< 0.05), 39°C-45dk ve 41°C-45dakikalik inkiibasyon tekniklerinde
1. penetrasyon araliklarinda (p< 0.05) ve 41°C-15 dakika inkUbasyon tekniginde
ise 3. penetrasyon araliginda (p< 0.01) saptanan spermatozoon sayilari fertilite

gruplarina gore farkhliklar géstermistir.
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| Calismada kullanilan bogalarin spermalari farkll 1si ve strelerde mukus
penetrasyon testine tabi tutulmus ve bogalarda saptanan spermatozoon

yogunluklar tablo 10’da gdésterildigi gibidir.
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Tablo 1: Bogalarda Saptanan % Spermatolojik Ozellikler ve Bogalar
Arasindaki Farklihklarin Duncan-Testi Sonuglari (n=10).

B 8 g A Mo;c/ilite Akrcoa/ozom D(I)\/CIB TI(}//‘IJB
% S¢ X S¢ 3 S¢ % S<

1 63,50 ® 042 | 2,40 * 0,22 6,559 027 | 8959 046
2 59,50 b 0,61 230° 047 | 990 ° 0301220 ° 033
3 5551 ° 0,55 385 *® 034 | 1012 ° 042 [1397 © 0,72
4 56,00 % 0,64 3,45 ™ 0,20 930 ° 032 | 1275 ° 037
5 5250 0,33 3,30 ¢ 0,20 5559 022| 8859 0,39
6 55,50 © 0,54 | 2,80 °*® 019 | 1510 ° 0,82 | 17,90 ® 0,51
7 56,00 * 0,64 450 % 0,43 9,40 © 0,47 | 13,90 ¢ 0,82
8 57,50 ¢ 0,53 405% 030 | 1200° 049 | 16,05° 0,58'
9 54,50 ¢ 0,54 | 3,15 ™* 027 | 1060 ° 056 | 1375 ° 067
10 59,00 *° 0,64 375 % 048 | 1315°" 0,68 (16,90 ® 0,61

abedef Ayni stitunda ortak harf tagimayan ozellikler arasindaki fark énemlidir (p < 0,05)

DMB: Diger Morfolojik Bozukluklar,
TMB: Toplam Morfolojik Bozuklukiar.
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Tablo 2: Sperma Servikal Mukus Penetrasyon Testi’nde Farkli |SI ve
Siire Guruplarinda Elde Edilen Spermatozoon Yogunluklar.

FAKTOR PA1 PA2) PA3
N X Si X S§ X Si
iS|
37°C 200 826,22° 7314 | 8336 6,82 | 3332 295
39°C 200 1058,10° 7314 | 81,90 6,82 | 21,85 295
41°C 200 137666° 7314 | 7924 682 | 1068 2,95
SURE Kkk *k
15 dk. 300 598,35° 59,71 |42,09° 557 | 877 241
450k 300 157563°% 59,71 |120,90° 557 | 3512 2,41
BOGA NO *
1 60 1570,18 ® 13353 | 123,35 12,45 | 31,85 5,39
2 60 1274,32 ® 13353 | 77,70 12,45 | 36,00 5,39
3 60 1186,43 ® 133,53 | 99,57 12,45 | 30,98 5,39
4 60 77212 ° 13353 | 49,50 12,45 | 1537 5,39
5 60 116537 ® 133,53 | 100,80 12,45 | 27,87 5,39
6 60 717,08 © 13353 | 70,33 1245 | 973 5,39
7 60 414,20 °© 133,53 | 23,92 1245 | 530 5,39
8 60 1281,68 ® 13353 | 97,32 1245 | 2517 5,39
9 60 1247,05 ® 13353 | 77,73 1245 | 1440 539
10 60 124145 ® 13353 | 94,75 12,45 | 2278 5,39
si1 * Siire | * Rk
Siire * Boga * * *
Isi * Boga

abe Aynit stitunda ortak harf tagimayan ozellikler arasindaki fark dnemlidir (* P< 0.05,

** P<0.01, ™ P< 0.001).

PA: Penetrasyon Araligi.
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) Tablo 3: Farkh Penetrasyon Araliklarinda Motilite ve Morfolojik
Ozellikler ile Spermatozoon Yogunlugu Arasindaki Korelasyon.

Spermatolojik

Ozellikler PA 1 PA 2 PA 3
Motilite 0,039 0,048 0,043
Akrozom

Bozukluklar 0,009 - -0,012 -0,025

Diger Morfolojik
Bozukluklar -0,037 0,010 -0,008
Toplam Morfolojik
Bozukluklar -0,027 0,003 -0,017

PA: Penetrasyon Araligi (P> 0.05)

Tablo 4 :Spermatolojik Ozellikler ile Fertilite Arasindaki Korelasyon.

Toplam Morfolojik Bozukluklar

Spermatolojik Ozellikler Gebelik
Motilite 0,267
Akrozom Bozukluklar -0,491
Diger Morfolojik Bozukluklar -0,600
-0,642*

(* p< 0.05)
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Tablo 5: Sun’i Tohumlama Sonrasi Bogalarda Elde Edilen Gebelik

Oranlari.
Boga No | Tohumlanan Digi Sayisi | Gebe Disi Sayisi Gebelil/: Orani
1 164 131 79,9%
2 262 206 78,62
3 434 330 76,02
4 260 195 75,020cde
5 341 246 721"
6 576 405 70,3
7 272 189 69,54
8 418 289 69,1'
9 387 262 67,7°
10 423 284 67,1f

abedef Ayni situnda ortak harf tagimayan ézellikler arasindaki fark dnemlidir (p< 0.05).

Tablo 6: Tohumlama Sonrasi Saptanan Fertilite Oranlarina Goére
Bogalarin - Gruplandiriimasi ve Gruplara Goére Fertilite Oranlarinin
Karsilagtiriimasi.

Boga Tohumlanan Gebe Disi Gebelik

Fertilite Gruplan Sayisi Disi Sayisi Sayisi Orani %
1 o 3 860 667 77,6°
2 4 1449 1035 71,4°
3 3 1228 835 68,0°

¢ Ayni situnda ortak harf tagimayan 6zellikler arasindaki fark énemlidir (p< 0.05).
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Tablo 7: Fertilite Gruplarinda Saptanan Spermatolojik Ozellikler (%).

o Motilite Akrozom DMB TMB
Fertilite n %, % % %
Gruplar
X Sz X Sg X Sz X Sz
1 30 59,52 0,39 28° 0,15 88° 023| 11,7° 0,34
2 40 55,0° 0,29 35% 0,14 9.8° 0,34| 134" 0,39
3 30 570" 0,36 37°% 0,21 11,92 0,34| 1562 0,37

< Ayni stitunda ortak harf tasimayan 6zellikler arasindaki fark énemlidir (p< 0.05).
DMB: Diger Morfolojik Bozukluklar,

TMB: Toplam Morfolojik Bozukluklar.

Tablo 8: Fertilite Guruplarina Gore Penetrasyon Araliklarinda
Saptanan Spermatozoon Yoguniuklan.

Curup PA 1 PA 2 PA 3
X 5% X Sz X Sg
T | 180 [130620° 9071 | 9736° 875 | 3202° 458
2 | 240 | 74143° 6653 | 5913° 545 | 1408° 195
3 | 180 | 121082° 8810 | 8662° 797 | 2001° 283

* Ayni siitunda ortak harf tagimayan 6zellikler arasindaki fark énemiidir (p< 0.05).
PA: Penetrasyo Aralidi
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Tablo 9 : Farkli inkiibasyon Tekniklerinde Penetrasyon Araliklarinda
Saptanan Spermatozoon Yogunluklarinin Fertilite Gruplarina Gore
Kargilagtiriilmasi.

Inkiibasyon | PA 1 PA 2 PA3
Is1 ve Siiresi n
No: :
1 |30]| 28530 8904 | 42733 13,41 | 21,73 8,44
37 °C-15 dk. 2 |40 | 21878 6838 | 24,48 6,27 7,40 2,65
3 |30| 31803 87,76 | 34,90 8.58 9,40 2,61
* % % *
1|30 1761,53* 22533 | 14747 2400 | 81,33° 17,11
37 0C"45 dko b b b
2 |40 | 874,48° 17437 | 95,33 12,41 | 33,95 5,93
3 |30 168557 22643 | 17127 21,50 | 54,50% 10,40
1 | 30| 84470 19624 | 6537 15,01 15,87 5,73
o -
39°C-15dk. | 5 | 40| 39618  10975| 3250 820 | 7,00 268
3 | 30| 90827 207,30 43,63 7,86 5,97 1,74
*
1|30 1826,03" 22598 | 15560 2699 | 5283 15,16
39 °C-45 dk. ~
2 |40 | 1058,23° 188,96 | 84,5 16,95 | 25,48 6,72
3|30 | 153577 22570 | 12537 23,47 | 27,67 7,57
%%
v 1 |30 1012,13 21231 | 6490 18,04 | 11,50 = 4,58
41 °C-15 dk.
| 2 | 40| 53818 13582 | 42,98 13,00 | 1,63° 0,65
3 |30 107757 22062 | 36,53 13,00 | 1,9° 0,78
*
1 |30 2332,17% 173,79 | 125,57 23,68 | 14,40 6,10
41 °C-45 dk.
2 |40 | 1517,33° 208,11 | 87,03 17,97 | 11,95 5,94
3 |30 (201517 20866 | 127,90 2499 | 2527 8.88

% Ayni inkitbasyon teknigine ait siitunda ortak harf tagimayan ézellikler arasindaki fark
énemlidir (* p< 0.05, ** p<0.01).
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7. TARTISMA

Hayvan 1slahinda, oOzellikle sidir yetistiriciliginde sun’i tohumlamanin
énemli bir yeri vardir (78). Hayvanciligi gelismis hemen butun Ulkeler kisa
strede genetik ilerleme saglayabilmek icin progeny-testing yontemini basariyla
uygulamiglardir. Bu test de Ustun verim ve genetik kapasiteli bogalarin
spermalari dondurularak, sun’i tohumlama yoluyla Glkedeki disi sigirlarin
tohumlanmasinda kullaniimaktadir (30). Normalde dogal asim yoluyla yilda bir
boga en fazla 100-150 disiyi doélleyebilmekteyken, donmus sperma ile yilda
20.000-50.000 disi tohumlanabilmektedir (81). Bir bogadan elde edilen bir
gjakulat ile yaklagik 100-500 diginin tohumlanabildigi géz énune alindiginda
potansiyel fertilitesi dustk bir spermanin tohumlamada kullaniimasi durumunda
yasanacak olan ekonomik kayip ta buyUk olacaktir. Bu ejakulatlarin ve
dondurulmus spermanin tohumlamada kullanilmadan ©nce potansiyel
fertilitesinin belirlenmesi blyUuk ekonomik deger tasimaktadir (78).

Gerek veteriner ve gerekse insan hekimliginde spermanin fertiliteye olan
etkileri g:cjk yonlu olarak yogun bir sekilde incelenmistir. Spermanin kalitesini ve
potansiyel fertilitesini belirlemek igin gesitli morfolojik, fizyolojik ve biyokimyasal
yontemlier arastiriimis ve gelistirilmistir (93). Spermanin degerlendirilmesinde
kullanilan testler spermatozoonlarin canliligi, motilitesi ve morfolojisi ile ilgilidir
(18, 20, 46, 79). Spermanin potansiyel fertilitesinin belirlenmesinde kullanilan
yéntemlerin her gegen gin artigr ve bu analizlerin tek baslarina yeterli
olamadiklari bildirilmektedir (10, 17, 20, 47, 49, 51, 91).

Asim sonrasi spermatozoonlarin vaginadan fertilizasyon bélgesine dogru
giderken karsilastiklari ilk fiziksel bariyer servikstir ve spermatozoonlarin serviks
igerisindeki go¢U yeterli miktardaki ve kalitedeki servikal mukusa baghidir (20,
26, 27, 36, 51, 52). Spermatozoonun servikal mukusa penetre olmasindan
sonra, morfolojik olarak saglam ve motil hiicre oraninin serviksin kranialinde
kaudaline gére daha fazla oldugu bildirilmistir (5, 20, 91). Anil Kumar (5),
servikal mukusun dogal olarak anormal morfolojiye sahip spermatozoonlari filtre |
etme 6zelligi oldugunu, normal ve anormal morfolojiye sahip spermatozoonlanv
birbirinden ayiran bir bariyer gibi davrandigini agiklamistir. Serviksin anatomik

yap! bozukluklarinin veya servikal mukus sekresyonundaki anormalliklerin %5-
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%10 oraninda kisirlida sebebiyet verdigi bildiriimektedir (51). Bu nedenle,
sperma ile servikal mukus arasindaki etkilesimin belirlenmesinin fertilite
degerlendiriimesi agisindan blytk 6nem arz ettigi belirtiimis ve caligmalar bu
yénde yogunlagmistir (20, 26, 36, 51, 52, 75, 87, 91).

Spermatozoon ile servikal mukus arasindaki etkilesimi degerlendirmek
igin uzun bir dénem “Postkoital Test” (PCT) yaygin olarak kullaniimistir (27, 46,
51, 52). Ancak PCT sonuglarinin yorumiari Gizerindeki anlasmaz!iklar ve testin
standardize edilememesi gibi birgok zorluklar bu alandaki ¢alismalar
sinirlandirmistir.  Sperma  ile  servikal mukus arasindaki etkile§imin'
degerlendirildigi testleri standardize etmek amaciyla “Slayt‘ Testi” ve “Sperm
Servikal Mukus Kontakt Testi” (SCMC) gibi degisik in vitro test metotlar
gelistirilmistir (26, 51, 52). |

Dogal ciftlesme esnasinda, spermatozoonlar uterusa girmek igin servikal
mukus boyunca gb¢ etmek zorundadir. Spermatozooniar ovidukt'taki
fonksiyonel sperma rezervuarina temelde uterusun kas hareketleri vasitasi ile
transfer edilirler. Yeterli sayi ve kalitedeki spermatozoonlarin herhangi bir
nedenle  fertilizasyon bolgesine ulasamadiklarinda  fertilizasyonun
gergeklegemeyeceéi aciktir.  Sperma hucrelerinin  motilite  yeteneklerinin
belirlenmesinde in-vivo ortamda asilacak olan fiziksel bariyerlerin “in vitro
ortamda kullanilan migrasyon testleriyle” taklit edilebilecegdi bildirilmistir (88).
Kremer adl arastirici sperma ile servikal mukus arasindaki etkilesimi
degerlendirmek i¢in heparinize edilmemis cam  kapillar tGpleri ve
spermatozoonlarin  kat ettigi mesafenin Olgllmesi igin kalibre edilmis
penetrasyon metresini (penetration meter) kullanmistir (55). Daha sonralari,
igleri servikal mukusla dolu olan kapillar tipler sperma ile inkilbasyona tabi
tutulmug, 400 bayUtmelik faz kontrast mikroskop altinda spermatozooniarin
penetrasyon yetenekleri degerlendirilmis ve bu yénteme “Kremer’in kapillar tip
metodu” veya “Kremer testi” adi verilmis ve yaygin olarak kullaniimistir (4, 5, 6,
18, 20, 23, 26, 27, 46, 49, 51, 52, 53, 55, 62, 63, 65, 74, 79, 91). insan sperma
vericilerinin fertilitelerini in-vitro ortamda degerlendirmek igin, spermatozoonlarin
migrasyon ¢aligmalarinda disi insan (62, 74, 75) ve sidirlarin (18, 32, 46, 52, 53,
68, 79) servikal mukusu kullanimistir. Zamanla kapillar tip metodunun
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benimsenmesi ve testin in vitro uygulanmasi ile ilgili farkli teknikler ve
degerlendirme kriterleri ortaya gikm|§t|r. Kremer testinde 60 dakikalik
inkibasyon sonucu 3 cm mesafedeki hareketli spermatozoonlar |
degerlendirilirken, Penetrak isimli arastirict 90 dakikalik inkilbasyon sonucunda
en uzada giden éncl spermatozoonun kat ettigi mesafeyi esas almistir (55, 91).
Bunun yaninda servikal mukus penetrasyon testinde inkUbasyon igin farkli isi ve
streler kullaniimistir (4, 5, 6, 26, 46, 51, 52, 63, 79, 91).

insan ve boga spermasi ile yapilan ¢alismalarda servikal mukus ile
spermatozoon iliskisinin énemli rol oynadig bildirilmis (26, 32, 36, 32) ve
sperma-servikal mukus penetrasyon test (SMPT) ile spermanin motilitesi (5, 6,
23, 26, 33, 46, 51, 68, 74, 87, 91) ve morfolojik butinlUk oranlari arasinda (5, 6,
20, 33, 46, 52) yiksek korelasyonlarin oldudu agiklanmigtir. insan hekimliginde
birbirinden bagimsiz olarak yapilan pek ¢ok galismada, spermatozoonlarm‘
fertilizasyon kapasitesi ile servikal mukusa penetrasyonun korelasyonlu oldugu
gésterilmistir (11, 18, 27, 63, 68, 75, 87). Bu nedenle insanlarda erkek
hastalarin  fertilite degerlendirmesinde SMPT'nin  kullanimi  giderek
yayginlasmaktadir (11, 26, 27, 51, 52, 83, 68, 75, 87). Ne var ki, ¢esitli sperma
parametreleri arasinda baglanti bulunmasina ragmen, ruminantlarda sperma
hiicrelerinin migrasyon kapasitesi ile in-vivo fertilite arasinda baglanti oldugunu
bildiren g¢alismaci sayisi son derecede azdir (88). Boga spermatozooniarinin
mukusa penetre olma yetenekleri ile fertilite arasindaki iligkinin degerlendirildigi
sinirth sayidaki ¢alismalarda, SMPT sonuglari ile fertilite arasinda pozitif bir
iliskinin bulunamadigi ileri strGimustir (33, 63, 88). Calismalarin blytk
cogunlugunda spermatozoonlarin penetrasyon mesafeleri dederlendirmeye
alinmistir (4, 5, 53, 87). Ozellikle insan hekimliginde genel olarak SMPT'de 30
mm’lik penetrasyon mesafesi sinir deger olarak kabul edilmis ve 6nci
spermatozoonun 30 mm’den daha faZIa mesafe kat ettigi belirlenen drneklerin
penetrasyon kabiliyetleri “iyi" olarak deg@erlendirilmistir (4, 5, 68, 91). Bunun
yaninda Verberckmoes ve ark. (88), in-vivo fertilitenin daha kesin tahmin
edilebilmesi igin farkii in vitro test sistemlerinin kombine ediimesinin zorunlu
oldugunu ileri strmdslerdir. Benzer sekilde Eggert Krause ve ark. (26) in-vitro

SMPT'nin yalnizca spermatozoonlarin ~ penetrasyon mesafelerinin
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degerlendirilmesini degil, ayni zamanda mukus ()'rneQine penetre olabilen
spermatozoon  sayisinin,  motilite  kalitesinin ve  progressive = motil
spermatozoonlarin hizlarinin da degerlendirilmesini igerdigini bildirmigler ve
normal kosullar altinda disi genital kanalinin en yukarisina ulagsmak igin gerekli
olan bu faktérlerin her birinin SMPT sonuglarini etkiledigini agiklamiglardir.
SMPT metotlarindaki gelismelere ragmen, sonuglarin laboratuvarlara ve kigilere
gére farklihk gosterebildigi ve standardize edilememesi gibi sakincalarinin
oldugu bildiriimektedir (74).

Sunulan gall§mada, incelenen spermatolojik &zelliklerden motilite,
akrozom bozukluklari (AB), diger morfoloji‘k bozukiukiar (DMB) ve toplam
morfolojik bozukluklar (TMB) ile penetrasyon araliklarindaki migrasyon
yoguniugu arasinda &nemli derecede bir iliski bulunamamistir (p> 0.05, Tablo
3). Boga spermasi Uzerinde ¢alisma yapan arastiricilarin hemen tamami bazi
spermatolojik &zellikler ile penetrasyon yetenedi arasinda 6nemli iligkiler
bulmuglardir. Ancak ayni spermatolojik 6zellikler igin farkli goérusler ileri
sUrtimastur (6, 18, 23, 27, 33, 46, 68, 74). Ornegin Anil Kumér ve ark. (6), boga
spermasi ile yaptiklari caligmada penetrasyon mesafesi ile eritme sonrasi
motilite ve akrozomal bGtanlUk arasinda pozitif korelasyon (p< 0.01), anormal
spermatozoon orani arasinda ise negatif korelasyon (p< 0.01) tespit etmislerdir.
Galli ve ark. (33), boga spermasi ile yaptiklari calismada, spermatozoonlarin
penetrasyon mesafeleri ile akrozom bUtunluglt ve toplam spermatozoon
bUtinlUgu arasinda 6nemli derecede dogrusal bir korelasyon saptamiglardir (p<
0.001). Jeulin ve ark. (46), kuyruk ya da orta kisma ait bozukiuklarin
spermatozoonlarin servikal mukus icerisinde gé¢ etmelerine engel oldugu halde 4
bas bdlgesine ait bozukluklarin béyle bir soruna neden olmadigini
bildirmiglerdir. Tam aksine Eggert Krause ve ark. (27) boyun ve kuyruk
anomalilerinin penetrasyon mesafelerinde énemli rol oynamadigini, ancak bas
anomalisine sahip olan spermatozoonlarin ise penetrasyon mesafelerinde
onemli duslslere neden oldugunu saptamislardir. Okuda ve ark. (68), taze boga
spermasi ile yaptiklari galismalarinda dncl sp'ermatozoonlarln kat ettigi mesafe
ile motilite arasinda énemli derecede pozitif korelasyon bulmusgliar (p< 0.05),

donmus spermada ise 6nemli derecede bir iliski saptayamamislardir. Ayni
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calismada arastiricilar hem taze hem de donmus spermada penetrasyon
mesafesi ile morfolojik bUttnltk arasinda énemli bir iligkinin bulunamadigini
bildirmislerdir. Yukarida géruldigu Uzere herhangi bir spermatolojik ézellik ile
penetrasyon yetenegdi arasinda yakin iliski olduguna dair bir gérus birligi yoktur.
Ayrica sunulan galismada kullanilan bogalarin gerék spermatolojik 6zellikleri ve
gerekse sahadaki fertilite oranlar arastirildiktan sonra segiimeleri nedeniyle,
bogalarin tamaminin Ustin ve birbirlerine yakin &zellikte olduklart kabul
edilebilir. Dolayisiyla bogalarda saptanan spermatolojik bulgularin nispeten -
benzer olmalari bu sonuca katkida bulunmus olabilir.

Calismada kullanllan bogalarin tOmunde eritme sonras! saptanan
spermatolojik &zellikler (Motilite, AB, DMB ve TMB), diger arastirmacilarin
bulduéu degerlerle benzer 6zelliktedir (1, 70, 78, 84, 93). Motilite ve morfolojik
bozuklukiar bireylere gére édnemli oranlarda farklidir (Tablo 1). Cogu arastirmaci
spermatolojik 6zelliklerin bogalara gére degisken oldugunu bildifmi§tir (39, 90,
92). Ozellikle morfolojik bozukluklar yuksek fertiliteli bodalarda nispeten dustk
olsa da, fertilite oranlari daha dusuk bogalarda sperma kalitesinin dizenli bir
sekilde dustugune iliskin bir bulgu saptanmamistir. Bu durum 6rnek sayisinin
azligina ve canli materyalin timinun ylUksek ozelliklerdeki damizliklardan
olugmasina bagjlanabilir. Bununia birlikte Tablo 7’de birinci fertilite grubunda
saptanan DMB ve TMB oranlar, 2. ve 3. gruplarda énemli oranlarda artmistir.
Yine ayni sekilde akrozomal bozukluklarin 2. ve 3. gruplara gére 1. grupta
6nemli dizeyde dusik oldugu saptanmistir (p< 0.05). Bu durum morfolojik
bUtunltgun spermanin potansiyel fertilitesinin belirlenmesindeki énemini bir kez
daha ortaya koymaktadir. Motilite bulgularinda ise yine en ylksek motilite 1.
fertilite grubunda saptanmistir (1., 2. ve 3. grupta strasiyla %59.5, %55.0 ve
%57.0). Ancak 6nceden beklenmedik bir sekilde dusuk fertilite grubundaki
motilite orani 2. fertilite grubundan ylksek bulunmustur. ikinci ve 3. gruptaki
motilite ortalamalari arasindaki fark istatistiksel olarak énemli bulunsa dahi 2
puan kadardir. Matilite oranlarinin birbirlerine oldukga yakin olmasi ve motilite
degerlendirmelerinde  kullanilan subjektif inceleme yoéntemi bu sonucun
rastlantisal olabilecedi sonucunu akla getiyrrhektedir. Ancak 1. ve 3. gruplar

arasindaki fertilite oranlarinda oldugu gibi motilite oranlarinda da 6nemli fark
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olmas! anlamlidir. Ayrica eritme sonrasi toplam morfolojik bozukluk ile fertilite
arasinda yakin iliski bulunmustur (Tablo 4). Bu durum yukarida belirtilen
gbristimizi destekler dogrultudadir. Eritme sonrasi saptanan spermatolojik
dzellikler bogalarin potansiyel fertilitesini belirlemede énemli bir kriterdir. Ayni
zamanda arastirmacilarin bUyUk bir ¢ogunlugu tarafindan ortaya konan bir
sonugtur (3, 7, 66, 70, ).

Penetrasyon araliklarinda séptanan spermatozoon sayilari fertilite
gruplarina gére karsilagtirildiginda 1. ve 2. penetrasyon araliginda (PA 1 ve PA
2), dustk ve yiUksek fertilite gruplari arasindaki farkin énemii olmadigi
saptanmistir (Tablo 8). Ancak 3. penetrasyon araliginda (PA3) ve 1. fertilite
grubunda saptanan bulgular diger fertilite gruplarina gére Gnemli oranlarda
yUksektir (p< 0.05). Bu durum 3. penetrasyon araliginin digerlerine gére daha
dikkat edilmesi gerektiginin bir géstergesi olabilir. Belirtilen bulgular farkl
inkUbasyon sure ve isilarinin (37°C, 39°C ve 41°C ile 15 ve 45 dakika)
ortalamalarini igcerse de, UglncU penetrasyon aralidinda fertilite gruplar
arasindaki fark dikkat ¢ekicidir.

SMPT'de test metoduna yénelik olarak yapilan galismalarda bazi
aragtirmactlar inkibasyon isisini  arttirmanin  daha saglikh penetrasyon
sonuglarina yroI acacak sekilde spermatozoonun hizini artirdigini tespit
etmiglerdir (23, 51, 65, 75, 91). Sunulan ¢alismada ise farkli inkUbasyon
| istlarinin SMPT sonuglari Gzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla 37°C, 39°C
ve 41°C’lik inkUbasyon isilari kullanllmlgtlr. Sure ve boga faktérleri géz ardi
edilerek yapilan istatistiksel degerlendirmede inkiibasyon isisi arttikga PA 1 deki
spermatozoon konsantrasyonlarinin da énemli lglide arttig tespit edilmistir (p<
0.001, Tablo 2). Fakat PA 2 ve PA 3'te inkUbasyon 1sisi arttikga istatistiksel
6neme sahip olmamakla birlikte spermatozoon konsantrasyonlarinda azalma
tespit edilmigtir (p> 0.05). Bunun sebebi, yuksek 1siya bagl olarak
spermatozoonlarda meydana gelen hareket artisi nedeni ile enerjilerini daha
kisa sUrelerde tuketmelerine baglanabilir. Nitekim, Galli ve ark. (33), servikal
mukus penetrasyon testinde 90 dakikalik inklbasyon neticesinde maksimum
linear penetraSyon mesafesini 21°C ve 37°C de sirasiyla 18.1 mm ve 28.5 mm

olarak saptamiglardir. Aragtirmacilar spermatozooniarin migrasyon degerleri
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arasindaki bu farklihgin testin farkl léllarda yapilmis olmasina bagh oldugunu
agiklamislardir. Benzer sekilde, Paul ve ark. (75), oda isisinda (p< 0.05) ve
18°C’nin altinda (p< 0.01) yapllan test esnasinda 2°C’lik si farkinin,
spermatozoonlarin mukusa penetrasyonlarinda anlamlii degisikliklere yol
actigint tespit etmiglerdif. inkibasyondaki kagik 1si degisikliklerinin  gin
icerisinde mevsimsel degisiklikler nedeniyle ve hatta termostat ile isinin sabit
tutuldugu laboratuvarlarda bile olusabilecegi bildiriimistir. Bu nedenle SMPT'nin
standardize edilmesinde isinin kontrol altinda tutulmasi zorunlulugu &ézellikle
vurgulanmisgtir (75). |
Sunulan c¢alismada farkh inkilbasyon surelerinin  SMPT sonuglari
Uzerindeki etkilerini arastirmak amaciyla 15 ve 45 dakikalik inkuibasyon sureleri
kullaniimistir. Bir gok arastirici galismasinda SMPT'de inkUbasyon isilarina gére
degismekle birlikte 6 dakika ile 90 dakika arasinda degisen farkli inklbasyon
sUreleri kullanmislardir (4, 5, 6, 23, 79, 91). Calismamizda 1st ve boga faktorleri
g6z ardi edilerek yapilan istatistiksel degerlendirmede inkUbasyon siresi 15
dakikadan 45 dakikaya arttirildik¢a, penetrasyon araliklarindaki spermatozoon
sayllari genel olarak artis gbstermekle birlikte penetrasyon mesafesi arttikga
konsantrasyon bakimindan iki sUre arasindaki farkin éneminin giderek azaldig
ve PA 3'te farkin 6nemini kaybettigi tespit edilmistir (PA 1'de p< 0.001, PA 2'de
p< 0.01 ve PA 3'te p> 0.05, Tablo 2). Calismada ayrica boda faktérii gz ardi
edilerek inkUbasyon 1sI ve sUresinin penetrasyon araliklarindaki spermatozoon
konsantrasyonlari Uzerindeki birlikte etkileri istatistiksel olarak
deg@erlendirilmigtir. ~ Penetrasyon  araliklarindaki ~ spermatozoon  sayilari
bakimindan tek basina isi faktérinin sadece PA 1'de ¢6nemli etkiye sahip
oldugu (p< 0.001), tek bagina sure faktérinin ise énem derecesinde azaima
olmakla birlikte PA 1 ve PA 2'de énemli etkiye sahip oldudu (PA 1'de p< 0.001
ve PA 2'de p <0.01) tespit edilirken, penetrasyon mesafesi arttikga isi ve sire
faktérlerinin birlikte etkisinin de arttigi ve ozellikle de PA 3'te bu etkinin
istatistiksel olarak son derece énemli oldugu saptanmistir (PA 1'de p> 0.05, PA
2'de p< 0.05 ve PA 3'te p< 0.001, Tablo 2). Ayrica inkiibasyon isisinin bogalara
gore degismedigi yani bogalarin her G¢ penetrasyon araliginda da inkibasyon

isisindan etkilenmedigdi saptanmistir (p> 0.05). Oysaki inklbasyon suresinin
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bogalara gore degisiklik gdsterdigi tespit edilmistir (p< 0.05). Elde edilen
bulgular 1siginda degisik inkibasyon teknikleri arastirilirken, farkh soreler
Uzerinde daha yogunluklu olarak durulmasinin daha dogru olabilecedi ifade
edilebilir.

Arastiricilar mukus penetrasyon testinde spermatozoonlarin hizi ile
penetrasyon mesafesi ve fertilite oranlari arasinda insanlarda yakin bir iligki
oldugunu bildirmiglerdir (26, 51, 52, 75, 87). Keel ve ark. (53), penetrasyon
mesafesi ile bUtun sperma parametreleri (spermatozoon konsantrasyonu,
motilite, velocity vs. ) arasinda istatistiki agidan énemli bir artis gérlduguni (p<
0.001) tespit etmekle birlikte bu parametrelerden motilite ve hizin, mukus
penetrasyon mesafesi ile en guclt  pozitif  korelasyonu gosterdigini
bildirmislerdir. Boga spermasi ile gallgén arastiricilar, SMPT'de ortalama
spermatozoon hizlarini saniyede 48.61-62.62 mikron arasinda oldugunu
bildirmiglerdir  (5). Calismamizda spermatozoonlarin  bireysel hizlari
degerlendiriimemigtir. Fakat 3. penetrasyon araliyina en son ulasan
spermatozoonun 5. cm'ye 15 dakikada ulastigi dustnilduginde, batun
bogalarda PA 3’e en son ulasan spermatozoonun 0-5 cm'ler arasindaki
ortalama hizlarinin 55.5 mikron metre/saniye daha fazla oldugu, 6zellikle 15
dakikalik inkibasyonlarda PA 3 araligindaki konsantrasyonun ortalamanin
Uzerinde hizlara sahip spermatozoonlardan olustugu séylenebilir. Burada 3.
penetrasyon araligina 15 dakikada ulasan spermatozoonlarin 45 dakikada
ulagan hicrelerden daha hizl oldugu sonucu ortaya cikmaktadir. Bu durum kisa
sUreli inkObasyon tekniginin ve 3. penetrasyon araliginin dnemini bir kez daha
ortaya koymaktadir. |

Tablo 9 gehel olarak incelendiginde 37°C 15 dakikalik inkibasyon
tekniginde ve 39°C 15 dakika inkUbasyon tekniginde her Ug¢ penetrasyon
arahginda da fertilite gruplan arasinda énemii bir fark bulunmamistir. 41°C 15
dakika inklibasyon teknidi haricindeki diger inkUbasyonlarda 1. penetrasyon
arahiginda elde edilen veriler fertilite gruplarina gére farkliliklar géstermistir.
Ancak bu penetrasyon araliindaki hiicrelerin sayvilamayacak kadar fazla olmasi
nedeniyle pratikte Onerilebilecek 6zellikte bulunmamistir.  Penetrasyon

araliklarinda saptanan bulgular fertilite gruplarina gére karsilastirildiginda 37°C
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45 dakika ve 41°C 15 dakikada 3. penetrasyon araliklarindaki degerler dikkat
cekicidir. 41°C gibi yuksek sayilabilecek ve hareket artigi nedeniyle
spermatozoonlarin enerji rezervlerini daha kisa strede tiketmelerini saglayacak
bir inklbasyon 1sisinda 3. penetrasyon araligina kadar ulasabilen
spermatozoonlarin dogrusal ve guglu bir harekete, ylksek enerji rezervlerine ve
yeterli dayanikiiiga sahip olduklari soylenebilir (42). Nitekim 41°C'de 15
dakikalik inktibasyonda PA 3'te migrasyon yoguniugu bakimindan en liyi
fertiliteye sahip olan 1. grup ile hem 2. hem de 3. grup arasinda istatistiksel
olarak onemli bir farklilik bulunmustur (p< 0.01). Ancak bogalarda bireysel
olarak farkll inkllbasyon tekniklerinde saptanan veriler genel olarak
incelendiginde (Tablo 10), 41°C 15 dakikalik inklibasyonun 3. penetrasyon
araliginda saptanan spermatozoon sayilari oldukga dusuktur. Bazi érneklerde
hi¢ htcre bulunamamistir. Bu da sinirli sayida yapilan ¢alismalar igin hatali
sonuglara variimasina neden olabilir. Bununla birlikte bu inkUbasyon tekniginin
yapilacak calismalara 1sik tutabilecek &zellikte oldugu séylenebilir.( Bu
calismalarda 3. penetrasyon araliginda daha ytksek sayida hicre elde edilmesi
amaglanmalidir. 37°C’deki inkUbasyon teknikleri gogu arastiricinin énerdigi ve
goérus birligine vardigi bir ydntemdir (6, 23, 75, 91). Paul ve ark. (75), 37°C’de
spermatozoyonlarln mukusa daha fazla penetre oldugunu tespit etmekle birlikte
testin okunabilmesi ve yorumlanabilmesinde 37°C’lik inkibasyon isisini
optimum bulmuslardir. Bu nedenle 37°C’nin SMPT igin uygun ve standardize
edilmesi gereken bir 1si oldugunu ileri strmUslerdir. Calismamizda da en
anlamli sonuglar bu 1si grubunda elde edilmistir.

Arastirmamizda kullanilan butin  bogalarin  rutin  olarak sun’i
tohumlamada kulianiimalarina, arzu edilen duzeyde fertiliteyé ve sperméto|ojik
6zelliklere sahip olmalarina ragmen servikal mukus penetrasyon testinde boga
spermasi Uzerinde caligan arastiricilarin aksine uzak mesafelerdeki (PA 3)
toplam spermatozoon Say|S| ile fertilite (NRR) arasinda énemli derecede pozitif
bir korelasyon bulunmustur (Tablo 8). insan spermasi kullanilarak yapilan pek

¢cok calisma, spermatozoonlarin fertilizasyon kapasitesi ile SMP Testlerinin
| korelasyonlu oldugunu géstermistir (11, 18, 27, 68). insanltardakinin aksine boga

spermatozoonlarinin mukusa penetre olma yetenekleri ile fertilite arasindaki
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iligkinin degerlendirildigi sinirli sayidaki ¢alismalarin gok blylk bir oraninda,
penetrasyon vyetenedi ile fertilite arasinda pozitif iliski bulunamadigi
bildirilmektedir (33, 63. 68). Galli ve ark. (33), donmus boga spermasi ile
yaptiklari galigmada spermatozoonlarin penetrasyon mesafeleri ile fertilite
(NRR) oranlari arasinda dogrusal bir korelasyon bulamadlklarim bildirmiglerdir.
Matousek ve ark. (63), bogalardan alinan spermatozoonlari 16 ayri servikal
mukus 6rneginde kat ettikleri mesafelere gére zayif , orta ve iyi olmak Uzere Gg
gruba ayirmislar, zayif ve iyi gruplarin SMPT sonuglari arasinda istatistiksel
farkhlik ~ bulmalarina karsin  (p< 0.01), spermalarin tohumlamalarda
kullaniimasindan sonra bu iki grubun gebelik oranlari arasinda 6nemli bir
farklilik bulamamiglardir (sirasiyla %54.0 ve %53.9). Verberckmoes ve ark. (88),
Muraze ve arkadaslarinin bildirdigi servikal mukustaki migrasyon mesafesi ile
fertilite (NRR) arasinda pozitif korelasyon bulgularini stpheyle karsilamislar,
gunku testlerin taze spermada, tohumlamalarin ise donmus spermayla
yapildigint bildirmigler ve ayrica s6z konusu arastirmada kullanilan bogalarin
fertilite glclerinin rastlantisal sonuglara yol agabilecek derecede farkli oldugunu
ileri sirmaslerdir. Farkh sigir calismalari arasinda ve insan ve si§ir deneylerinin
sonuglart arasindaki tutarsizliklarin, test metotlarindaki ve kullaniian
penetrasyon medyumlarin (servikal mukus, yapay medyumlar vs.) &zellikleri
arasindaki farkliliklar ile agiklanabilecegi ileri strtimastar. Bunlarin yaninda
insanlarin aksine, sperma kalitesi yéntnden bogalar arasindaki farkliliklarin ve
cok kétl sperma kalitesine sahip bog@alarin oraninin ¢ok distk olmasinin da
calismalar arasindaki tutarsizliklarda etkili olabilecegi bildiriimistir (88).
insanlarda SMPT igin fertil erkeklerin test sonuglari ile (bir suni tohumlama
programindaki vericiler) infertilite laboratuarlarina basvuran sorunlu erkeklerin
sonuglarl karsilagtirimaktadir (2, 46, 52, 62, 75, 79). Halbuki sidirlardaki
sperma migrasyon testleri cogunlukla sun’i tohumlamada kullanilan bogalarin
spermalari ile yapyllm|§t|r (6, 28, 63, 68). Sun'i tohumlamada kullanilan
bogalarin yuksek fertilite oranlarina sahip olmalari sebebiyle non return rate
(NRR) dagilimlari dar olmakta ve bu nedenie de siirlarda kétl sperma
kalitesine sahip olan bireylerin sayist dustk olmaktadir. Arastiricilar son derece

dikkatli planlanan bir ¢alismada bile, sperma migrasyon sonuglarinin
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muhtemelen yalnizca fertiliteleri son derece farkli olan bogalar arasinda farkhlik
gosterecegini ileri surmuslerdir  (88). Arastirmamizda saptanan uzak
mesafelerdeki (PA 3) toplam spermatozoon sayisi ile fertilite (NRR) arasinda
énemli derecedeki pozitif bir korelasyon bulunmasinin sebebi “farkh bir
migrasyon test teknigi” kullaniimasina baglanabilir. Kapillar tip metodundaki
(Kremer Yontemi), sonuglarin laboratuvarlara ve kisilere gére farklilik
gosterebildigi  ve standardize edilememesi gibi sakincalarinin  oldugu
bildiriimektedir. Bunun da sebebi, kapillar tupler icerisindeki sivi derinliginin
degisken olmasi nedeni ile, hareketsiz veya hareketli oldugu halde tlp geperine
yakin olmayan spermatozoonlarin mikroskobik bakida tespit edilememesine
baglanmaktadir. Sadece cepere yakin olan hareketli spermatozoonlarin
belirlenebilmesi, kapillar tup icerisinde belirli mesafelerdeki spermatozoon
sayilarinin tam olarak tespit edilememesi sonucunu dogurmaktadir (74). Gerek
penetrasyon mesafelerindeki spermatozoon sayilarinin ve gerekse en uzaga
giden spermatozoonun kat ettigi mesafenin 6lcildiigu calismalarda sadece
hareketli olan spermatozoonlar saptanmaktadr. OySa SMPT uygulamalarinda
inklibasyon bitimi ile mikroskop altindaki inceleme ani arasinda belirli bir zaman
dilimi bulunmaktadir. inkibasyonun hemen sonrasindaki bu zaman diliminde
sperma hicrelerinin yer degistirecegi ve degisimin inceleme anina kadar devam
edecegi muhakkaktir. Sunulan ¢alismada ise sun’i tohumiama laboratuvarinda
bulunan alet ve malzemeden yararlanarak pratik bir yéntem gelistirilmeye
calisiimistir. Bu amagcla kapillar tup yerine 0.25 ml hacminde, Fransiz mini
payetler kullaniimis ve inkUbasyonun hemen sonrasinda payetler sivi azot
buharinda 30 saniyelik sUrede dondurularak spermatozoonlarin hareketleri
engellenmistir. Dondurma sonrasinda payetler belirli araliklarda kesilerek ele
alinan mukus c‘jrneg"jindeki spermatozoonlarin  tamami  degerlendirmeye
alinmigtir. Galismada kullanilan yéntemin 6zel ekipman gerektirmemesi, en
basit laboratuvar ortaminda dahi uygulanabilmesi ve belirli araliklardaki toplam
spermatozoon sayilarinin belirlenmesine‘dayah oldugu icin sonuglarin kisiden
kigiye degiskenlik géstermemesi gibi avantajlari nedeni ile standardize edilmeye
cok yatkin bir test metodu oldugu ortaya ¢ikmaktadir. Ozellikle 3. penetrasyon

araliindaki migrasyon yogunlugu ile sun’i tohumlamada kullanilan bogalarin
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fertilitesi arasinda énemli derecede pozitif korelasyonun tespit edilmis olmasi,
benzer arastirmalarda insanlarin veya fertilite sonuglari arasinda belirgin
farkliliklar olan bogalarin kullaniimasi durumunda fertilite ile daha agik bir iligki
kurulabilecegini akla getirmektedir. Ayrica gelistirilen bu yeni test tekniginde
41°C 15 dakikalik inkUbasyon tekniginin ileride yapilacak galismalara isik
tutabilecegi 37°C’lik inkUbasyonlarin ise dnerilebilir 6zellikte oldugu sonucuna

varimistir.

Sunulan Galismada Ozet Olarak;

1) Bogalarin fertilite glcini 6nceden bilimsel olarak tahmin etmede
eritme sonrasi motilite ve morfolojik incelemelerin yapiimasi son derece yararli
ve gerekli bir islem oldugu,

2) Bogalarin potansiyel fertilitelerinin  tahmininde  payetlerde
gerceklestiriien SMPT'nin, eritme sonrasi spermatolojik 6zelliklerle beraber
yapilmasinin énerilebilecek 6zellikte bir yontem oldugu,

3) Bu calismada yeni bir yéntem olarak payetlerde SMPT'nin
gergeklestiriimesi ve inkubasyon bitiminde sivi azot buharinda &érneklerin
tespitinin basit, pratik ve bogalarda fertilite tahmini icin etkili ve dnerilebilir bir
metod oldugu,

4) Boga spermatozoonlarinin mukusa penetre olma yetenekleri ile
potansiyel fertiliteleri arasindaki iligkinin degerlendirildidi bir mukus penetrasyon
testinde inkUbasyon 1sisi, slUresi ve penetrasyon arali§i gibi her faktérlerin
birlikte degerlendirilmesinin gerektigi, | |

5) Bu SMPT ybnteminde 37 °C 1s1da 3. penetrasyon araliginda (5 cmile
5.25 ’cm’ler aras!) anlamli sonuglar alindi§1 ve ayni teknikte farkll inklbasyon
sUrelerinin aragtiriimasinin 6nerilebilecedi,

6) 41 °C gibi yuksek Isilarda ise 3. penetrasyon aralifinda daha fazla
hicrenin elde edilebilecegi yeni inkUbasyon tekniklerinin aragtirilmasinda yarar

gérulebilecegi ve
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7) Galismada kullanilan yeni SMPT'nin daha kolay standardize
edilebilmesi ve objektif bir degerlendirme yéntemi olmasi nedeniyle Kremerin

kapillar tup metoduna alternatif olusturabilecegi sonucuna varilmistir.
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8. OZET

Sunulan g¢alismada 10 bag Siyah Alaca irki bogaya ait dondurulmus
spermalarin in vitro olarak servikal mukusa penetre olma yetenekleri (SMPT) ile
in-vivo fertiliteleri arasindaki iligkiyi en iyi belirleyecek inkUbasyon isi ve

sUresinin belirlenmesi amagclandi.

Calisma igin sun’i tohumlama laboratuvarinda bulunan alet ve
malzemeden yararlanarak pratik bir y'o'htem gelistiriimeye galisildi. Bu amagla
test igin kullanilacak olan servikal mukus, basit bir duzenek vasitasiyla kapillar
tip yerine 0.25 ml hacmindeki seffaf mini payetlere gekildi. Ardindan non-toksik
bir kGivet icerisinde bulunan eritilmis spermayla 37°C'de 15 dk. (1 grup) ve 45
dk. (2. grup), 39°C'de 15 dk. (3. grup) ve 45 dk. (4. grup), 41°C'de 15 dk. (5.
grup) ve 45 dakikalik (6. grup) inkiibasyona birakildi. inkilbasyon sonrasinda
payetler sivi azot buharinda donduruldu. Bu tespit sonrasinda payetlerden belirli
bélumler [1.5-1.75 crh (PA1), 3.25-3.5 cm (PA2) ve 5.0-5.25 cm (PA3)] kesildi ve
kesilen o6rneklerde bulunan spermatozoonlar faz kontrast mikroskopta 200

blyUtmede sayildl.

Ayni bogalarin donmusg spermasiyla 3537 sun’i tohumlama uygulamasi
gerc;eklegtirildi ve %NR sonuglarina gére 3 fertilite grubu olusturuldu. Eritme
(37°C’de 30 sn.) sonrasi motilite ve morfolojik bozukluk bulgulari bogalara gére
farklilik goésterdi (p< 0.05). En yUksek motilite ve en dugtk morfolojik
bozukluklar gebelik oranlari en ylksek olan 1. fertilite grubunda saptandi (p<
0.05). Incelenen spermatolojik 6zelliklerden motilite, akrozom bozukluklari, diger
morfolojik bozukluklar, ve toplam morfolojik bozukluklar ile penetrasyon
araliklarindaki migrasyon yoguniugu arasinda o6nemli derecede bir iligki
bulunamadi (p> 0.05). |

Penefrasyon araliklarinda saptanan spermatozoon sayilari fertilite
gruplarina gére karsilastiriidiginda 1. ve 2. pehetrasyon araliginda (PA 1 ve PA
2), dusdk (3. grup) ve yuksek fertilite gruplari (1. grup) arasindaki farkin 6nemii
olmadig! saptandi. Ancak 3. penetrasyon araliginda (PA 3) 1. fertilite grubunda
saptanan bulgular diger fertilite gruplarina gore onemli oranlarda yuUksek
bulundu (p< 0.05).
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Inkiibasyon 1s1s1 ve sUresinin birlikte penetrasyon araligina etkisi PA 2'de
(p< 0.05) ve PA3'te (p< 0.01) énemli bulunmustur. Ikinci grupta (37°C, 45 dk.)
PA 1 ve PA 3'de saptanan spermatozoon sayilari 1. ve 2. fertilite gruplarinda
farkli bulundu (p< 0.05). Ayni sekilde 5. grupta (41°C, 15 dk.) PA 3'de en
ylksek spermatozoon sayisi 1. fertilite grubunda saptandi (p< 0.01).

Calismada yeni bir yontem olarak gelistiriimeye caligiian ve belirli
araliklarda bulunan hticrelerin sayimina dayanan SMPT'nin diger spermatolojik
ézelliklerin incelenmesinde ek olarak yararli ve kullanilabilir bir teknik oldugu
sonucuna variimistir. Payetlerde PA3'te daha anlamli sonuglar alindidi, bu
aralikta 37°C 45 dakikalik inkGbasyon tekniginin kullanilabilir ézellikte oldugu,
41°C gibi daha yuksek ve 15 dakika gibi daha kisa inkibasyon tekniklerinin

aragtiriimasinda blyUk yararlar olabilecegdi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: Boda, sperma, servikal mukus penetrasyon testi,

spermatolojik ézelikieri, fertilite.
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9. YABANCI DILDE OZET (SUMMARY)

‘Effects of Different Temperatures and Durations on The Sperm-

Cervical Mucus Penetration Test

The material of this study, was the frozen semen of 10 Holstein bulls.
The aim was determination of the best temperature and time to detect the
interrelation ship between the in-vitro penetration skill of spermatozoa to the
cervical mucus (SMPT) and in-vivo fertility.

The artificial insemination laboratory utensils were employed to develop
on practical technique. The cervical mucus, was filled into 0.25 ml transparent
mini straws. These straws were incubated with thawed semen in a non-toxic
dish at 37°C for 15 min (1. group) and 45 min (2. group), at 39°C for 15 min (3.
group) and 45 min (4. group), at 41°C for 15 min (5. group) and 45 min (6.
group). The straws were frozen by liquid nitrogen vapour after incubation.
Following this, the straws were cut at various levels [1.5-1.75 cm (PA 1), 3.25-
3.5 cm (PA 2) and 5.0-5.25 cm (PA 3)] and at every cutting level, found
spermatozoa were counted by a phase contrast microscobe at 200
magnification.

Frozen semen of same bulls were used for artificial insemination and 3
fertility groups were established according to the fertility results. Post-thaw
(37°C for 30 sec) motility and morphologic defect rates have been various
among the bulls (p< 0.05). The highest motility and lowest morphological defect
rates were observed in the group with the highest pragnancy rate the 1% fertility
group (p< 0.05). There have been no significant interrelationship b‘etween the
motility, acrosome defects, other morphologic defect rates, vtotal morphologic
defect rates and the migration densities in the penetration paths (p> 0.05).

At the comperison of the spermatozoa numbers in the penetration paths
according to the fertility groups, it was observed that in 15 and 2™ penetration
paths (PA 1 and PA 2), the difference between the low (3. group) and high (1.
group) fertility groups was not important. However, in the 3" penetration path
(PA 3) the results of the 1%t fertility group were significantly higher than the other
fertility groups (p< 0.05).
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The simultaneous effect of incubation temperature and time on the
penetration path was important in PA 2 (p< 0.05) and PA 3 (p< 0.001). In the
second groups (37°C-45 min), the spermatozoa numbers in PA1 and PA3 were
found to be differnt in the 1% and 2™ fertility groups (p< 0.05). Similarly, in the
5" group (41°C-15min) in PA3 the highest spermatozoa number was observed
in the 1! fertility group (p< 001).

It was concluded at the end of the study that SMPT which is a developing
new technique based on counting the cells found at different levels of the straw
is an efficient and useful technique, wich is better to used combined together
with examination of other spermatological characteristics . Better results in PA 3
path, efficiently use of 37°C for 45 minute incubation technique, are also
achieved results of our study. We have also the views that it would be beneficial
to investigate higher temperatures and shorter incubation techniques such as
41°C and 15 minute.

Key Words: Bull, sperm, Cervical mucus penetration test, spermatologic

characteristics, fertility.
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