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ONSOZ

Suni tohumlama uygulamasi hayvanlarda genetik ilerlemenin saglanabilmesi,
iistiin vasifli boga yavrularinin elde edilebilmesi ve ¢iftlesme yoluyla bulasabilecek
hastaliklarin 6nlenebilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeplerle suni tohumlama
uygulamalarinda kullanilan dondurulmus sperma tiretimi kadar iiretilen spermalarin
¢oziim sonu kalite analizleri ve potansiyel fertilitenin belirlenmesi de gerekli ve

Onemlidir.

Servikal mukus anormal morfolojiye sahip spermatozoonlara karsi dogal bir
bariyer olarak gorev yapmakta, mukusu penetre etme yetenegine sahip olmayan ve
mukus igerisinde migrasyon gosteremeyen spermatozoonlarin ovumu dolleme
yeteneginden yoksun olduklar1 bilinmektedir. insan hekimliginde fertilizasyon
yeteneginin belirlenebilmesi i¢in yapilan pek c¢ok calismada spermatozoonlarin
potansiyel fertilite yetenekleri ve servikal mukus penetrasyon yetenekleri arasinda
korelasyon oldugu belirlenmistir. Ayrica insan spermasi ile ¢alisan laboratuvarlarda
fertilizasyon yeteneginin belirlenmesinde rutin olarak servikal mukus penetrasyon

testleri kullanilmaktadir.

Ozellikle kog, teke ve boga spermasi kullanilarak yapilan ¢alismalarda servikal
mukus penetrasyon testleri 35 yili askin stiredir ilgi ¢ekse de dondurulmus boga
spermast Uretim laboratuvarlarinda rutin olarak kullanimi bulunmamaktadir. Ayrica
bogalarin potansiyel fertilitelerinin belirlenmesinde kullanilan motilite ve morfoloji
agirlikl analizler giintimiizde tek baglarina yeterli olmamaktadir. Bu sebeple servikal
mukus penetrasyon testinin, gelismis yontemler olan akim sitometri ve bilgisayar
destekli sperma analizi ile birlikte kullanilarak sperma tiretim laboratuvarlarinda rutin
analiz haline getirilebileceginin ortaya konulmasi tez calismasinin temel amaci

olmustur.
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1. GIRIS

1.1. Bogalarin Spermatolojik Ozellikleri

Spermatozoa, testislerin seminifer tiibiillerinde, spermatogenezis sonucu
olusan ve erkege ait genetik materyal tagiyan lireme hiicreleri olarak tanimlanmaktadir
(Senger,1999). Spermatozoonun yaklasik uzunlugunun bogalarda 68-70 mikron
oldugu bildirilmektedir (Coppola ve ark., 2013). Genel olarak spermatozoonun yapisal
kisimlari, akrozom ve niikleusu tasiyan bas kismi (8-10 mikron), mitokondriumlar
iceren orta kisim (8-10 mikron) ve hareketi saglayan kuyruk (50 mikron) olmak iizere
li¢ ana boliimden olugsmaktadir (Sekil 1.1) (Demirhan ve ark., 2020; Di Caprio ve ark.,
2015; Friedrich ve ark., 2010; Hafez ve Hafez, 2000 ve Jiang ve ark., 2019).
Spermatozoonun bu ii¢ ana boliimiinde hiicrenin yasamsal fonksiyonlarin etkileyen
komponentler bulunmaktadir. Bu yapisal komponentler hiicrenin kriyoprezervasyonu
sirasinda 1s1 ve ozmotik soklara karst yanit olusturulmasinda goérev almaktadirlar

(Correa ve ark., 1997; Grotter ve ark., 2019 ve Nagy ve ark., 1999).
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Sekil 1.1. Rl (Kirllma indeksi) gradyanina dayali sigir spermatozoonunun 3 boyutlu modeli. A- Farkli RI
araliklarinda gorsellestirilmis tam sigir spermatozoonunun 3D RI tomogrami; Bl'den B3'e- Cesitli perspektif
acilarinda goriintiilenen spermatozoon basi; C1 ila C3- Cesitli perspektif agilarinda goriintiilenen spermatozoon
orta pargasi; D1'den D3'e- Cesitli perspektif agilarinda goriilen spermatozoon kuyrugu. Farkli RI araliklarina sahip
kuru madde kiitlesi dijital olarak renk kodlu olarak belirtilmektedir (Jiang ve ark., 2019).



Kriyoprezervasyon isleminden Once spermatolojik incelemelerin yapilmasi
onemli ve gerekli goriilmektedir (Chong ve ark., 1983; Grotter ve ark., 2019 ve Tekin
ve Dagkin, 2019). Makroskobik ve mikroskobik olarak iki ana grupta toplanan bu
incelemelerde makroskobik olarak, yetiskin bir boganin sperma hacminin ortalama
2-8 ml arasinda oldugu, yumurta sarisinin kokusunu andiran ¢ok hafif aromatik bir
kokuya sahip oldugu, farkl tiirlerde spermanin pH’s1 6,9-7,5 arasinda degismekle
birlikte bogalarda nétre yakin degerde oldugu bildirilmektedir (Carr ve ark., 1985;
Contri ve ark., 2013; Hafez ve Hafez, 2000 ve Yavas ve Daskin, 2012). Mikroskobik
ozellikler olarak, ortalama %70-80 total motilite, 1x10%ml spermatozoon yogunlugu
ve %20 morfolojik bozukluga sahip olabilecekleri belirtilmektedir (ileri ve ark.,1998
ve Tas, 2003). Bu degerlendirmelerin temel amaci suni tohumlama uygulamasinda
kullanilacak sperma kalitesinin belirlenmesidir (inang ve ark., 2018; Morrell ve ark.,
2018 ve Tekin ve ark., 2016). Spermatolojik o6zellikler ve sperma kalitesi fertilite
potansiyelinin belirlenmesiyle iligskilendirilmektedir (Nongbua ve ark., 2020 ve Tekin
ve ark., 2019). Taze boga spermasinda motilitenin yaklagik %50 ve morfolojik
biitiinliige sahip spermatozoon oranmin ise %80’den fazla olmas: gerektigi
belirtilmektedir (Hafez ve Hafez, 2000). Motilite ve morfolojik &zelliklerin
spermatozoonlarin disi genital kanalda ilerlemelerini 6nemli oranda etkiledigi
bildirilmektedir (Gomez ve ark., 2011; Mann ve ark., 1956 ve Tourmente ve ark.,
2011).

1.2. Spermanin Disi Genital Kanalda Tasinmasi

Ejakiilasyon sirasinda disi genital kanala c¢ok sayida spermatozoon
birakilmakta, ancak daha azinin oosite ulasmasi miimkiin olmaktadir (Mattner ve ark.,
1966 ve Yaniz ve ark., 2015). Disi genital kanalinda spermatozoonlarin, farkli fiziksel
engelleri agmak ve immiinolojik etmenlerle karmasik etkilesimlere girmek zorunda
oldugu belirtilmektedir (Kawano ve ark., 2014 ve Schubert ve ark., 2008). Bu zorlu
engelleri agmak ve oosite ulagmak icin, ejakiilat icerisindeki alt popiilasyonlar
olusturan spermatozoonlarin bazi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Holt ve

Fazeli, 2016 ve Vincente ve ark.,, 2013). Alt popiilasyonlar motilite, DNA



fragmantasyon durumu, morfoloji gibi bir¢ok &zellik ile karakterize edilmektedir
(Garcia-Herreros ve Leal, 2014 ve Hernandez-Caravaca ve ark., 2015). Disi genital
kanalin spermatozoonlar1 bu ozelliklerine gore filtreledigi, normal morfolojiye ve
giiclii motiliteye sahip spermatozoonlarin basarili olarak dollenme bolgesine
ulasabilecegi sekilde fiziksel ve kimyasal olarak kendisini diizenlendigi
bildirilmektedir (Garcia-Vazquez ve ark., 2016).

Ciftlesme sirasinda boga, kog, teke ve insan gibi tiirlerde sperma disi genital
kanala dogal asim ile aktarildifinda vajinanin kranialine, suni tohumlama
uygulamasinda ise serviks, korpus uteri ya da kornu uteriye birakilmaktadir (Lopez-
Gatius, 2000; Senger, 1999 ve Vishwanath, 2003). Dolaysi ile dogal asim yoluyla
vajinaya birakilan spermatozoonlar serviksi agsmak zorunda kalmaktadirlar (Mullins

ve Saacke, 1989 ve Suarez ve Pacey, 2006).

1.2.1. Spermanin Servikste Tasinmasi

Spermatozoonlarin disi genital kanalda karsilastiklar1 ilk fiziksel engel
servikstir (Blair ve ark., 1941). Ineklerde, yas, 1tk ve dogum yapmis ya da yapmamis
olmasia bagli olarak degismekle birlikte serviks 8-10 cm uzunlugundadir. Serviks
yapisinda fibroz ve kivrimli halkalar ile ¢cok sayida kiigiik kor keseler ve silliumlar
barindirmaktadir (Senger, 1999). Seviksin en Onemli gorevlerinden birisi de
endoservikste bulunan bezler araciligiyla servikal mukus tretmektir. Serviksten
uterusa ulagmaya c¢alisan spermatozoonlara kendi motilitelerinin yanisira servikal
mukusta yardimc1 olmaktadir. Servikal mukusla birlikte spermatozoonlar serviks
icerisinde hareket ederken, serviks 0lii ve anormal spermatozoonlari eleyerek filtre
gibi davranmaktadir (Katz ve ark., 1997; Mattner, 1966 ve Suarez ve Pacey, 2006).
Ruminantlarin serviksi ¢ok belirgin halkalar ve mukozal kivrimlar bulundurmakta, bu
kisimlardan tiretilen servikal mukus spermatozoonlar1 hapsederek bir nevi depo gorevi
gormektedir (ileri ve ark., 2002; Mattner, 1966 ve Mullins ve Saacke, 1983). Serviksin
ve servikal mukusun spermatozoonlar1 vajinanin zorlu ortamindan ve fagositozdan
korumak, kapasitasyona katilmak, ovulasyona yakin zaman diliminde disi genital

kanal1 spermatozoon penetrasyonuna agik ve uygun hale getirmek gibi gorevlerinin de



bulundugu ¢esitli aragtirmacilar tarafindan bildirilmektedir (Bigelow, 2004 ve Garcia-
Vazquez ve ark., 2016).

Servikal mukus, su ve li¢ boyutlu bir ag olusturan kati bilesenler igeren bir
hidrojel olup, diisiik ve yiiksek viskoziteli bilesenlerin varlig1r nedeniyle heterojen
yapidadir (Carlsteadt ve Sheehan, 1984 ve Carlsteadt ve Sheehan, 1989). Servikal
mukus, viskozite, akis elastikiyeti, spinnbarkeit (uzayabilme), tiksotrofi ve yapiskanlik
gibi reolojik 6zelliklere sahiptir (Layek ve ark., 2013; Rutllant ve ark., 2005 ve Tung
ve ark.,, 2017). Spermatozoon motilitesinin yani sira servikal mukusun bu
mikroreolojik ve makroreolojik Ozellikleri fertilizasyon zamanina yaklastikca
spermatozoon penetrasyon ve migrasyonuna uygun bir yapiya doniiserek
spermatozoonlarin serviksi gegmelerinde yardimci olmakta, dstrus dongiisiiniin diger
evrelerinde ise spermatozoon gegisine engel olmaktadir (Baumber ve ark., 2002;
Hunter, 1995; Ma ve ark., 2016; Miki ve Clapham, 2013 ve Suarez, 2006).

Spermatozoon kuyrugunun atim ve titresim hareketlerine bagli olarak
spermatozoon basi, direnci Ostrusun diger evrelerine gore azalmig olan servikal
kanallarda ileri dogru itilmektedir (Pluta ve ark., 2011). Hidrodinamik prensipler
hareket halinde olan spermatozoonlar: etkilemekte bdylece, biiyilik hareketli nesneleri
etkileyen eylemsizlik kuvvetinden etkilenmek yerine spermatozoonlar, ortamin viskoz
kuvveti ile dinamik bir dengede bulunmaktadir (Druart, 2012; Tung ve ark., 2015 ve
Tung ve ark., 2017). Deneysel kanitlara gore, sivi akis1 ve ylizeyler birlikte hareket
ederek spermatozoonlarin disi genital kanalin bdliimlerinden gegmelerine yardime1
olmaktadir (Ma ve ark., 2016; Mullins ve Saacke, 1989 ve Wrobel ve ark., 2014). Bu
durumu en 1yi agiklayan ornegin vajinadan uterusa kadar devam eden tiim kanal
boyunca yilizeyde bulunan mikrooluklar oldugu belirtilmektedir (Tung ve ark., 2014
ve Tung ve ark., 2015). Mikrooluklarin yaklagik olarak spermatozoon basi
bliytikliiglinde oldugu ve servikal kanal icerisindeki sivi akisindan spermatozoonlari

koruyarak uterusa dogru yonlendirdigi bildirilmektedir (Sekil 1.2) (Suarez, 2015).
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Sekil 1.2. Sigir disi genital kanali (Roberts ve ark., 1986); Mikrooluklarin hemotoksilin ile boyanmis ve donmus
kesiti (Suarez ve ark., 1997).

Her ne kadar spermatozoonlar servikal kanal igerisindeki s1vi akisinda rastgele
hareket ediyor gibi goriinse de, servikal mukus lifleri boyunca en az direng gosteren
yolu takip ettikleri diisiiniilmektedir (Richardson ve ark., 2011). Spermatozoonlar
servikal mukus igerisine parmak benzeri ¢ikintilar halinde niifuz etmektedirler.
Parmaks1 yap1 olusumu, sperma ve servikal mukus arasindaki yiizey alanini artirma ve
uterusa spermatozoon gogiinii kolaylastirma islevi gorebilmektedir (Moghissi ve ark.,
1964).

1.2.2. Spermanin Uterusta Tasinmasi

Sperma ve uterus etkilesiminde memeli uterusu ¢ift yonlii olarak gorev
yapmaktadir (Hawk, 1983). Bu gorevlerden ilki spermatozoonlarin uterustan
taginmasina miyometriyumun proovaryan kasilmalari ile yardimer olmaktir. Digeri ise
anormal morfolojiye sahip, 6lii ve sayica fazla olan spermatozoonlar1 immun yanit ve
kasilmalar yardimiyla uzaklastirmaktir (Hafez ve Hafez, 2000; Kunz ve ark., 1996 ve
Lyons ve ark., 1991).

Ultrasonografi ve elekromiyografi yontemleriyle yapilan ¢alismalarda inek
(Ruckebusch ve Bayard, 1975), koyun (Hawk, 1983) ve insanda (Lyons ve ark., 1991

ve Kunz ve ark., 1996) Ostrus doneminde uterusta kasilmalar oldugu bildirilmekte,
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kasilmalarin luteal fazda azaldiklar1 belirtilmektedir. Disi genital kanalda sperma
varliginin da bu kasilmalar1 indiikledigi bildirilmektedir (Senger, 1999 ve
Yanagimachi, 1996). Uterusta gerceklesen kasilmalarin sperma-servikal mukus
karisimini uterusa ¢ekerek, spermatozoonlarin kasilma ve servikal mukus yardimiyla
uterus boslugu boyunca taginmalarina yardimei oldugu belirtilmektedir (Kunz ve ark.,
1996 ve Suarez ve Pacey, 2006). Uterusun gebeligin olusmasi ve siirdiiriilebilmesinde
cesitli gorevleri bulunmakta, bu gorevler dahilinde bagisiklik sisteminde antijenik
olarak kabul edilen spermatozoonlari tolere ederek, uterusta tasinmalarina yardimei

oldugu belirtilmektedir (Bazer ve ark., 2010; Katila, 2012 ve Rath ve ark., 2008).

Uterus, maruz kaldig1 cesitli antijenlere etkili bir sekilde yanit verebilecek, iyi
gelistirilmis ve siki bir sekilde kontrol edilen bir bagisiklik sistemi ile donatilmistir
(Ezz ve ark., 2019 ve Quayle, 2002). Uterusta bulunan spermatozoonlar antijenik
olarak kabul edilmektedir. Bu sebeple bagisiklik sistemi devreye girmekte ve
¢ogunlugu polimorfoniikleer hiicrelerden (PMN'ler) olusan hizli ve gegici bir 16kosit
infiltrasyonu ile karakterize immun yanit olusturulmaktadir (Elweza ve ark., 2018 ve
Koga ve Mor, 2008). PMN'lerin uterusu 6lii, kusurlu ve fazla spermadan arindirmak
icin gerekli oldugu diisiiniilmektedir (Oliveira ve ark., 2014a). Spermanin uterustan
temizlenmesinin olusan immun tepkinin siiresini kisalttig1 diisiiniilmektedir (Katila,
2012). PMN'ler spermatozoonlart genellikle dogrudan fagosite ederek uterustan
uzaklastirmaktadir (Alghamdi ve ark., 2009).

Si1gir uterusu ve spermast arasindaki immun etkilesimin nasil gergeklestigi ile
ilgili bilgiler sinirli olmakla birlikte, gliniimiizde de arastirilmaya devam etmektedir
(Elweza ve ark., 2018 ve Ezz ve ark., 2019). Spermanin sigir oviduktal epitelyumu ile
nasil etkilesime girdigi hakkinda daha fazla sey bilinmektedir (Elweza ve ark., 2018).
Spermatozoonlarin ovidukt kanali epitel hiicrelerine baglanmasinin bir antiinflamatuar
ortam olusturdugunu ve spermatozoon fagositozunu baskiladigi bildirilmektedir

(Marey ve ark., 2014 ve Yousef ve ark., 2016).



1.2.3. Spermanin Oviduktta Tasinmasi

Memelilerde spermatozoonlarin ovidukt kanalina girdikten sonra fertilizasyon
bolgesine ulagabilmeleri igin tasinmalar1 gerekmektedir (Harper, 1973 ve Rodriguez -
Martinez, 2007). Ovidukt kanalina giren spermatozoonlar buradaki epitel hiicrelerine
baglanarak hem sperma fagositozuna karsi antiinflamatuar ortam olusturmakta hem de
spermatozoon rezervuari olusturulmasini saglamaktadirlar (Guidobaldi ve ark., 2012;

Suarez, 2015 ve Yousef ve ark., 2016).

Spermatozoonlarin oviduktta tasinmalarinda birka¢ mekanizmanin ortak
hareket ettigi distiniilmektedir (Guidobaldi ve ark., 2012). Ovidukt kanalindaki
peristaltik ve antiperistaltik kasilmalar, oviduktal sivi akimi, kemotaksis, termotaksis
gibi ¢esitli mekanizmalarin spermatozoonlarin fertilizasyon bolgesine ulagmasinda
etkili oldugu bildirilmektedir (Bahat ve ark. 2003; Eisenbach ve Giojalas, 2006;
Guidobaldi ve ark., 2008 ve Teves ve ark., 2006).

Bu mekanizmalarin igleyisinde ovaryumlardan salgilanan hormonlarin da etkili
oldugu belirtilmektedir (Senger, 1999). Hormonlar serviks, uterus ve oviduktal
epitelin yapisini, disi genital kanaldaki kasilma aktivitesini ayrica servikal mukus,
uterus ve oviduktal sekresyonlarin kimyasal ve fiziksel yapilarim1 degistirmekte ve
diizenlemektedir (Hunter ve Wilmut, 1984; Rutllant ve ark., 2005 ve Suarez ve Pacey,
2006). Disi genital kanalda iiretilen ve salgilanan servikal mukus ve sekresyonlarin
yapisindaki degisimler spermatozoonlarin ovidukta, sonrasinda da fertilizasyon

bolgesine ulasmasini etkilemektedir (Druart, 2012 ve Hunter ve ark., 1983).

1.3. Servikal Mukusun Yapisal Ozellikleri

Spermatozoonlarin disi genital kanalda karsilagtiklari ilk medyum servikal
mukustur (Blair, 1941). Servikal mukusun yapisi dstrus evrelerinde spermatozoonlarin

disi genital kanalinda ilerlemelerini ve tasinmalarini etkileyecek sekilde fiziksel ve



biyokimyasal olarak degisikliklere ugramaktadir (Cortes ve ark., 2014). Luteal fazda
servikal kanalda bulunan mukusun miktar1 ve hidrasyonu azalirken, viskozitesi
artmakta boylece spermatozoon gociinii engellemektedir. Ovulasyon doneminde ise
servikal mukus, morfolojik olarak saglam ve motil spermatozoonlarin gegisine izin

verecek yapidadir (Dubey ve ark., 2016).

1.3.1. Servikal Mukusun Fiziksel Ozellikleri

Servikal mukusun yapist Ostrus dongilisiiniin  her doneminde hormon
seviyelerindeki farkliliklardan dolay1 degisiklik gostermektedir. Ovulasyon zamanina
yakin donemde veya hemen sonrasinda servikal mukus akiskan, berrak, esnek ve ince
yapida, luteal fazda ise akiskanligi azalmis veya kaybolmus, bulanik, esnelikten
yoksun ve kat1 kivaml olarak tanimlanmaktadir (Layek ve ark., 2013 ve Rutllant ve
ark., 2005). Bununla birlikte ovulasyon zamanina yakin donemde elde edilen servikal
mukusun rengi berrak, yapisi lifli ve kismen yumurta aki goriintimiindedir. Disiden
elde edilen mukus berrak, bulanik ve tortulu olmak tizere {ii¢ sekilde
degerlendirilmektedir (Siregar ve ark., 2017). Genellikle bazik karakterde olan pH
degeri ise yaklasik 7,8 olarak bildirilmektedir (Hanumant ve ark., 2019).

“Reoloji, belirli bir sistemin akis ve deformasyon 06zelliklerinin
incelenmesidir” (Rutllant ve ark., 2005). Servikal mukusun fiziksel yap1 6zelliklerinin
ve molekiiler degisikliklerin bu yap1 lzerine etkilerinin belirlenmesi, servikal
mukusun reolojik 6zelliklerinin incelenmesinde 6nemli yol gdstericiler olarak kabul
edilmektedir (Siregar ve ark., 2017). Servikal mukusun kivamini belirlemek igin 2-3
damla servikal mukus lam iizerine damlatilmakta, 45° egim verilen lam tizerindeki
mukusun hareketi goézlemlenmekte, sonrasinda ince, orta ve kalin olarak
degerlendirilmektedir (Hanumant ve ark., 2019). Kivam ve uzama degeri gibi reolojik
degerler ozellikle spermatozoon-mukus etkilesimi, diginin &strus siklusunun hangi
doneminde oldugunun belirlenmesi, fertilizasyon ve dol tutmay: etkileyen saglik
problemleriyle iliskilendirilmektedir (Blair ve ark., 1941; Lofstedt ve ark., 1991,
Rangnekar ve ark., 2002; Rutllant ve ark., 2005 ve Zaman ve ark., 2013).



Uzama degeri (Spinnbarkeit) ovulasyon doneminde en yiliksek degere
ulasmaktadir. Ostrojenlerin etkisiyle, servikal mukusun miktar1 artmakta, berrak ve
elastik bir hal almaktadir (Hanumant ve ark., 2019). Ovulasyon doneminde yumurta
aki goriiniimii ve benzer yapisinda olan servikal mukus spermatozoon migrasyonu i¢in
oldukga elverisli olarak degerlendirilmektedir (Druart ve ark., 2012). Ovulasyondan
sonra, servikal mukusun yapisi degismekte ve progesteron etkisi altinda kalin,
yapiskan ve uzayabilme yeteneginden yoksun bir hal almaktadir (Brunelli ve ark.,
2007 ve Lee ve ark., 2002). Uzama degerinin belirlenebilmesi i¢in lam {izerine 2-3
damla servikal mukus damlatilmakta ve {izerine bagka bir lam kapatilmaktadir.
Servikal mukus uzantis1 kopana kadar lamlar birbirinden uzaklastiriimakta bu esnada
incelen servikal mukus uzantisindan cm cinsinden ardisik O6l¢iimler alinmaktadir.
Olgiilen degerlerin ortalamasi mukusun uzama degerini vermektedir. 12 cm ve iizeri
uzama degerine sahip mukus, tohumlama ve penetrasyon testleri agisindan uygun
alarak degerlendirilmektedir (Bennur ve ark., 2004; Hanumant ve ark., 2019 ve
Sharma ve ark., 2008).

Kristalizasyon ve parmak benzeri c¢ikintilarin olusturdugu, egrelti otu
goriinimii  servikal mukusun yapisinin belirlenmesinde 6nem tagimaktadir. Bu
goriiniimii elde etmek i¢in lam {izerine bir damla servikal mukus damlatilmakta ve
kurutulup daha sonrasinda mikroskopta x10 biiyiitme altinda tipik, atipik ve olumsuz
olarak {i¢ sekilde degerlendirilmektedir (Luktuke ve Roy, 1967). Servikal mukus
icerisindeki tuz ve organik bilesenlerden dolay1 egrelti otu deseni olusturmakta, olusan
bu yapinin spermatozoon yasayabilirligi ve migrasyonunu destekledigi boylece gebe
kalma oranint olumlu yonde etkiledigi belirtilmektedir (Galhotra ve ark., 1971 ve
Sharma ve ark., 2008). Fertilite bakimindan saglikli disilerden alinan servikal
mukusun egrelti otu deseni olusturacagi ve ovulasyon zamaninda elde edildiginin bir
gostergesi oldugu dolayisiyla disilerin bu belirtiler 1s181Inda tohumlamaya uygun

olduklari ifade edilmektedir (Sekil 1.3) (Hanumant ve ark., 2019).
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Sekil 1.3. Servikal mukusun egrelti otu goriiniimii. Isvicre Esmeri 1rk1 sgirdan 6strusun 0-12. saat arasinda toplanan

servikal mukusun faz-kontrast mikroskopta x10 biiyiitme ile CCD kamera ile gekilen goriintiisii.

Ostrus siklusu boyunca &stradiol ve progesteron seviyeleri degismekte, bu
degisikliklerde servikal mukusun iyon igerigini 6zellikle NaCl oranini etkilemektedir
(Hondmode ve Pachlag, 1973). Iyonlar servikal mukusa elekriksel kondiiktivite
saglamakta, tuz oraninin artmasi elektrigi iletme kuvvetini arttirmaktadir (Bartlewski
ve ark., 1999). Servikal mukusun elektriksel direncinin 6lgiilmesi, sigir (Ahmed ve
ark., 2017 ve Agbugba ve ark., 2019), manda (Biradar ve ark., 2016), koyun
(Bartlewski ve ark., 2015) ve kegide (Triagil ve ark., 2020) 6strus tespiti ve tohumlama
zamaninin belirlenmesi igin kullanilmaktadir. Servikal mukusun elektriksel direnci
luteal fazda yiiksek degerlere sahipken, ovulasyon zamanina yaklastik¢ca azalmaktadir.
En diisiik direng¢ degerleri, 6strojen pik noktasindan ve Ostrus baslangicindan birkag
saat sonra LH pikine denk gelmektedir. LH pikinden sonra, elektriksel direng
artmaktadir (Ahmadi ve ark., 2007 ve Meena ve ark., 2003). Elektriksel direnci 6lgmek
i¢in vaginal prob bulunduran gesitli dedektorler kullanilmakta, mukus direnci ohm ()
veya unite cinsinden ifade edilmektedir (Ahmed ve ark., 2017; Cevik ve ark., 2010 ve
Jotanovic ve ark., 2011). Tohumlama i¢in yaklasik 180 Q degerinin uygun oldugu,
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280 Q ve iizeri elekriksel diren¢ degerine sahip disilerden gebelik elde etmenin gii¢
olacag belirtilmektedir (Ahmed ve ark., 2017; Kostov ve ark., 1984; Rorie ve ark.,
2002 ve Soto, 2008).

Servikal mukusun fiziksel 0Ozelliklerinin degismesi spermatozoonlarin
penetrasyonunu ve migrasyonunu etkilemektedir (Sharma ve ark., 2008). Fiziksel
ozelliklerin degismesi ise hormonal dalgalanmalar ve servikal mukusun biyokimyasal
yapisinin degismesiyle gergeklesmektedir (Bartlewski ve ark., 2015 ve Curlin ve
Bursac, 2013).

1.3.2. Servikal Mukusun Biyokimyasal Ozellikleri

Servikal kanal kolumnar epitel hiicreleri tarafindan kaplanmistir. Servikal
mukus salgilanmasindan sorumlu bu hiicreler; alt kolumnar bazal hiicreler, mukus
salgilayan hiicreler ve silli kolumnar hiicreler olarak ii¢ tipte tanimlanmaktadir (Becher
ve ark., 2009). Silli epitel hiicreler miisin molekiillerinin hidrasyonunu ayarlayarak,
iyon ve su degisim aktivitesi ile mukus tliretimine katkida bulunmaktadir. Alt kolumnar
bazal hiicreler ve mukus salgilayan hiicrelerin yapilarinin ve tam olarak gorevlerinin
tanimlanabilmesi igin detayl ileri ¢caligmalara ihtiyag duyulmaktadir (Carmichael ve
Jeaffreson, 1939 ve Dubey ve ark., 2016).

Servikal mukus %92-95 oraninda su igeren bir hidrojel olarak
tanimlanmaktadir (Bergman, 1960; Moghissi, 1972 ve Tsiligianni ve ark., 2001).
Geriye kalan kismini ¢06ziinebilir maddeler ve c¢oziinebilir olmayan maddeler
olusturmaktadir (Rutllant ve ark., 2005). Coziinebilir maddeler arasinda laktoferrin
gibi proteinler (Cooper ve ark., 2014 ve Rao ve ark., 1973) immiinoglobiilinler,
karbonhidratlar, glukoronidaz, amilaz, fosforilaz, esteraz ve fosfatazlar gibi gesitli
enzimler bulunmaktadir (EI-Naggar ve Baksai, 1971; Kim ve ark., 2012; Tsiligianni
ve ark., 2001 ve Tsiligianni ve ark., 2003). Bu maddelerin disinda glukozamin,

galaktosamin, treonin, serin, aspartik asit, glutamik asit, prolin, glisin, alanin, valin,
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16sin, izoldsin, plenylalanin, lizin ve arginin amino asitleri, kolesterol gibi lipidler ve
en onemlileri Na*, K*, Ca®** ve CI" olmak iizere inorganik iyonlar (elektrolitler)
icermektedir (Bernardi ve ark., 2018; Cortes ve ark., 2014 ve Curlin ve Bursac, 2013).
Servikal mukusun ¢oziinebilir olmayan kismini ise glikoprotein yapili (%25 amino asit
ve %75 karbonhidrat) makromolekiiller olarak tanimlanan miisinler olusturmaktadir
(Gibbons ve Glover, 1959; Gipson, 2005; Pluta ve ark., 2011 ve Rutllant ve ark.,
2005). Miisinler, uzun polipeptit zincirine ve ¢ok sayida oligosakkarit yan zincirine
sahiptirler. Bu makro molekiiller galaktoz, fukoz, siyalik asit, prealbumin, lipoprotein,
albumin, B globulin ve y globiilinden olusmaktadir (Bornhofft ve ark., 2019; Mullins
ve Saacke, 1989; Nakano ve ark., 2015 ve Tsiligianni ve ark., 2003). Miisinlerin
yapisinda bulunan siyalik asidin servikal mukusun viskoelastik jel 6zelliklerinden

sorumlu oldugu bildirilmektedir (Curlin ve Bursac, 2013 ve Gibbons ve Glover, 1959).

Servikal mukusun iiretilmesinde gorev alan ve jel formu kazanmasini saglayan
yap1 taslarindan olan miisin olarak da adlandirilan mukoproteinlerden giiniimiizde 20
tanesi tanimlanabilmistir. Servikal epitelde sekrete edilen (Jel olusturanlar/Jel
olusturmayanlar) ve membran iligkili olarak siniflandirilan iki tip mukoprotein grubu

bulunmaktadir (Cizelge 1.4) (Chauhan ve ark., 2009).

Cizelge 1.4. Mukoproteinlerin siniflandirilmasi (Aksoy, 2010).

Sekrete Edilen Mukoproteinler Membran {ligkili Mukoproteinler

Jel Olusturanlar Jel Olugturmayanlar

MUC 2 MUC 7 MUC 1
MUC 5AC MUC 8 MUC 3
MUC 5B MUC11 MUC 4
MUC 6 MUC 9
MUC 10

MUC 12

MUC 13

MUC 16

MUC 17

MUC 18

MUC 20

Jel olusturan miisinler i¢erisinde yer alan MUC 6 mukoproteininin endoserviks
ve ovaryum kist mukusunda ekspresyonu tanimlanmistir (Gipson, 2001). MUC 5AC

mide, solunum sistemi ve endoservikste eksprese edilmis, ostrus siklusunun folikiiler
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fazinda servikal mukusta yiiksek miktarda bulundugu bildirilmistir (Aksoy, 2010;
Gipson ve ark., 2001 ve Lau ve ark., 2004). MUC 5B endoservikal mukusun temel
proteinlerinden olup, miktar1 Ostrus siklusunun fazlarina gore degisiklik gostermekle
birlikte, jel olusturan mukoproteinlerden oldugu ve servikal mukusun fiziksel
ozelliklerini etkiledigi bildirilmektedir (Aksoy ve ark., 2012; Gipson ve ark., 1999 ve
Gipson ve ark., 2001) Sekrete edilen mukoproteinlerden MUC 2’nin, spesifik olarak
en fazla ince barsak, kolonik epitel ve goblet hiicrelerinde, zayif olarak da endoservikal
dokuda cksprese edildigi, ozellikle kolon epitelinde anti-enflamatuar yanitta etkili
oldugu bildirilmistir (Lau ve ark., 2004 ve Van der Sluis ve ark., 2006). Ancak sekrete
edilen mukoproteinlerin 6zellikleri tam olarak agiklanamamuistir (Aksoy ve ark., 2012;
Dekker ve ark., 2002 ve Hoorens ve ark., 2011).

Membran iliskili mukoproteinlerden olan MUC 1, tiim epitel dokularinda,
16kositlerde (T hiicreleri, B hiicreleri, dentritik hiicreler ve monositler), goz, kulak,
ag1z, cilt, siit ve safra kesesi taslarinda eksprese edilen yliksek molekiiler agirlikli bir
glikoproteindir ve lireme sisteminde 6nemli bir rol oynamaktadir (Apostolopoulos ve
ark., 2015; Corrales ve ark., 2011; Kuroda ve ark., 2012; Xu ve ark., 2012 ve Wykes
ve ark., 2002). Sigir serviksinde MUC 1 ekspresyonunun, ostrojenin yiiksek
seviyelerde salgilandigi donemlerde artis gosterdigi bildirilmektedir (Surveyor ve ark.,
1995). Ostrus siklusunda artan strojen seviyesiyle birlikte MUC 1 ekspresyonu da
artmaktadir. Artan MUC 1 ekspresyonunun serviks agikken burada bulunan mukusun
antimikrobiyal gorevinde yer aldigi diistiniilmektedir (Aplin, 1996; Brayman ve ark.,
2004 ve McAuley ve ark., 2007). MUC 1, hiicreden hiicreye baglanmay1 inhibe ederek
patojenlerin endometriyuma baglanmasini 6nlemektedir. MUC 1’in endometritis
olgularinda ve bazi kanser tiirlerine karst immunolojik yanit olusturulmasinda
prostaglandinler ve siklooksijenazlar (COX1 ve COX2) ile birlikte rol aldigi
bildirilmektedir (Grover ve ark., 2018 ve Tiwari ve ark., 2018). Ayrica MUC 1'in
sigirlarda (Johnson ve ark., 2001) ve insanlarda (Wesseling ve ark., 1995) embriyonun
implantasyonuna miidahale ettigi dolayisiyla infertilite ile iligkili oldugu da
belirtilmektedir (Meseguer ve ark., 2001). Servikal mukusta MUC 1 diizeyinin
Olclilmesinin tekrarlayan abortlar ve dol tutma sorunlarinin erken teshisinde faydali

olabilecegi bildirilmektedir (Adnane ve ark., 2018).
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MUC 4 mukoproteini serviks, vajina ve konjonktivada ekprese edilebilmis, bu
bolgeler disinda bronsiyal mukusta ayrica akciger ve pankreasin kanserli dokularinda
ekspresyonlar1 gozlenmistir (Moniaux ve ark., 2001). MUC 4'iin epidermal biiylime
faktorii reseptorii olan tirozin - protein kinaz ErbB2’ nin aktivasyonunda rol oynadigi
ve asirt ekspresyonunun insanlarda gesitli kanserlerin olusumu ile iligkili oldugu

bildirilmektedir (Ramsauer ve ark., 2006 ve Voynow ve Rubin 2009).

Sigir serviksinde MUC 16 regiilasyonu, luteal faz sirasinda azalmaktadir.
Membran iligkili bu miisin, insanlarda trofoblast yapismasini onleyici tedavilerde
kullanilmaktadir (Gipson ve ark., 2008 ve Pluta ve ark., 2012). Ayrica, timor belirteci
olarak kabul edilmekte, 6zellikle ovaryum kanseri ile iliskilendirilmektedir (Bafna ve
ark., 2010 ve Gipson ve ark., 2014).

MUC 20 sigirlarda folikiiler fazda yiiksek oranda elde edilmistir. Ayrica
erkeklerin lretra, vas deferens ve prostatinda da bulunmaktadir. Ancak etki ve
ekspresyon mekanizmasinin anlagilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyuldugu

bildirilmektedir (Aksoy, 2010; Becher ve ark., 2009 ve Pluta ve ark., 2012).

Miisinler ile bir¢ok sitokinin ve epitel hiicre ylizey reseptorlerinin (TLR, toll
like receptores) iliskili olduklari, miisin salgilanmasini uyardiklar1 bu sebeple, servikal
mukus icerisindeki miisin diizeylerinin belirlenmesinin enfeksiyonlar ve infertilitenin
belirlenmesinde potansiyel bilgi kaynagi olabilecegi belirtilmektedir (Adnane ve ark.,
2018; Carneiro ve ark., 2016; Healy ve ark., 2015 ve Sheldon ve ark., 2009). Servikal
mukus, enfeksiyon ve infertilite belirteci olarak kullanilabilirliginin yani sira dzellikle
beseri hekimlikte spermatozoonlarin migrasyon ve penetrasyonunu degerlendirmek
amaciyla servikal mukus penetrasyon testlerinde ve post-koital testlerde fertilite
belirteci olarak da kullanilmaktadir (Centola, 2018 ve WHO, 2010).
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1.4. Servikal Mukus Penetrasyon Testi (SMPT)

Disiden alinan servikal mukus ve erkek dondrden alinan sperma Orneginin
etkilesiminin ¢esitli metodlarla incelenip, degerlendirilmesini iceren SMPT’ nin temeli
post-koital teste (PKT) dayanmaktadir (Botella ve Velasco, 1960 ve Kremer, 1965).
Bu testlerin birkag ¢esidi bulunmakta ve ayni test bile gesitli aragtirmacilar tarafindan
farkl1 sekilde uygulanabilmektedir (Doody ve Good, 1993; Hanson ve ark., 1982; Katz
ve ark., 1992; Overstreet, 1986 ve Tas ve ark., 2007). [lk defa insanlarda
gerceklestirilen ve in vivo bir yontem olan PKT diger adiyla Sims - Huhner testinin
orjinali 1866’da J. Marion Sims tarafindan yapilmis ve yaklasik 50 yil sonra Max
Huhner tarafindan revize edilmistir (Huhner, 1913 ve Sims, 1866). Infertilite sebebini
arastirmak ve dondrlerden alinan servikal mukus ile sperma numunelerinin kalitesini
belirlemek i¢in baslangigta laboratuvar kokenli bir teknik olarak gelistirilen PKT,
Ostrustaki disiden, c¢iftlesme olduktan 9 ila 24 saat sonra servikal mukusun
orneklenmesini ve 151k mikroskobu altinda, alan basina spermatozoon sayisinin ve
hareketliliginin incelenmesini igermektedir (Overstreet, 1986) (Sekil 1.4). incelen
mukus igerisinde progresif motil spermatozoon goriilmesi, infertilite sebebinin
servikal kaynakli olmadiginin gostergesi olarak kabul edilmektedir (Ola ve ark., 2003
ve Tejedor ve ark., 2000).
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Sekil 1.4. Sims-Huhner testi 6rnegi. A- Berrak, ince ve spermatozoon migrasyonuna uygun yapida servikal mukus;
B- Bulanik, kalin ve spermatozoon migrasyonuna uygun yapida olmayan servikal mukus (Kaynak erisim adersi:
https://www.slideserve.com/emil/infertility, 19.01.2021).
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PKT’nin uygulanmasindaki zorluk, hatali sonug ihtimalinin yiiksek olmas1 ve
fertiliteyle dogrudan iliskisini destekleyen calismalarin az olmasi arastirmacilart yeni
test arayisina yonlendirmistir (Graham, 2001; Hirano ve ark., 2001; Nasr-Esfahani ve
ark., 2002; Ola ve ark., 2003 ve Stalhammar ve ark., 1993). Bu asamada devreye
SMPT girmis, elde edilmesi kolay olan sigir servikal mukusunun hem insanlarda hem
de hayvanlarda test i¢in kullanilabilir olmasi ayrica sentetik medyumlarin da
yayginlagsmasiyla birlikte SMPT c¢alismalar1 hiz kazanmistir (Cox ve ark., 2006; Ivic
ve ark., 2002; Matousek ve ark., 1989; Robayo ve ark., 2008 ve Yogev ve ark., 1999).

En basit yontem, sperma ve servikal mukusun steril bir lama yerlestirildikten
sonra iizerine lamel kapatilarak mikroskopta incelendigi slayt penetrasyon testidir
(Kremer ve Jager, 1976). Bu kosullar altinda spermadan mukusa gociin
degerlendirilmesi, yararli klinik bilgiler saglayabilmektedir (Lewis ve ark., 2010 ve
WHO, 2010). Bununla birlikte, slayt testleri olduk¢a 6zneldir ve bu nedenle sonuglarin
yorumlanmasi dnemli 6l¢iide gdzlemcinin deneyimine bagl kalmaktadir (Overstreet,

1986).

Kremer testi, sperma-servikal mukus etkilesimini degerlendirmek i¢in yaygin
olarak kullanilan, slayt penetrasyon testine gore daha objektif sonuglar elde edilen
kilcal tiip testidir (Aitken ve ark., 1992; David ve ark., 1979; Ducot ve ark., 1988 ve
Ivic ve ark., 2002). In vitro olarak uygulanan Kremer testi sperma-servikal mukus
penetrasyon testi (SSMPT) olarak da bilinmektedir (Kremer, 1965). Bu yontemde
disinin servikal kanali taklit edilerek, spermanin servikal kanal icerisindeki hareketi
gozlemlenmektedir (Tang ve ark., 2005). Spermatozoonlar kilcal tiipler igerisindeki
mukusla temas ettiginde, tiiplin yoniine paralel olarak kanallar boyunca gog¢ etme
egilimi gostermektedir (Kremer ve Jager, 1976 ve Mills ve Katz, 1978). Kremer
testinde, servikal mukus ile doldurulmus kilcal tiipler kii¢iikk sperma kuyucuklarina
yerlestirilmekte, 60 dk boyunca inkiibe edilerek, 3 cm mesafede en Ondeki
spermatozoonlar tarafindan kat edilen mesafe mm cinsinden kaydedilerek
spermatozoonlarin tiip boyunca gociinii belirlemek i¢in ¢esitli zaman noktalarinda
incelenmektedir (Kremer, 1965 ve Tang ve ark., 2005). Genel olarak Kremer testinde

oncii spermatozoon mesafesi, spermatozoon yogunlugu ve motilitesi kaydedilmektedir
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(Han ve ark., 2017 ve Overstreet, 1986). Schiitte (1987), SMPT’ne farkl1 bir bakis agisi
getirerek, iki adet 65 mm uzunlugundaki kapillar tiip igerisinde bulunan servikal
mukus ile muamele ettigi spermatozoonlar1 90 dk inkiibasyona tabi tutmus ve tiipler
igerisinde spermatozoonlarin kat ettigi mesafeleri mm cinsinden kaydetmistir. Her iki
tipte de en uzak mesafeye ulasan spermatozoonlarin ortalamasi alinmis ve
penetrasyon yetenekleri yorumlanmistir (Schiitte, 1987). Eggert-Kruse (1989), ayni
servikal mukus ile farkli sperma 6rnekleri kullanarak SMPT sonuglarinin iyilestigini
kaydetmis ve penetrasyonun, spermatozoon fonksiyonel yeterliligine servikal
mukusun kendisinin kalitesinden daha fazla bagli oldugunu ifade etmistir (Eggert ve
ark., 1989). SMPT farkli inkiibasyon sicakliklarinda uygulanabilmektedir (Tas ve ark.,
2007). Viicut sicakligindan yiiksek sicakliklarda inkiibasyon siiresinin kisa tutulmasi
gerektigi ¢linkli sicaklik siire iliskisinin spermatozoonlarin servikal mukus
penetrasyon yetenegini etkiledigi bildirilmektedir (Avdatek ve ark., 2010; Tas ve ark.,
2006 ve Yogev ve ark., 1999). Sicaklik haricinde spermatozoonlarin servikal mukus
icerisindeki penetrasyon ve migrasyon yeteneklerini etkiledigi diisiiniilen
spermatozoon motilite, kinetik (dogrusal hiz, ¢apraz gegis frekansi, ortalama yol hizi
gibi) ve morfolojik parametreleri (akrozom biitiinliigii, mitokondriyal aktivasyon gibi)
de arastirilmaktadir (Cox ve ark., 2002; Gliozzi ve ark., 2017; Gillan ve ark., 2008;
Tollner ve ark., 2011; Pini ve ark., 2018 ve Swami ve ark., 2017).

Tiim bu bilgiler 1s18inda tez ¢aligmasinda boga spermasinin servikal mukus
penetrasyon yeteneginin belirlenmesi amaciyla SMPT uygulanmistir. Belirtildigi
izere sperma-servikal mukus etkilesiminde, servikal mukusun 6zelliklerinin yani sira
spermatozoonlarin  motilite ve morfolojik o6zelliklerinin de rol oynadigt
diistiniilmektedir. Bu sebeple, c¢aligmada boga spermasinin servikal mukus
penetrasyon yetenegi ile motilite (total motilite (TM, %) ve progresif motilite (PM,
%)), spermatozoon kinetik parametreleri (ortalama yoringe hizi (VAP, pm/s),
dogrusal hiz (VSL, um/s), egrisel hiz (VCL, um/s), dogrusallik (STR, %), egrisel yol
dogrusalligt (LIN, %), spermatozoon basinin yanal sapma genligi (ALH, um), capraz
gecis frekansi (BCF, Hz)), plazma membran ve akrozom biitiinliigii ile mitokondriyal
memban potansiyeli arasindaki iliski incelenerek, bu yontemin boga spermasi tiretim

laboratuvarlarinda rutin kullanima uygunlugunun belirlenmesi amaglanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gereg

Bu calisma, Tarim ve Orman Bakanligina baglh Uluslararas1 Hayvancilik
Aragtirma ve Egitim Merkezi Miidirliigli Suni Tohumlama Laboratuvarinda bulunan
Isvigre Esmeri 1rk1 7 bogadan alinan sperma numuneleri ve Sigir Yetistirme Subesinde
bulunan Isvigre Esmeri 1rki 5 disi sigirdan alman servikal mukus numuneleri ile
gerceklestirilmistir. Calisma prosediirii, Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim
Merkezi Midiirliigi Yerel Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (Etik Kurul Onay1
Karar No: 2018-153). Etik kurul onay1 ekte sunulmustur.

Calismada gerceklestirilen sperma ve servikal mukus materyali eldesi ve
yapilan tiim analizlerde gerekli olan cihazlar i¢in Uluslararas1t Hayvancilik Aragtirma

ve Egitim Merkezi Miidiirliigii laboratuvar ve subelerinden faydalanilmistir.

Tez calismasinda ticari sperma sulandiricisi olarak Andromed (Minitiib,
Almanya), akim sitometri cihazinda yapilan PMAB ve MMP analizleri i¢in floresein
izotiyosiyanat-konjuge Arachis hypogaea (peanut) lektini (FITC-PNA, 1 mg liyofilize
pudra, Sigma), propidium iodide (PI, 100 mg, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific,
ABD) ve 5,5°, 6,6’-tetrakloro-1,1°, 3,3’ tetraetil-benzimidazolilkarbosiyanin iyodit
(JC-1,5 mg, Invitrogen, Thermo Fischer Scientific, ABD) boyalar1 kullanilmstir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Hayvan Materyali

Tez caligmasinda sperma numunesi alimi i¢in, kullanilan bogalarin “Sperma,
Embriyo ve Ovum Uretim Merkezlerinin Calisma Usul ve Esaslar1 Talimatr”
geregince saglik testleri; Sigir Tliberkiilozu, S1g1r Brusellozu, Enzootik Sigir Léykozu,
Enfeksiyoz Sigir Rhinotrakheitisi, Sigir Viral Diaresi ve Mavi Dil hastaliklari
bakimindan serolojik ve antijen testleri, Campylobacter foetus bakterisi ve
Trichomonas foetus paraziti varliginin arastirilmasi amaciyla preputial yikanti testleri
ayrica spermatolojik degerlendirmeleri (morfolojik ve motilite) dretim izni
prosediiriinde belirtildigi sekilde calisma oOncesinde Uluslararast Hayvancilik

Arastirma ve Egitim Merkezi tarafindan yapilmistir.

Servikal mukus materyali toplama islemi i¢in genel saglik durumu iyi ve
reprodiiktif olarak saglikli disi sigirlar secilerek bahsi gecen islemde kullanilmistir.
Calismada kullanilan disi ve erkek hayvanlarin bakim ve beslenmeleri Uluslararasi

Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Miidiirliigli tarafindan yapilmistir.

2.2.2. Spermanin Alinmasi ve Islenmesi

Suni Tohumlama Laboratuvarinda bulunan bogalardan, haftada iki giin tek
ejakiilat, toplamda ise 140 ejakiilat olmak iizere, sperma numuneleri suni vajen
yontemiyle alinmistir. Alman ejakiilatlarin  yogunluklar1  (spermatozoon/ml)
spektrofotometre (Accucell, IMV, Fransa) ile 6lcililerek kaydedilmistir. Bu islemden
sonra 1:1 oraninda sulandirilarak, 1sitma tablali faz kontrast mikroskopta 37°C’de
subjektif olarak motilite degerleri incelenmis, %80 ve iizerinde total motilite degerine
sahip sperma numuneleri, 60x10° spermatozoon/ml olacak sekilde total sulandirma

miktarina tamamlanmistir. Sulandirilan sperma numuneleri +4°C’de 3 saat
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eklibrasyon isleminden sonra 0,25 ml hacmindeki payetlere (IMV Technologies;
L'Aigle, Fransa) c¢ekilmistir. Payetleme islemi sonrasinda, otomatik dondurma
cihazinda (Digitcool 5300 ZB 250, IMV, Fransa), 3 safhada; +4°C/-10°C (3°C/dk),
-10°C/-100°C (40°C/dk) ve -100°C/-140°C (20°C/dk) toplam 7 dk iginde sperma
dondurma islemi gergeklestirilmistir. Dondurulmus sperma numunelerinin tamami

caligsma siiresince -196°C’de siv1 azot igerisinde muhafaza edilmistir.

2.2.3. Servikal Mukusun Toplanmasi ve Degerlendirilmesi

Disi sigirlarin vajinal elektriksel direncleri draminski dedektoriiyle dlgiilerek
Ostrus tespiti yapilmistir. Vajinal elektriksel direnci 180-360 iinite degerine sahip
disilerin Gstrusun 0-12. saatinde olduklar1 kabul edilerek servikal mukus toplama
islemine gegilmistir (Daskin ve ark., 1996; Jotanovic ve ark., 2011 ve Rorie ve ark.,

2002). Kizginlikta olduklart tespit edilen disilerden, 50 ml’lik enjektdre adapte edilmis

kateter ile servikal mukus, serviksin kaudalinden aspire edilerek steril falkon tiiplere
aktarilmistir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. A- Draminski dedektorii ile vajinal elektriksel direng 6l¢iimii; B- Servikal mukus toplama
islemi.

Toplanan mukus 6rnekleri +4°C’lik ortamda 10 dk iginde suni tohumlama

laboratuvarina getirilmistir. Servikal mukus numuneleri mukus penetrasyon testinde
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kullanima uygun olup olmadiklarinin belirlenmesi i¢in uzama degerinin tespit edilmesi
amactyla Spinnbarkeit testine tabi tutulmuslardir. Uzama degerinin belirlenmesi i¢in
birka¢ damla servikal mukus lam iizerine damlatilmis daha sonra lizerine baska bir lam
kapatilmistir. Lamlar birbirinden servikal mukus kopana kadar uzaklastiriimas,
mukusun koptugu noktada lamlar arasindaki uzaklik cm cinsinden kaydedilmistir.
Calismada 12 cm iizeri uzama degerine sahip servikal mukus numuneleri
kullanilmistir (Bennur ve ark., 2004; Hanumant ve ark., 2019 ve Sharma ve ark.,
2008).

2.2.4. Servikal Mukus Penetrasyon Testi

Test i¢in kullanilacak servikal mukus numuneleri toplandiklar1 giin i¢erisinde
0,25 ml hacmindeki seffaf payetlere (IMV Technologies; L'Aigle, Fransa) ¢ekilmis ve
37°C’de 5 dk dik olarak bekletilmistir. Bekletme sonrasinda i¢cinde hava kabarcigi
olusan payetler kullanilmamistir. Inkiibasyon &ncesinde servikal mukusun payetin
ucundan 1 mm kadar ¢ikint1 yapmasi saglanmis, payet ucunda olusan mukus ¢ikintisi,
daha onceden 37°C’de 30 sn su banyosunda ¢ozdiiriilerek farkli tiipler igerisine
aktarilmis spermayla temasi saglanarak (90 derecelik ag1 ile dik bir sekilde ve payetin
plastik kismi spermaya degmeksizin) etiiv icerisinde 37°C’de 45 dk inkiibasyona
birakilmigtir (Sekil 2.2). Inkiibasyon sonrasinda spermatozoonlari bulunduklari
noktada tespit etmek amaciyla Ornekler sivi azot buharinda (sivi azottan 5 cm

yiikseklikte) dondurulmustur.
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sekil 2.2. A- Spermanin ¢ozdiiriiliip steril tiipe aktarilmasi; B- Payetlerin SMPT igin hazirlanmasi; C-
SMPT uygulanip dondurulmus payetler.

Servikal mukusun c¢ekilecegi payetler kullanimdan once penetrasyon
araliklarinin belirlenmesi i¢in u¢ kisimlarindan itibaren milimetrik cetvel yardimiyla

olgiilerek isaretlenmistir (Tas, 2003 ve Tas ve ark., 2006) (Cizelge 2.1).

Cizelge 2.1. Penetrasyon araliklarinin belirlenmesi amaciyla isaretlenen bolgeler.

Penetrasyon Araliklarinin Belirlenmesi Amaciyla Isaretlenen Bolgeler

Bolge Adi Penetrasyon Aralig1 Olgii Birimi
Penetrasyon Araligi 1 (PA1) 15,0-17,5 mm
Penetrasyon Araligi 2 (PA2) 32,5-35,0 mm
Penetrasyon Aralig1 3 (PA3) 50,0-52,5 mm

Penetrasyon araliklarinda spermatozoonlarin degerlendirilebilmesi i¢in total
motilite yilizdelerine gore (TM >%50, TM %40-%50 ve TM<%40) 6n gruplandirma
yapilmistir. Inkiibasyon ve dondurma islemlerinden sonra penetrasyon araliklarindaki
spermatozoonlarin sayilmasi amaciyla belirlenen araliklardan bir makas yardimiyla
kesilmistir. Daha sonra kesilen parcalar igerisindeki mukus steril bir tel vasitasiyla
itilerek donmus halde lam iizerine aktarilmistir (Kremer, 1965; Tas, 2003 ve Tas ve

ark., 2006). Sivi hale geldikten sonra oOrneklerin iizerine lamel kapatilarak faz -
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kontrast mikroskop altinda (200x) spermatozoonlar sayilmistir. Tiim penetrasyon
araliklarindaki spermatozoonlar sayilmistir. En uzak mesafeye ulasan spermatozoon
ylizdesinin  belirlenebilmesi amaciyla penetrasyon araliklarindaki toplam
spermatozoon sayisi hesaplanmistir. Daha sonra PA3 araligina ulasan spermatozoon
sayis1 >%50, %40-%50 ve <%40 olarak hesaplanmis ve kaydedilmistir (Cizelge 2.2)
(Kremer, 1965 ve Schiitte, 1987). Islemler her ejakiilat tarihine ait sperma numunesi

i¢in tekrar edilmistir.

Cizelge 2.2. Penetrasyon araligi 3 (PA3) (50,0-52,5 mm) spermatozoon sayisina gore gruplandirma.

Penetrasyon Aralig1 3 (PA3) Spermatozoon Sayisina Goére Gruplandirma

Grup Adi

PA3 araliginda payet icerisindeki toplam spermatozoon sayisinin
PA3 >%50
%350’den fazlas1 bulunmaktadir

PA3 araliginda payet igerisindeki toplam spermatozoon sayisinin

%40 ila %50’si bulunmaktadir

PA3 %40-%50

PA3 araliginda payet icerisindeki toplam spermatozoon sayisinin
PA3 <%40
%40’1ndan az1 bulunmaktadir

2.2.5. Bilgisayar Destekli Sperma Analizi (CASA)

Servikal mukus penetrasyon testinde kullanilacak olan ejakiilatlara ait
dondurulmus sperma numuneleri CASA (IVOS I, Hamilton Thorne, Beverly A.S.,
ABD) cihazinda analiz edilmek tizere 37°C’de 30 sn su banyosunda ¢ozdiiriilmiistir.
Daha sonra sperma numunelerinden 3 pl alinarak 20 pm derinliginde 4 bolmeli leja
(Leja, Nieuw-Vennep, Hollanda) lamina aktarilmistir. Cihaz igerisinde yer alan faz-
kontrast mikroskobunda 37°C’de 10x biiyiitmede CCD (Charge coupled device)
kamera (30 frame/sn, 60 Hz) ile otomatik olarak, her bir numune i¢in en az 5 farkh
alandan alinan goriintiiler analiz edilmistir. Analizlerde, spermatozoonlara ait motilite

(total motilite (TM), %), progresif motilite (PM), %)), ve Kinetik parametreler
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(ortalama yoriinge hiz1 (VAP), um/s), dogrusal hiz (VSL), um/s), egrisel hiz (VCL),
um/s), dogrusallik (STR), %), egrisel yol dogrusalligr (LIN), %), spermatozoon
basinin yanal sapma genligi (ALH), um), capraz gecis frekansi (BCF), Hz)
degerlendirilerek kaydedilmistir. Motilite degerlendirmesinde, VSL %70 ve VAP 50
um/s degerine sahip spermatozoa PM olarak, VAP degeri; statik, yavas >40 pm/s, orta
>70 um/s, hizli >100 pm/s olarak siiflandirilmistir.

2.2.6. Akim Sitometri Analizleri

Spermatozoonlarin mitokondriyal membran potansiyelinin, plazma zarinin ve
akrozom biitiinliiglintin  belirlenebilmesi amaciyla, akim sitometri analizleri
yapilmistir. Analizler igin CytoFLEX System B4-R0-VO (Beckman Coulter, ABD;
488 nm lazer) cihazindan yararlanilmigtir. Spermatozoon olmayan partikiiller
popiilasyon  dist  birakilarak  analizler, 1x10* spermatozoon iizerinden

degerlendirilmistir.

Spermatozoonlarin mitokondriyal membran potansiyel (MMP) yiizdesini
belirlemek igin, filtrelenmis (Millex-GV Syringe Filter Unit, 0,22 um, PVDF, 33 mm,
Merc, Almanya) 240 ul fosfat buffer saline (PBS) ¢ozeltisi iginde seyreltilen 5 pl
sperma (37°C’de ¢ozdiiriilmiis) numunesi tlizerine, her bir 6rnek i¢in 1,5 ul PI ve 2.5
pl JC-1 eklenmistir. Numuneler, 15 dakikalik inkiibasyondan (37°C) sonra akim
sitometrik olarak analiz edilmistir. Pl-pozitif hiicreler c¢ikarildiktan sonra, canli

spermozoonlarda iki alt popiilasyon:

¢ PI negatif ve yesil floresan yayan (diisiik MMP (DMMP), %) spermatozoonlar,
oPI negatif ve turuncu floresan yayan (yiiksek MMP (YMMP), %)

Spermatozoonlar seklinde belirlenmistir.

Plazma zarimin ve akrozom biitlinliigiiniin degerlendirilmesi i¢in, filtrelenmis

(Millex-GV Syringe Filter Unit, 0,22 um, PVDF, 33 mm, Merc, Almanya) 240 nl
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fosfat buffer saline (PBS) ¢ozeltisi i¢inde seyreltilen 5 ul sperma (37°C’de 30 sn
¢ozdiriilmis), 1,5 ul PI ve 2,5 ul FITC-PNA ile boyanarak ve 37°C'de 15 dakikalik

inkiibasyondan sonra akim sitometri cihazinda analiz edilmistir. Spermatozoonlar:

e Saglam plazma membrani ve akrozomu olan (canli spermatozoon olarak
kabul edilen Pl ve FITC-PNA negatif hiicreler; PMAB, %) hiicreler,

e Kusurlu plazma membrani ve bozulmamis akrozom ile PI pozitif ve FITC-
PNA negatif hiicreler,

e Bozulmamis plazma membran1 ve kusurlu akrozom ile Pl negatif ve FITC-
PNA pozitif hiicreler,

e Kusurlu plazma membrani ve akrozomu olan PI ve FITC-PNA pozitif

hiicreler olmak tizere 4 alt grupta degerlendirilmistir.

2.2.7. istatistiksel Analiz

Elde edilen tiim degiskenler dnemlilik testlerine geg¢ilmeden 6nce normallik
yoniinden parametrik test varsayimlarindan Kolmogorov Smirnov testi ile,
varyanslarin homojenligi yoniinden ise Levene testi ile incelenmistir. CASA
parametrelerinin PA3 seviyelerine gore belirlenen gruplar arasi farkliligin istatistiksel
acidan kontrolii tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile yapilmistir. Gruplar arasi
farkliligin anlamli bulundugu degiskenler igin ileri asama (post-hoc) testi olarak
Duncan testi'nden yararlanilmistir. Motilite seviyelerine gore belirlenen gruplarda
PA1, PA2 ve PA3 seviyelerinin farkliliginin belirlenmesinde Kruskal-Wallis testi
kullanilmistir. Gruplar arasi farkliligin anlamli bulundugu degiskenler i¢in ileri asama
(post-hoc) testi olarak Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi'nden
yararlanilmigtir. Tiim istatistiksel analizler minimum %S5 hata payi ile incelenmis ve

SPSS 14.01 paket programiyla yapilmstir.
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3. BULGULAR

3.1. Penetrasyon Arahgi (PA) Bulgular:

Tez ¢alismasinda servikal mukus ve sperma numuneleri kullanilarak SMPT

uygulamasi yapilmis ve penetrasyon araligi bulgular1 Cizelge 3.1°de sunulmustur.

Cizelge 3.1. Penetrasyon araligi bulgulari. Total motilite seviyelerine gore belirlenen gruplarda PA1 (15,0-17,5
mm), PA2 (32,5-35,0 mm) ve PA3 (50,0-52,5 mm) bdolgelerindeki farklhiliginin belirlenen verileri; a, b, ¢: Aym
satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlaml farklilig: ifade etmektedir (p<0,001) (Ort=SH).

Gruplar
Parametre L.
TM >%50 TM %40-%50 T™ <%40 p degeri
(n=85) (n=21) (n=34)
PAL 236,11+102,10° 153,00£86,01° 131,67+109,61° <0,001
PA2 282,16+152,012 163,88£153,49° 132,674116,11° <0,001
PA3 469,39+219 837 216,29+193,77° 87.37474.37¢ <0,001

PA1 bolgesinde bulunan spermatozoon sayilart TM >%50 grubunda
236,11+102,10, TM %40-%50 grubunda 153,00+86,01 ve TM <%40 grubunda
131,67+109,61 olarak belirlenmistir. Total motilitesi %50’den yiiksek (TM >%50
grubu) degerdeki sperma numuneleri PA1 bdlgesine, total motilitesi %40 ila %50
arasinda olan (TM %40-%50 grubu) ve %40’dan daha diisiik (TM <%40 grubu) olan
sperma numunelerine gore daha fazla sayida spermatozoon ulastirabilmigtir. PA1
bolgesinde, TM >%50 grubunun spermatozoon sayist TM %40-%50 ve TM <%40
gruplarima gore anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir. Gruplar arasindaki bu durum

istatistiksel agidan 6nemli olarak degerlendirilmistir (p<0,001).
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PA2 bolgesinde bulunan spermatozoon sayilar1 TM >%50 grubunda
282,16+152,01, TM %40-%50 grubunda 163,88+153,49 ve TM <%40grubunda
132,67+116,11 olarak belirlenmistir. Total motilitesi %50°den yiiksek (TM >%50
grubu) degerdeki sperma numuneleri PA2 bdolgesine, total motilitesi %40 ila %50
arasinda olan (TM %40-%50 grubu) ve %40’dan daha diisiik (TM <%40 grubu) olan
sperma numunelerine gore daha fazla sayida spermatozoon ulastirabilmistir. PA2
bolgesinde, TM >%50 grubunun spermatozoon sayist TM %40-%50 ve TM <%40
gruplarina goére anlamli derecede yiiksek ¢ikmistir. Gruplar arasindaki bu durum

istatistiksel agidan 6nemli olarak degerlendirilmistir (p<0,001).

PA3 bolgesinde bulunan spermatozoon sayilar1 TM >%50 grubunda
469,39+219,83, TM %40-%50 grubunda 216,29+193,77 ve TM <%40 grubunda
87,37+74,37 olarak belirlenmistir. Total motilitesi %50°den yiiksek (TM >%50 grubu)
degerdeki sperma numuneleri PA3 bolgesine, total motilitesi %40 ila %50 arasinda
olan (TM %40-%50 grubu) ve %40’dan daha diisiikk (TM <%40 grubu) olan sperma
numunelerine gore daha fazla sayida spermatozoon ulastirabilmistir. Total motilitesi
%40 ila %50 arasinda olan gruptaki numuneler ise total motilitesi %40’dan daha diisiik
olan sperma numunelerine gore PA3 bdlgesine daha fazla sayida spermatozoon
ulastirabilmistir. PA3 bdlgesinde belirlenen spermatozoon sayilart bakimindan
TM >%50, TM %40-%50 ve TM <%40 gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli
fark belirlenmistir (p<0,001).

Yapilan analiz sonucunda her {i¢ penetrasyon araliginda (PA1, PA2, PA3) da
en fazla sayida spermatozoon bulunduran grubun total motilitesi %50’den yiiksek olan

grup (TM >%350) oldugu belirlenmistir.

3.2 Akim Sitometri Bulgular

Tez caligmasinda kullanilmak iizere elde edilen sperma numuneleri DMMP
(Diistik mitokondriyal membran pottansiyeli, %), YMMP (Yiiksek mitokondriyal

memban potansiyeli, %) ve PMAB (Plazma membran ve akrozom biitiinligi, %)
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yoniinden analiz edilmistir (Sekil 3.1). Bu analizlere ait sonuglar Cizelge 3.2°de

gosterilmektedir.

Cizelge 3.2. Akim sitometri analiz bulgulari. DMMP: Diigiik mitokondriyal membran potansiyeli,
YMMP: Yiiksek mitokondriyal membran potansiyeli, PMAB: Plazma membran ve akrozom biitiinliigi.
a, b, ¢: Aym satirdaki farkli harfler istatistiksel agidan anlamli farkliligi ifade etmektedir (p<0,001)

(OrtSH).
Gruplar
Parametre o
PA3 >%50 PA3 %40-%50 PA3 <%40 p degeri
(n=28) (n=58) (n=54)

DMMP (%) 34,73+12,91b 40,96+17,19b 69,01+17,672 <0001
YMMP (%) 65,00£13,06° 58, 94+17,26° 30,77:417,61° <0,001
PMAB (%) 56,91:£9,56% 47,68+11,58° 25,60+14,04° <0,001
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Sekil 3.1. Isvigre Esmeri irki bogalara ait sperma numunelerinin plazma membran ve akrozom
biitiinliigii analizi (PMAB) ile mitokondriyal membran potansiyeli (MMP) analizi. A-B: PMAB analizi
icin FITC-PNA/PI Boyama, C-D: MMP analizi i¢in JC-1/Pl Boyama (CytoFLEX System B4-R0-V0
(Beckman Coulter, ABD; 488 nm lazer)). FITC-PI-:Plazma membrani ve akrozomu saglam hiicreler,
FITC-PI+ : Plazma membrani hasarli ancak akrozomu saglam hiicreler, FITC+PI- : Plazma membrani
saglam ancak akrozomu hasarli hiicreler, FITC+PI+ : Plazma membrani ve akrozomu hasarlt hiicreler.
DMMP: Diisiik mitokondriyal membran potansiyeli, YMMP: Yiiksek mitokondriyal membran
potansiyeli.

Diisiik mitokondriyal membran potansiyeli (DMMP) analiz sonuclarina gore
PA3 >%50 grubunun degeri %34,73+12,91, PA3 %40-%50 grubu %40,96+17,26 ve
PA3 <%40 grubu ise %69,01+17,67 olarak belirlenmistir. PA3 (50,0-52,5 mm)
bolgesine payet icerisindeki toplam spermatozoon sayisinin %50’den fazlasinin
ulastigi grup (PA3 >%>50) ve bu bolgeye payet icerisindeki toplam spermatozoon
sayisinin  %40-%50 arasinda spermatozoon ulastirabilen grup (PA3 %40-%50)
arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede bir fark saptanmamustir (p>0,001). Diisiik
mitokondriyal membran potansiyel yiizdesi en fazla c¢ikan grup PA3 <%40
(69,01+£17,67) grubu olmustur. PA3 <%40 grubu, servikal mukus ile dolu ve énceden
penetrasyon araligi isaretli olan payetlerin igerisinde bulunan toplam spermatozoon

varliginin %40’ 1indan daha azinin payet icerisindeki en uzak mesafe olan PA3 araligina
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ulagtirabilmistir. PA3 <%40 grubunun DMMP degeri PA3 >%50 ve PA3 %40-%50
gruplaria gore daha ytiksek olarak belirlenmistir. Gruplar arasinda belirlenen bu fark

istatistiksel olarak énemli bulunmustur (p<0,001).

Yiiksek mitokondriyal membran potansiyelini (YMMP) belirlemek amaciyla
yapilan analizde PA3 >%50 grubunun degeri %65,00+13,06, PA3 %40-%50 grubu
%58,94+17,26 ve PA3 <%40 grubu ise %25,60+14,04 olarak belirlenmistir. PA3
>0%50 ve PA3 %40-%50 grubu arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark
bulunamamistir (p>0,001). PA3 %50 ve PA3 %40-%50 gruplarinin, PA3 <%40
grubuna gore daha yiiksek YMMP degerine sahip olduklari belirlenmistir. PA3 <%40
grubu ile PA3 >%50 ve PA3 %40-%50 gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p<0,001).

Plazma membran ve akrozom biitiinliigiiniin (PMAB) belirlenmesi amaciyla
yapilan analizlerde PA3 >%50 grubunun degeri %56,91+£9,56, PA3 %40-%50 grubu
%47,68+11,58 ve PA3 <%40 grubu ise %25,60+14,04 olarak belirlenmistir. Saglam
plazma membran1 ve akrozomu olan (canli spermatozoon olarak kabul edilen PI ve
FITC-PNA negatif hiicreler; PMAB, %) hiicreler yoniinden en yliksek degere PA3
>9%50 grubunun, en diisiik degere ise PA3 <%40 grubunun sahip oldugu belirlenmis,
PMAB bakimindan {i¢ grup arasinda fark oldugu saptanmistir. Gruplar arasindaki bu

fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).

Plazma membran ve akrozom biitiinliigi ile mitokondriyal membran
potansiyeli analizlerinin sonucunda hem yiliksek mitokondriyal membran
potansiyeline sahip hem de plazma ve akrozom biitiinliigii yiiksek olan sperma

numunelerinin PA3 >%50 grubunda oldugu belirlenmistir.
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3.3. Motilite Bulgulari

Tez ¢aligmasinda kullanilan sperma numuneleri total motilite (TM, %) ve
progresif motilitelerinin (PM, %) belirlenmesi amaciyla analiz edilmistir. TM ve PM

sonuglar1 Cizelge 3.3’te gosterilmektedir.

Cizelge 3.3 Motilite bulgulari; total motilite (TM, %), progresif motilite (PM, %). a, b, c: Ayni1 satirdaki farkli
harfler istatistiksel agidan anlamli farklilig1 ifade etmektedir (p<0,001) (Ort+=SH).

Gruplar
Parametre .
PA3 >%50 PA3 %40-%50 PA3 <%40 p degeri
(n=28) (n=58) (n=54)
T™ (%) 73,95+9,172 65,02+13,01° 40,17+17,97¢ <0,001
PM (%) 27,45+7,32 23,40+6,88° 11,74+7,26°¢ <0,001

TM sonuglarina goére PA3 >%50 grubunun degeri %73,9549,17,
PA3 %40-%50 grubu %65,02+13,01 ve PA3 <%40 grubu ise %40,17+17,97 olarak
belirlenmistir. PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplari arasinda farklilik

oldugu saptanmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).

PM degeri incelendiginde PA3 >%50 grubunun degeri %27,45+7,3,
PA3 %40-%50 grubu %23,40+6,88 ve PA3 <%40 grubu ise %11,74+7,26 olarak
belirlenmistir. PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplari arasinda farklilik
oldugu saptanmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).

Motilite analizlerinin neticesinde payet icerisindeki en uzak mesafe olarak
isaretlenen PA3 penetrasyon araligina en fazla sayida spermatozoon ulagtiran grupta
(PA3 >%50) hem TM hem de PM degerinin diger gruplara ( PA3 %40-%50, PA3
<%40) gore yiiksek oldugu belirlenmistir.
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3.4. Kinetik Parametre Bulgular:

Spermatozoon hareket kaliplarini ayirt etmek igin kullanilan kinetik
parametrelerin belirlenmesi amaciyla bilgisayar destekli sperma analizleri yapilmistir.

Bu analizlerin sonuglar1 Cizelge 3.4’de gosterilmektedir.

Cizelge 3.4. Kinetik parametre bulgulari, a, b, c: Ayni satirdaki farkli harfler istatistiksel acidan anlamli farkliligi
ifade etmektedir (p<0,01) (p<0,001) (Ort+SH).

Gruplar
Parametre o
PA3 >%50 PA3 %40-%50 PA3 <%40 p degeri
(n=28) (n=158) (n=54)

VAP (um/s) 98,80+10,03? 97,03+10,58? 91,12+8,41° p=0,001
VCL (pm/s) 178,02+19,702 175,01+21,142 164,77+16,24° p=0,005
STR (%) 69,55+3,83¢ 71,66+2,94° 73,30+£2,772 p<0,001
LIN (%) 39,80+3,56° 41,07+2,43? 42,20+2,072 p=0,001
VSL (um/s) 69,39+6,24 69,76+6,99 67,72+6,58 p=0,260
ALH (um) 7,73+0,57 7,81+0,65 7,92+0,61 p=0,416
BCF (Hz) 24,80+1,86 24,77+1,47 25,34+1,74 p=0,157

Ortalama yoriinge hizi olarak ifade edilen VAP kinetik parametresi PA3 >%50
grubunda 98,804+10,03 pum/s, PA3 %40-%50 grubunda 97,03+10,58 um/s ve PA3
<%40 grubunda 91,12+8,41 um/s olarak belirlenmistir. PA3 <%40 grubu, PA3 %40-
%50 ve PA3 >%50 gruplarina gore daha diisiik VAP degerine sahip olarak belirlenmis,
PA3 <%40 grubu ile diger iki grup olan PA3 %40-%50 ve PA3 >%50 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0.001). PA3 %40-%50 ve PA3 >%50

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Spermatozoonlarin egrisel olarak izledigi yoriingedeki hizlarinin ifadesi olan
VCL parametresi yoniinden analiz edilen sperma numunelerinin PA3 >%50

grubundaki degeri 178,02+19,70 pm/s, PA3 %40-%50 grubunda 175,01+21,14 pm/s
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ve PA3 <%40 grubunda 164,77+16,24 um/s olarak belirlenmistir. PA3 <%40 grubu
ile PA3 %40-%50 ve PA3 >%50 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p=0,005). PA3 %40-%50 ve PA3 >%50 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05).

Spermatozoonun ydriingesi iizerindeki ortalama dogrusal yol olarak ifade
edilen STR kinetik parametresi bakimindan incelenen gruplarin degerleri PA3 >%50
grubunda 9%69,55+3,83, PA3 %40-%50 grubunda %71,66+2,94 ve PA3 <%40
grubunda %73,30+2,77 olarak belirlenmistir. PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3

<%40 gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001).

Egrisel yol dogrusalligin1 ifade eden lineerlik degeri olan LIN kinetik
parametresi analizler sonucunda PA3 >%50 grubunda %39,80+3,56, PA3 %40-%50
grubunda %41,07+2,43 ve PA3 <%40 grubunda %42,20+2,07 olarak belirlenmistir.
PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplart PA3 > %50 grubuna gore daha yiiksek LIN
degerine sahip olarak belirlenmistir. Bu fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,001). PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p>0,05).

VSL (dogrusal hiz, um/s) kinetik parametresi yoniinden sperma numuneleri
degerlendirilmis, PA3 >%50 grubunda 69,39+6,24 um/s, PA3 %40-%50 grubunda
69,76+6,99 um/s ve PA3 <%40 grubunda 67,72+6,58 um/s olarak belirlenmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunamamistir (p=0,260).

Spermatozoon basinin yanal sapma genligi olan ALH degeri yoniinden sperma
numuneleri analiz edilmis ve degerler PA3 >%50 grubunda 7,73+0,57 um, PA3 %40-
%50 grubunda 7,81+0,65 pum ve PA3 <%40 grubunda 7,92+0,61 um olarak
belirlenmistir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir

(p=0,416).
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BCF (Capraz gecis frekansi) kinetik parametresi yoniinden degerlendirilen
sperma numunelerinin PA3 >%50 grubundaki degeri 24,80+1,86 Hz, PA3 %40-%50
grubunda 24,77+1,47 Hz ve PA3 <%40 grubunda 25,34+1,74 Hz olarak belirlenmistir.

Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir (p=0,157).

Kinetik parametre analizlerinin sonucunda VAP, VCL, STR ve LIN
parametreleri bakimindan gruplar arasinda (PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40)
istatistiksel olarak 6nemli fark oldugu belirlenmis, en yliksek VAP ve VCL degerinin
PA3 >%50 grubunda, en yiiksek STR ve LIN degerinin ise PA3 <%40 grubunda
oldugu belirlenmistir. VSL, ALH ve BCF degerleri bakimindan ise gruplar arasinda
(PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40) fark belirlenememistir.
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4. TARTISMA

Spermatozoonlarin disi genital kanalda karsilasmis olduklar1 ilk medyum olan
servikal mukus ile etkilesiminin ve bu hiicrelerin servikal mukus igerisindeki
fonksiyonel yeterliliginin dolayisiyla sperma kalitesinin incelenmesine yonelik olan
SMPT, arastirmacilara sperma numunesi hakkinda faydali bilgiler saglamaktadir.
Ancak tek basina kullanildiginda diger tiim analizler gibi elbette ki saglayacag veriler
bakimindan yetersiz kalabilmektedir. Bu sebeple tez calismasinda SMPT analizine
TM, PM, kinetik parametre ve akim sitometri analizleri de eklenerek boga sperma

kalitesi hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi amaglanmastir.

Spermatozoonlarin servikal mukus igerisindeki penetrasyon mesafelerinin
belirlenmesi, sperma fertilizasyon oranmnin degerlendirilmesinde yardimci
olabilmektedir (Tas ve ark., 2006). Spermatozoonlarin servikal mukus igerisinde
ilerlemesinde TM degerinin 6nemli oldugu, ayrica sperma kalitesinin belirlemesinde
de onemli rol oynadigi bildirilmektedir (Gillan ve ark., 2008). Bir SMPT
calismasinda, payet icerisinde belirlenen en uzak mesafeye en fazla sayida
spermatozoon ulastirabilen grubun, TM degeri %60’dan yiiksek olan sperma
numunelerinde oldugu seklinde bildirilmektedir (Krishnan ve ark., 2016). Boga
spermasi ve sigir servikal mukusu kullanilarak yapilan bir calismada tez ¢alismasiyla
yakin penetrasyon araliklarindaki sperma numunelerinin TM degeri incelenmis ve
%52.2241.09 total motiliteye sahip spermatozoonlarin <20 mm’ye kadar
gidebildikleri, TM degeri azalip, inkiibasyon siiresi arttik¢a penetrasyon mesafesinin
azaldig1 bildirilmektedir (Kedia ve ark., 2013). Yapilan tez ¢alismasinda TM <%40
olan grupta spermatozoonlar diger gruplara gore ii¢ penetrasyon araligina da ulasmada
olumsuz sonuglar vermekte, en fazla spermatozoon sayist ise bu grup i¢in 32,5-35,0
mm aralifinda oldugu goriilmektedir. Bahsedilen calismadan farkli olmasinin
sebebinin spermatozoonlarin morfolojik 6zelliklerine ve uygulanan farkli inkiibasyon
stiresine bagli olabilecegi diislinlilmektedir. Ancak diger arastirmalar ve tez

caligmasinin ortak paydast TM degeri >%50 olan sperma numuneleri bakimindan tiim
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penetrasyon araliklarinda daha diigiik motiliteye sahip numunelere gore daha fazla
sayida spermatozoon bulunmasidir. Ayrica en uzak mesafe olan PA3 araligina yani
50,0-52,5 mm mesafesine TM >%50 olan sperma numunelerinin TM %40-%50 ve
TM <%40 gruplarindan daha fazla sayida spermatozoon ulastirabilmesi diger bir ortak
sonuctur. Insanlarda, sigir servikal mukusu kullanilarak yapilan calismalarda total
motilitesi %30’un iizerinde olan sperma numunelerinin fertilite sonuglarini énemli
oranda etkiledigi bildirilmektedir (Paoli ve ark., 2011). Boga spermasi kullanilarak
yapilan bir ¢alismada ise TM degeri yaklasik %60 olan fertilite grubuna ait
numunelerden elde edilen gebelik oraninin daha diisiik motiliteye sahip gruplara
oranla yiliksek oldugu bildirilmistir (Pardede ve ark., 2020). Tez ¢alismasinda elde
edilen sonuglar yapilan diger ¢alismalarin sonuglariyla olumlu yonde ortiismektedir.
Dolayisiyla servikal mukus penetrasyon testi, bilgisayar destekli sperma analizi
motilite ve kinetik parametre verileri, plazma membran ve akrozom biitiinliigii analizi
ve mitokondriyal membran potansiyelinin belirlenmesine yonelik analizlerle
desteklendigi takdirde total motilitesi %50 ve {izeri olan boga sperma numunelerinin
servikal mukus penetrasyon testi sonuglarinin fertilite belirteci olarak 6nemli bilgiler

verecegi diisliniilmektedir.

Akim sitometri analizi, kisa siirede binlerce spermatozoonu degerlendirerek
mitokondrial membran potansiyeli, akrozom biitiinliigii, lipid peroksidasyonu ve DNA
hasar1 gibi sperma kalitesini etkileyen parametreler hakkinda bilgi saglamaktadir
(Garcia-Vazquez ve ark., 2016; Gliozzi ve ark., 2017 ve Tirpan ve ark., 2018). Bu
parametrelere yonelik calismalarin in vitro fertilizasyon ve SMPT calismalariyla
desteklenmesi gerektigi belirtilmektedir (Gillan ve ark., 2005). Mitokondriyal
membran potansiyelinin sigir (Celeghini ve ark., 2007a; Celeghini ve ark., 2008 ve
Forero-Gonzalez ve ark., 2012), at (Celeghini ve ark., 2010a ve Nascimento ve ark.,
2008), domuz (Andrade ve ark., 2007), koyun (Celeghini ve ark., 2010b) ve kanath
(Celeghini ve ark., 2007b) tiirlerinde sperma kalitesinin belirlenmesinde kullanildig:
ve fertilite ile iligkili oldugu belirtilmektedir. Bilindigi lizere spermatozoonlardaki
mitokondri bu hiicrelerin oosite ulagabilmesi ve penetre olabilmesi i¢in enerji
saglamaktadir (Lardy ve Phillips, 1941 ve Tourmente ve ark., 2015). Dolayisiyla

disik ve yiiksek mitokondrial membran potansiyeline sahip olmalarinin
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spermatozoonlarin oosite ulasma siirecinde 6zellikle servikal mukus igerisinde yol
almalarin1 etkileyecegi diisliniilerek tez ¢alismasinda DMMP ve YMMP degerleri
incelenmistir. Boga spermasiyla yapilan bir ¢alismada, YMMP %45,07+1,76 olarak
bulunmus, bu deger tez ¢alismasinda en yiiksek PA3 >%50 grubunda %65,00+13,06,
en diisik PA3 <%40 grubunda %30,77+17,61 olarak belirlenmistir. Bahsi gegen
caligmada %45,07+1,76 YMMP degerine sahip grubun fertilite oranlarinin diger
gruplara gore daha yiliksek oldugu belirtilmektedir (Gliozzi ve ark., 2017). Tez
caligmast sonuclarinin  daha yiliksek olmasi sebebiyle YMMP degerinin
spermatozoonlara servikal mukusu penetre etmede olumlu yonde yardimci oldugu
diisiiniilmektedir. Insanlarda yapilan bazi calismalarda iss DMMP degerine sahip
grubun orta ve yiikksek MMP degerine sahip gruplara oranla daha diisiik fertilite
oranina sahip oldugu, ayn sekilde oositi penetrasyon ve gebelik elde etme oranlarinin
da bu grupta daha diisiik oldugu belirtilmistir (Kasai ve ark., 2002 ve Paoli ve ark.,
2011). Tez calismasi sonuglarina gore servikal mukus ile dolu payetler igerisinde en
uzak mesafeye gitmeyi basaramayan grupta (PA3 <%40) DMMP degeri
%69,01+17,67, YMMP degeri ise %30,77+17,61 olarak bulunmustur. Bu ¢alisma
sonuglarinin, MMP’nin servikal mukusu ve oositi penetrasyonda etkili oldugu goz
Ontline alinacak olursa, tez ¢aligmasinda en yiiksek DMMP degerine sahip grubun
servikal mukusu penetre edemeyerek payet igerisinde ilerleyememesini agikladigi
diistiniilmektedir. Mitokondriyal membran potansiyeli ve fertilite iliskisinin
belirlenmesi amaciyla siirlarda yapilan calismalarda sirasiyla YMMP ve DMMP
degerlerini Morrell ve ark. (2018), %58+12 ve %42+12, Celeghini ve ark. (2008),
%55,2+1,2 ve %42,1+3,4 olarak bulduklarmi, Oliveria ve ark. (2014b), ise
calismalarinda YMMP degerini %61,5 olarak bulduklarini belirtmislerdir. Tez
caligmasinda, YMMP degeri PA3 >%50 grubunun degeri %65,00+13,06, PA3 %40-
%50 grubu %58,94+17,26 ve PA3 <%40 grubu ise %25,60+14,04 olarak, DMMP
degeri PA3 >%50 grubunda %34,73+12,91, PA3 %40-%50 grubunda %40,96+17,26
ve PA3 <%40 grubunda ise %69,01+£17,67 olarak belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar
ve tez ¢alismasi sonuglari arasindaki farkliligin sperma kalitelerinin farkli olmasindan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Yapilan bu ¢aligmalarda hem Celeghini ve ark.
(2008), hem de Oliveira ve ark. (2014b), yaklasik %50 ve tizeri YMMP degerine sahip

sperma numunelerinden elde edilen gebelik sayisinin daha fazla oldugunu
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belirtmektedir. Morrell ve ark. (2018), ise fertilitenin mitokondriyal membran
potansiyeli ile iligkili oldugunu ancak et¢i ve siit¢ii sigirlar arasinda fertilite orani
bakimindan fark bulamadiklarini bildirmislerdir. Tez ¢alismasinda YMMP degerinin
belirtilen ¢calismalardan yiiksek ¢ikmasi kullanilan sperma numunelerinin penetrasyon
ve migrasyon yeteneklerinin yiiksek oldugunu gostermektedir. Dolayisiyla SMPT ve
MMP analizlerinin sperma kalitesinin belirlenmesinde kullanilabilecegi ve fertilite

kapasite tahmininde On bilgi saglayacagi diisliniilmektedir.

Sperma  Kkalitesinin  ve  spermatozoonlarin  fertilite  yeteneklerinin
belirlenmesinde 6nemli bir parametre olan PMAB, tez ¢alismasinda SMPT ile birlikte
incelenmistir. Yapilan ¢alismada PMAB bakimindan tiim gruplar arasindaki fark
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Bu deger PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3
<%40 gruplarinda sirasiyla %59,91, %47,68 ve %25,60 olarak bulunmustur. Boga
spermast kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, SMP testine tabi tutulan sperma
numunelerinin PMAB degeri floresan mikroskop kullanilarak incelenmis ancak
gruplar arasinda fark bulunamamastir (Gillan ve ark., 2008). Tez ¢alismasinda gruplar
arasinda fark bulunmasinin sebebinin floresan mikroskop yerine, objektif sekilde daha
fazla sayida hiicre incelemeye imkan saglayan akim sitometri cihazinin kullanilmasi
oldugu diisiiniilmektedir. Sigir (Ray and Ghosh, 2013) ve manda (Singh ve ark., 2016)
spermast kullanarak yapilan ¢aligmalarda akrozom biitiinliigii yiiksek olan sperma
numunelerinin servikal mukus icerisinde daha uzak mesafeye gidebildiklerini
belirtilmistir. Tez ¢alismasinda, spermatozoonlardan %50°den fazlasi payetteki en
uzak mesafe olan PA3 araligina ulasan grupta (PA3 > %50), PMAB degeri yiiksek
olan hiicrelerin sayis1 diger gruplara (PA3 %40-%50 ve PA3 <%40) gore daha fazla
sayida bulunmustur. Elde edilen calisma verilerine gore PMAB degeri azaldik¢a
spermatozoonlarin katettikleri measefe de azalmistir. Boga (Gillan ve ark., 2008), kog
(Manes ve ark., 2016 ve Maxwell ve ark., 1999) ve mandada (Singh ve ark., 2016 ve
Saini ve ark., 2020) yapilan ¢alismalarin PMAB ve SMPT sonuglari tez ¢alismasinda
bulunan sonuglarla ortiismekte, ayrica bu caligmalardaki fertilite oranlarinin SMP
testinde uzak mesafelere ulagabilen gruplarda PMAB ile pozitif korelasyon gosterdigi
bildirilmektedir. Fertilite ve PMAB arasindaki iliskinin arastirmasi amaciyla boga

spermast kullanilarak yapilan bir ¢alismada PMAB en yiiksek %52 en diisik %26
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olarak bulunmustur (Ibanescu ve ark., 2020). Bu deger tez ¢alismasinda en yiiksek
%56,91+9,56 olarak PA3 >%50 grubunda, en diisiik %25,60+14,04 olarak PA3 <%40
grubunda belirlenmistir. Belirlenen degerler birbirine yakin olmakla birlikte
aralarindaki  farkliligin  sperma  kalitesinden ve bireysel farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ibanescu ve ark. (2020), ¢calismasinda PMAB ve
fertilite potansiyeli arasinda pozitif korelasyon oldugu belirtilmektedir. Fertilite ve
korona radiatanin penetrasyonunda PMAB parametresinin etkili oldugunun bildirildigi
calismalar da mevcuttur (Kasimanickam ve ark., 2019; Love, 2018; Oliveira ve ark.,
2014b ve Shinohe ve ark., 2017). Tiim bu ¢alismalar 1518inda PMAB parametresinin
fertilite ve SMP yetenegini etkiledigi, bu sebeple PMAB ve SMPT analiz sonuglari
arasindaki korelasyonun sperma kalitesi ve fertilizasyon giiciiniin belirlenmesinde

kullanilabilecegi kanaatine varilmaktadir.

Total ve progresif motilitenin sperma kalitesi ve fertilite oran1 bakimindan
oldukca 6nemli parametreler oldugu belirtilmektedir (inang ve ark., 2015). Boga
spermast kullanilarak yapilan bir ¢alismada motilite ve servikal mukus penetrasyon
mesafeleri karsilastiriimis TM %45-%60 araliginda olan sperma numunelerinin 40
mm penetrasyon mesafesine kadar ulasabildikleri bildirilmistir (Kedia ve ark., 2013).
Tez ¢aligmasinda 50,0-52,5 mm (PA3) penetrasyon araligina ulagan gruplardan PA3
>%50 i¢cin TM %73,95+9,7, PA3 %40-%50 i¢cin TM %65,02+13,01 ve PA3 <%40 igin
TM %40,17+17,97 olarak bulunmustur. Kedia ve ark.’nin (2013), c¢alismasi ile
penetrasyon aralig1 yoniinden karsilastirildiginda farkli sonuclar elde edilmesinin tez
calismasinda kullanilan numunelerin TM degerlerinin daha yiiksek olmasiyla ilgili
oldugu, motilite farkliliginin ise bireysel sperma kalitesi ile ilgili olabilecegi
diistiniilmektedir. Benzer bir ¢alismada ise SMPT ve progresif motilite arasindaki
iligki incelenmis ve PM degeri %69,10+0,75 olan numunelerin 31,32+0,70 mm
penetrasyon araligina ulasabildikleri bildirilmistir (Sonar ve ark., 2016). Tez ¢alismasi
sonuglar1 50,0-52,5 mm (PA3) penetrasyon araligina ulasan gruplardan PA3 >%50
icin PM %27,45+7,33, PA3 %40-%50 i¢in PM %23,40+6,88 son olarak PA3 <%40
iginse PM %11,74+7,26 olarak bulunmustur. Tez ¢alismasi PM sonuglarinin Sonar ve
ark.” nin (2016), calismasinda diisiik olmasmin bahsedilen ¢alismada tez

caligmasindan farkli olarak taze sperma numunesi kullanilmasi ve dolayisiyla
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dondurma ¢6zdiirmeye bagli motilite kayb1 yasanmamasiyla ilgili oldugu, penetrasyon
araliklar1 yoniinden incelendiginde ise tez ¢alismasinda kullanilan numunelerin daha
uzak mesafelere gidebildikleri gozlemlenmekte bu durumun da kullanilan SMPT
tekniginin farkli olmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bogalarda yapilan bagka
bir caligmada > 50 mm penetrasyon araligina ulasabilen spermatozoonlarin TM degeri
ortalama %48,22+15,54 ve PM degeri ortalama %31,77+11,28 olarak bildirilmistir
(Galli ve ark., 1991). Tez calismasinda 50,0-52,5 mm (PA3) penetrasyon araligina
ulasan gruplardan PA3 >%50 i¢in TM %73,95+9,7 ve PM %27,45+7,33, PA3 %40-
%50 i¢in TM %65,02+13,01 ve PM %23,40+6,88 son olarak PA3 <%40 iginse TM
%40,17+17,97 ve PM %11,74+7,26 olarak bulunmustur. Tez c¢alismasinda tim
gruplar arasinda fark bulunmakla beraber PA3 araliginda en diisiik sayida spermatzoon
bulunan grubun TM ve PM degeri Galli ve ark.” nin (1991), > 50 mm aralig1 i¢in
buldugu degerlerden (TM %48,22+15,54, PM %31,77+11,28) diisiik bulunmustur.
Ancak tez calismasinda degerlendirilen ii¢ grupta 50,0-52,5 mm uzakligina ulagabilen
spermatozoonlardan olustugu i¢in yaklasik olarak > %40 TM ve > %11 PM degerine
sahip spermatozoonlarin da >50 mm aralifina ulagsmada basarili olacagi
diisiiniilmektedir. Boga (Gliozzi ve ark., 2017) ve insanda (Holmes ve ark., 2019)
yapilan ¢aligmalarda TM ve PM parametrelerinin spermatozoonlarin servikal mukus
penetrasyonunda ve fertilite sonuglarinda etkili oldugu bildirilmektedir. Bu
calismalarda tez ¢alismasi sonuglarina benzer sekilde TM ve PM yiizdeleri yiiksek
olan spermatozoonlarin SMPT’nde belirlenen en uzak mesafeye ulagsmada daha
basarili olduklar1 belirtilmistir. Yapilan ¢calisma sonuclarinin yani sira bahsedilen ve
benzeri ¢alismalar 15181nda tek baslarina yeterli olmamakla birlikte TM ve PM yiizde
degerleri arttikga spermatozoon penetrasyon yeteneginin arttigi disiiniilmektedir

(Nicovich ve ark., 2015 ve Sonar ve ark., 2016).

Kinetik parametre sonuglarinda ise 6zellikle VAP degerinin gebelik oranlariyla
ve spermatozoonun disi genital kanalda migrasyon yetenegi ile yiiksek oranda pozitif
korelasyon gosterdigi bildirilmektedir (Cox ve ark., 2002 ve Tekin ve Daskin, 2016).
VAP, spermatozoonun yoriinge iizerindeki ortalama hizin1 ifade etmektedir. Bu
Kinetik parametre spermatozoonun izledigi egrisel yolun bilgisayar destekli sperma

analiz cihazlarindaki ¢esitli algoritmalarla diizlestirilmis yolak haline getirilmesiyle
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hesaplanmaktadir (Mortimer, 2000). Tez c¢aligmasinda, VAP degerinin gruplar
arasinda yapilan analize gore sonuglart PA3 >%50 grubunda 98,80+10,03 um/s, PA3
%40-%50 grubunda 97,03+10,58 pum/s ve PA3 <%40 grubunda 91,12+8,41 um/s
olarak belirlenmistir. PA3 (50,0-52,5 mm) aralifina en az sayida spermatozoon
ulastirabilen grupta VAP degeri diger gruplara gore daha diisiik bulunmus ve bu diisiik
deger istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur. Manda boga spermas: kullanilarak
yapilan bir SMPT c¢alismasinda istatistiksel olarak énemsiz olsa da >20 mm uzakliga
erisebilen sperma numunelerinde (106,2+4,6 um/s) VAP degerinin <20 mm grubuna
(101,2+4,0 um/s) gore daha yiiksek degere sahip oldugu bildirilmektedir (Singh ve
ark., 2016). Tez ¢alismasinda VAP parametresi bakimindan gruplar arasinda fark
bulunmasinin 6rnek sayisinin yiiksek olmasindan ve bireysel farkliliklardan
kaynaklandig1 diistinilmektedir. Kog¢ spermasinin servikal mukus penetrasyon
yetenegiyle ilgili olarak yapilan c¢aligmalarda ise yiiksek VAP degerine sahip
spermatozoonlarin servikal mukus icerisindeki migrasyon yetenekleri arasinda pozitif
korelasyon bulundugu bildirilmektedir (Martinez- Rodriguez ve ark., 2012 ve Robayo
ve ark., 2008). Boga spermasiyla yapilan gesitli caligmalarda VAP degeri yiiksek olan
spermatozoonlarin disi genital kanalda ilerleme yeteneklerinin, oositi penetrasyon
giiclerinin ve fertilite oranlarinin yiiksek oldugu bildirilmektedir (Gillan ve ark., 2008
ve Phillips ve ark., 2004). Yapilan tez calismasi sonuglar1 bahsi gegen ¢alismalarda
SMPT ve VAP degeri korelasyonu yoniinden benzer sonuclara ulasildigindan VAP
degeri analizinin SMPT arastirma sonuglariyla birlikte kullanildiginda
spermatozoonlarin migrasyon yetenegi ve fertilite oran1 tahmininde 6nemli bilgiler

verecegi diisiiniilmektedir.

VCL (Curvelinear velocity), egrisel hiz olarak tanimlanmaktadir.
Spermatozoon basinin ilerlerken katettigi 2 boyutlu gercek egrisel yoldaki hizidir ve
spermatozoa canliliginin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Akcay ve ark., 2006
ve Mortimer, 2000). Yapilan ¢esitli ¢alismalarda VCL degerinin, oositlerin %50’den
fazlasin1 dolleyen sperma numunelerinde, oositlerin %50°den daha azini1 délleyen
numunelere gore anlamli derecede yiiksek ¢iktigi, VCL ve fertilite oran1 arasinda
pozitif bir korelasyon bulundugu belirtilmektedir (Jokiniemi ve ark., 2020 ve Nagy ve
ark., 2015). Bogalarda yapilan bir ¢alismada VCL degeri 173,514+3,96 um/s olarak
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bulunmustur (Gooverts ve ark., 2006). Bu deger tez calismasinda, PA3 >%50
grubunda 178,02+19.70 um/s, PA3 %40-%50 grubunda 175,01+21,14 um/s ve PA3
<%40 grubunda ise 164,77+16,24 um/s olarak bulunmustur. Bir diger ¢alisma da ise
VCL degerinin 108,09+42,88 um/s olarak bulundugundan bahsedilmektedir (Yaniz ve
ark., 2018). Bahsi gegen calismalarda elde edilen VCL degeri tez ¢alismasinda bulunan
ve PA3 (50,0-52,5 mm) araligina ulasmada yiiksek basar1 saglayan ilk iki gruptan
(PA3 >%50, PA3 %40-%50) daha diisiik, bu penetrasyon araligina ulasmada daha
yetersiz kalan son grubun (PA3 <%40) VCL degeri Gooverts ve ark. (2006),
calismasindaki degerden diisiik, Yaniz ve ark. (2018), buldugu sonuctan ise yliksek
olarak belirlenmistir. Bu sonuglar karsilastirildiginda, VCL degerinin spermatozoon
migrasyon yeteneginde etkili olabilecegini diisiiniilmektedir. Ciinkii VCL degeri daha
diisiik olan grup PA3 araligina ulasmada diger gruplara oranla daha az basarili
olmustur. Koclarda koyun, keci ve sigir servikal mukusu kullanilarak yapilan bir
calismada, VCL degerinin her {i¢ servikal mukusta da spermatozoonlarin migrasyon
yetenegini etkiledigi belirtilmektedir (Robayo ve ark., 2008). VCL Kkinetik
parametresinin IVF sonuglariyla yiiksek korelasyon gosterdigi (Holt ve ark., 1997 ve
Inang ve ark., 2018), ve fertilite oranlarinin tahmininde SMPT ile birlikte
kullanilabilecegine yonelik bir ¢alismada bulunmaktadir (Martinez- Rodriguez ve ark.
2012). Tez ¢alismasinda elde edilen SMPT ve VCL korelasyonu ile benzer

calismalarla paralel sonuglara ulagilmaktadir.

Fertilite ve servikal mukus penetrasyon yetenegi ile iliskilendirilen bir diger
parametre olan STR (Straightness), spermatozoon yoriingesi iizerindeki ortalama
dogrusal yol olarak ifade edilmektedir (Mortimer, 2000). Tez ¢alismasi sonuglarina
gore STR parametresi bakimindan her ii¢ grup arasinda da istatistiksel agidan fark
o6nemli bulunmustur. Bir SMPT c¢alismasinda belirtilen en uzak mesafeye ( >20 mm)
gidebilen spermatozoon popiilasyonunda bu deger %82,3+1,1 ile tez ¢alismasindaki
degerlerden yiiksek olarak belirlenmistir (Singh ve ark., 2016). Bu deger bahsedilen
calismada her ne kadar yliksek bulunmus olsa da, tez ¢aligmasindaki diger iki grupta
oldugu gibi %69,55+3,83 STR degerine sahip grubun dahi daha fazla mesafe
katedebildigi gozlemlenmistir. Bunun sebebinin bireysel farkliliklarin yani sira PMAB

ile ilgili olabilecegi diigiiniilmektedir. Soyle ki plazma membran ve akrozom
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biitiinligii yiiksek olan spermatozoonlarin STR degeri yapilan bir ¢alismada ortalama
%73,05+28,06 olarak belirlenmistir (Yaniz ve ark., 2018). STR parametresinin fertilite
ile iliskisini diisiik olarak belirleyen ¢alismalar (Botta ve ark., 2019 ve inanc ve ark.,
2018) bulunmakla birlikte, aralarinda pozitif korelasyon oldugunu belirten ¢caligmalar
da bulunmaktadir (Krishnan ve ark., 2016 ve Luongo ve ark., 2019). STR yiizdesi ve
fertilite oranlarinin incelendigi bir ¢alismada, yiiksek fertilite oran1 belirlenen grupta
STR %64,86+1,03 olarak, tez ¢alismas1 gruplarindan PA3 (50,0-52,5 mm) araligina
en ¢ok spermatozoon ulasan grupla (PA3 >%50) yakin degerde belirlenmistir. Fertilite
ve STR degeri arasindaki iliski netlestirilememis olsa da spermatozoonlarin servikal
mukus migrasyon ve penetrasyonu ile aralarinda iliski oldugu belirtilmektedir
(Martinez-Rodriguez ve ark., 2012). Tez calismasinda gruplar arasinda fark
bulunmasi, ileri c¢aligmalara ihtiyag¢ duyulmakla birlikte SMPT ile STR
korelasyonunun spermatozoon penetrasyon yetenegi ve fertilite ile ilgili faydal

bilgiler saglayacagini diisiindiirmektedir.

Spermatozoonlarin servikal mukus igerisinde izlemis olduklar1 yolun oldukga
onemli oldugu bilinmektedir (Katz ve ark., 1992). Bu yolun belirlenmesinde kullanilan
parametrelerden biri de lineerlik (LIN) yani egrisel yolaklarin dogrusalligidir.
Spermatozoon basinin belirlendigi ilk ve son nokta arasindaki dogrusal hizin, 2
boyutlu gercek egrisel yoldaki hiza oramiyla belirlenmektedir (Verstegen ve ark.,
2002). Fertilite oranlar1 ve kinetik parametrelerin iliskisinin arastirildigi bir ¢calismada
(Gliozzi ve ark., 2017) LIN %30,15 +0,80, benzer bir diger caligmada ise %51,64+1,16
olarak belirlenmistir (Gooverts ve ark., 2006). Tez calismasinda LIN degeri PA3
>9%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplarinda sirastyla %39,80+3,56, %41,07+2,43
ve %42,20+£2,07 olarak belirlenmis ve PA3 >%50 grubu diger gruplara gore
istatistiksel olarak farkli bulunmustur. Gliozzi ve ark. (2017), yaptigi arastirma
sonuglarindan yiiksek, Gooverts ve ark. (2006), elde ettigi sonuctan ise diisiik
bulunmustur. Farkli sonuglar elde edilmesinin kullanilan cihaza bagli oldugu
diistiniilmektedir ¢linkii kullanilan algoritmalar yazilimsal olarak ya da tiire bagh
olarak farkli sonuclar verebilmektedir (Al-Qarawi ve ark., 2002; Broekhuijse ve ark.,
2012; Cox ve ark., 2006 ve Tekin ve Daskin, 2016). SMPT c¢alismalarinda LIN

degerinin spermatozoon penetrasyon yetenegini ve IVF basar1 oranii etkiledigi
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belirtilmektedir (Gillan ve ark., 2008; Robayo ve ark., 2008 ve Singh ve ark., 2016).
PA3 araligina en fazla sayida spermatozoon ulagan grupta bu degerin diisiik olmasinin
sebebinin hiperaktivite olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiperaktivite degeri artan
spermatozoonlarin LIN degerinin azaldigi ve penetrasyon yeteneklerinin de
degiskenlik gosterdigi bildirilmektedir (Cox ve ark., 2006 ve Singh ve ark., 2016).
Ancak hiperaktitivesi yiiksek spermatozoonlarin fertilite oranlarimin daha yiiksek
oldugunu belirten ¢alismalar da bulunmaktadir (Shojaei ve ark., 2012 ve Ibanescu ve
ark., 2020). Tez caligmasinda gruplar arasinda fark bulunmasi, SMPT ve LIN
korelasyonunun sperma kalitesi, spermatozoon penetrasyon yetenegi ve fertilite orani

hakkinda saglayacagi 6n verilerle rutin analizlere katki saglayacag diisiiniilmektedir.

Tez ¢alismasinda incelenen diger kinetik parametreler dogrusal hiz (VSL,
um/s), spermatozoon basinin yanal sapma genligi (ALH, um) ve capraz gecis
frekansidir (BCF, Hz). Bu parametreler incelenmis ancak gruplar arasinda istatistiksel
olarak 6nemli bir fark bulunamamigtir. Manda boga spermasi kullanilarak yapilan bir
SMPT ¢alismasinda VSL degeri >20 mm mesafeye ulasabilen sperma numunelerinde
86,8+3,4 um/s, <20 mm mesafeye ulagabilen sperma numunelerinde ise 84,2+3,2 um/s
olarak, ALH degeri >20 mm grubu i¢in 6,3+0,5 pm, <20 mm grubu i¢in 6,9+0,7 pum,
BCF degeri ise >20 mm grubu i¢in 35,0+0,7 Hz ve <20 mm grubu i¢in 34,8+0,6 Hz
olarak belirlenmis olup her li¢ kinetik parametre degeri i¢in de gruplar arasinda fark
bulunamadigr belirtilmistir (Singh ve ark., 2016). Boga spermas: ile yapilan bir
calismada ise sperma numunelerine swim-up yontemi uygulanmis gruplar arasinda
VSL, ALH ve BCF degerleri bakimindan fark bulundugu ancak spermatozoon
migrasyon testinde ortalama 41,04£2,0 mm uzakliga gidebilen numuneler
degerlendirildiginde gruplar arasinda fark bulunamadig: bildirilmistir (Gillan ve ark.,
2008).Tez calismasinda sperma numuneleri PA3 (50,0-52,5 mm) araliginda
degerlendirilmis ve PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplar i¢in sirastyla
VSL 69,39+6,25 um/s, 69,76+£6,99 um/s ve 67,72+6,58 um/s, ALH 7,73+0,57 um,
7,81+£0.65 pm ve 7,92+0,61 um, BCF 24,80+1,86 Hz, 24 77+1,47 Hz ve 25,34+1,74
Hz olarak bulunmustur. Bu degerler bahsedilen ¢alismalarla migrasyon ve penetrasyon
yetenegi bakimindan karsilastirildiginda benzer sekilde gruplar arasinda fark olmadigi

gozlemlenmektedir. Singh ve ark. (2016), calismasindaki degerlerden farkli
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bulunmasinin  sebebinin manda ve boga spermast arasindaki farktan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Gillan ve ark. (2008), c¢alisma sonuglarindan
farkli degerler elde edilmesinin ise bu calismada sperma numunelerine swim-up
uygulanmasindan kaynaklaniyor olabilecegi diisiinlilmektedir. Yapilan bir ¢calismada
sperma numuneleri kinetik parametreler, servikal mukus penetrasyon yetenegi ve
fertilite bakimindan degerlendirilmis VSL, ALH, BCF parametreleri yoniinden
bireyler arasinda fark bulundugu ancak bu degerlerin servikal mukus igerisinde
spermatozoonlarin  katettikleri mesafeyi ve fertilite sonuglarini etkilemedigi
belirtilmistir (Saini ve ark., 2020). Boga spermalarinin fertilite oranlar1 yoniinden
gruplandirilarak degerlendirildigi bir ¢aligmada spermalar VSL, ALH ve BCF kinetik
parametreri incelendiginde yiiksek ve diisiik fertilite gruplar1 arasinda fark
bulunmadigr dolayisiyla fertilite oranmi istatistiksel agidan Onemli diizeyde
etkilemedigi belirtilmektedir (Gliozzi ve ark.,, 2017). VSL, ALH ve BCF
parametrelerinin progresif motilite ve spermatozoon hiperaktivitesini etkiledigi bu
sebeple fertiliteyi etkileyebilecegi ancak daha fazla calismaya ihtiya¢ duyuldugunu
belirten arastirmalar da bulunmaktadir (Al-Qarawi ve ark., 2002 ve Ibanescu ve ark.,
2020). Bu kinetik parametrelerin sperma subpopiilasyonlarindaki yeri ve kinetik
degerlendirmeler i¢in O6nemi kabul edilmekle birlikte, tez calismasinda gruplar
arasinda fark bulunmamistir. Bu durum VSL, ALH ve BCF parametrelerinin
spermatozoon migrasyon ve penetrasyon yetenegine Onemli diizeyde etki edip
etmediginin rutin sperma analiz yontemlerine servikal mukus penetrasyon testinin

eklenerek spermalarin degerlendirilmesinin faydali olacagini diisiindiirmektedir.

Gelisen analiz yontemleri goéz oOniline alindiginda sperma kalitesinin ve
fertilizasyon giiciiniin belirlenmesinde sadece motilite ve morfoloji analizlerinin
yeterli olmayacag diisiiniilmektedir. Bahsi gegen tiim ¢alismalar 11ginda damizlik
bogalarin spermasinin degerlendirilmesinde motilite, kinetik parametre analizi, PMAB
ve MMP analizlerinin birlikte kullanildiginda daha objektif veriler elde edilecegi

sonucuna varilmaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

Giliniimiizde sperma kalitesi ve fertilite kapasitesinin belirlenmesine yonelik
caligmalar diger tiirlerde oldugu gibi boga spermasina yonelik olarakta devam
etmektedir. Pek ¢ok arastirmada SMPT’nin spermatozoon migrasyon, penetrasyon ve
fertilite kapasitesi hakkinda 6nemli veriler sagladigi bildirilmektedir. Bu sebeple insan

spermasi lizerine ¢alisma yapan laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir.

Yapilan ¢aligmada nispeten yeni bir yontem olan payet yontemi ile SMPT,
CASA ve akim sitometri analiz sonuglar1 arasindaki korelasyon incelenmistir. Calisma
bulgularina gore farkli penetrasyon araliklarinda total motilite ayrica spermatozoon
kinetik Ozelliklerine, mitokontriyal membran potansiyeli ile plazma membran ve
akrozom biitiinliigiine bagh olarak spermatozoonlarin servikal mukusu penetrasyon
oranlarinda farkliliklar oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda boga

spermast Uretim istasyonlarinda da rutin olarak kullanilabilecegi diigtiniilmektedir.

Tez ¢alismasinda sperma kalitesi ve fertilite kapasitesinin belirlenmesi igin
yapilan analizlerde sigir servikal mukusu kullanilmis ve SMPT 37°C’de
gerceklestirilmistir. Giinlimiiz sperma iiretim laboratuvarlar i¢in ulagilabilir materyal
ve ortamlar oldugu disiiniilmektedir. Boga sperma kalitesinin ve fertilizasyon
giiclinlin tahmin edilmesinde lamel ve kapillar tiip testlerine gore payet yonteminde,
spermatozoonlar payet igerisinde belirlenen bolgelerde sabitlenerek sayildigindan
dolay1 daha objektif sonuclar elde edilecegi calisma sonuclariyla ortaya konulmustur.
Calismada, s1g1r servikal mukusu kullanilmasi, sentetik mukus kullanimin se¢enekler
arasinda olmasi, uygulanan payetleme, ekilibrasyon, sivi azotta sabitleme, faz-kontrast
mikroskopta  spermatozoon  saymmi1  sperma  iretim  laboratuvarlarinda
gerceklestirilebilir islemlerdir. SMPT testi sagladig1 veriler ve kolay uygulanabilir
olmast sebebiyle ©ne c¢ikmakta dolayisiyla sperma {iretim laboratuvarlarinda
kullanilan rutin analizler arasina dahil edilmesi onerilmektedir. Ote yandan iiretilen

boga spermalarinin fertilite verilerinin sahadan elde edilmesi her zaman saglikli ve
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kolay sekilde gergeklestirilememekte dolayisiyla sperma fertilite kapasitesinin
belirlenmesi onem kazanmaktadir. TM ve PA arasindaki korelasyon ve olusturulan
calisma gruplar1 arasindaki isatistiksel fark, insan ve ¢esitli hayvan tiirlerinin fertilite
orant karsilastirmasini igeren c¢alisma sonuglariyla olumlu ydnde benzerlik
gostermektedir. Bu da boga spermasi iiretim istasyonlarinda SMPT uygulamasi
kullanildig: takdirde sperma kalitesi ve fertilite kapasitesi hakkinda daha fazla bilgiye

ulasilacaginin gostergesidir.

PA3 (50,0-52,5 mm) araligina ulasmada, spermatozoonlarin kinetik
degerlerinin 6zellikle VAP, VCL, STR ve LIN gibi fertiliteyi etkiledigi belirtilen
parametrelerin farklilik olusturdugu yapilan tez ¢aligmasi sonuglariyla belirlenmistir.
Ayrica spermatozoon penetrasyon yetenegi iizerine MMP ve PMAB sonuglarinin da
etkili oldugu belirlenmistir. Dolayisiyla sperma kalitesi ve fertilite potansiyelinin
belirlenmesinde SMPT, CASA ve akim sitometri analizlerinin birlikte kullanilmasinin
daha kapsamli veriler saglayacagi sonucuna varilmistir. Ancak boga spermast iiretim
istasyonlarinda ve laboratuvarlarda kullaniminin standardize edilebilmesi i¢in
fertilizasyon verileri ile karsilastirilan ve desteklenen ileri ¢alismalara ihtiyag

duyuldugu belirtilmelidir.
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OZET

Damizlik Boga Spermasinin Servikal Mukus Penetrasyon Yeteneginin Degerlendirilmesi

Tez calismasinin amaci, boga spermalarinin servikal mukus penetrasyon testi (SMPT)
ile degerlendirilerek sonuglarmin kinetik parametreler, mitokondriyal membran potansiyeli,
plazma membran ve akrozom biitiinliigii ile korelasyonunun belirlenmesidir. Insanlarda rutin
olarak kullanilan SMPT, tez calismasinda nispeten yeni bir yontem olan payet yontemi
kullanilarak uygulanmustir. Elde edilecek olan sonuglar dogrultusunda boga spermasi tiretim
istasyonlarinda da rutin kullanima uygunlugunun ortaya konulmasi hedeflenmistir. Caligmada
140 farkli ejakiilata ait dondurulmus sperma numuneleri kullanilmistir. Servikal mukus
draminski dedektdrii ile kizginliklart belirlenen disilerden toplanarak, uzama degerinin tespit
edilmesi amaciyla Spinnbarkeit testine tabi tutulmuslardir. Payetler 15,0-17,5 mm (PA1),
32,5-35,0 mm (PA2) ve 50,0-52,5 mm’ler (PA3) olmak iizere penetrasyon araliklarinin
belirlenmesi amaciyla isaretlenmistir. Isaretli payetler steril tiipler icerisindeki sperma
numuneleri ile 37 °C’de 45 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda
spermatozoonlart bulunduklari noktada tespit etmek amaciyla 6rnekler sivi azot buharinda
dondurulmustur. Belirlenen araliklardaki spermatozoonlar total motilite (TM) bakimindan
degerlendirilmis, sonrasinda PA3 araligina ulasabilen spermatozoon yiizdeleri hesaplanarak
kaydedilmistir. Her li¢ PA bolgesinde de en yiiksek spermatozoon varligi gésteren numuneler
>%50 TM degerine sahip olanlardir. Bu durum PA1 ve PA2 bélgelerinde %40-%50 ve <%40
TM gruplar1 arasinda anlamli fark ¢ikmamasi seklinde sonuglanmis, farkli TM degerleri igin,
PA1 ve PA2 bolgelerinde yakin sayida spermatozoon varligi saptanmistir. PA3 grubunda en
az spermatozoon bulunan grup <%40 TM degerindeki numuneler olmustur. Diisiik
mitokondriyal membran potansiyeli (DMMP), PA3 >%50 grubunda %37,73, PA3 %40-%50
grubunda %40,96 ve PA3 <%40 grubunda %69,01 olarak PA3 <%40 grubunda diger gruplara
gore daha yiiksek bulunmustur (p<0,001). Yiksek mitokondriyal membran poatansiyeli
(YMMP) PA3 >%50 grubunda %65.00, PA3 %40-%50 grubunda %58,94 ve PA3 <%40
grubunda %30,77 olarak PA3 <%40 grubunda diger gruplara gore daha diisiik bulunmustur
(p<0,001). Plazma membran ve akrozom biitlinliigii sonug¢larina gére (PMAB) (PA3 >%50;
%56,91, PA3 %40-%50; %47,68 ve PA3 <%40; %25,60) ii¢ grup arasinda da fark
belirlenmistir (p<0,001). TM (PA3 >%50; %73,95, PA3 %40-%50; %65,02 ve PA3 <%40;
%40,17) ve progresif motilite (PM) (PA3 >%50; %27,45, PA3 %40-%50; %23,40 ve PA3
<%40; %11,74) bakimindan her {i¢ grup arasinda da fark belirlenmistir (p<0,001). Kinetik
parametreler incelendiginde PA3 >%50, PA3 %40-%50 ve PA3 <%40 gruplari igin sirastyla
ortalama hiz (VAP) (98,80 um/s, 97,03 um/s, 91,12 um/s) ve egrisel hiz (VCL) (178,02 pm/s,
175,01 um/s, 164,77 um/s) degerleri i¢cin PA3 <%40 grubunda, egrisel yol dogrusalligi (LIN)
(%39,80, %41,07, %42,20) degeri igin PA3 >%50 grubunda fark belirlenmistir. Dogrusallik
(STR) Kinetik degerinde ise (PA3 >%50; %69,55, PA3 %40-%50; %71,66 ve PA3 <%40;
%73,30) her ti¢ grup arasinda da fark belirlenmistir (p<0,01) (p<0,001). Dogrusal hiz (VSL),
spermatozoon baginin yanal sapma genligi (ALH), ve capraz gegis frekansi (BCF) bakimindan
gruplar arasinda istatistiksel olarak fark belirlenememistir. Bu bulgular dogrultusunda Kinetik
parametre, MMP ve PMAB degerlerinin spermatozoonlarin servikal mukus igerisindeki
penetrasyon ve migrasyon yetenekleri lizerinde etkili oldugu bu sebeple SMPT sonuglarini
etkiledigi ve sperma kalite parametrelerinden PMAB, YMMP, VAP ve VCL ile arasinda
pozitif korelasyon oldugu sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Boga, Sperma, SMPT, CASA, Akim Sitometri.
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SUMMARY

Evaluation of Cervical Mucus Penetration Ability of Breeding Bull's Semen

The aim of the thesis; to evaluate bull sperm motility and viability using
cervical mucus penetration test (SMPT) determination of correlation of results with
computer-assisted sperm analysis (CASA) kinetic parameters, mitochondrial
membrane potential, plasma membrane and acrosome integrity. SMPT, which is
routinely used in humans, has been applied using the sequin method, a relatively new
organisation in this study. It is aimed to demonstrate the suitability for routine use in
bull stations. In this study, 140 different ejaculate frozen semen samples were used.
Cervical mucus, which was subjected to the Spinnbarkeit test to determine the
elongation value, was collected from females whose estrus was determined with a
draminski detector. Straws are marked 15.0-17.5 mm (PA1), 32.5-35.0 mm (PA2) and
50.0-52.5 mm (PAS3) to determine the penetration ranges. Marked straws were left for
45 minutes of incubation at 37 ° C with semen samples in sterile tubes. After
incubation, samples were frozen in liquid nitrogen vapour to detect spermatozoa at
their location. First of all, spermatozoa in specified ranges were evaluated in terms of
total motility (TM and Percentages of spermatozoa reaching PA3 range were
calculated and recorded. Samples with the highest presence of spermatozoa in all three
PA regions are those with a TM value of> 50%. There is no significant difference
between the 40% -50% and <40% TM groups in the PA1 and PA2 regions. However,
for different TM values, a close number of spermatozoa were detected in the PA1 and
PA2 regions. The <40% TM group in the PA3 group contains the least spermatozoa.
Low mitochondrial membrane potential (DMMP) was 37.73% in the PA3> 50%
group, 40.96% in the PA3 40-50% group and 69.01% in the PA3 <40% group, higher
in the PA3 <40% group than in the other groups was found (p <0.001). High
mitochondrial membrane potential (HMMP) was found to be 65.00% in the PA3> 50%
group, 58.94% in the PA3 40-50% group, and 30.77% in the PA3 <40% group, lower
in the PA3 <40% group compared to the other groups (p <0.001). According to the
plasma membrane and acrosome integrity results (PMAB) (PA3> 50%; 56.91%, PA3
40-50%; 47.68% and PA3 <40%; 25.60%), statistically significant difference was
determined between the three groups (p <0.001). TM (PA3> 50%; 73.95%, PA3 40%
-50%; 65.02% and PA3 <40%; 40.17%) and progressive motility (PM) (PA3> 50%;
27.45%, PA3 40-50%); 23.40% and PA3 <40%; 11.74%), a difference was determined
between the three groups (p <0.001). Moreover, the kinetics parameters were
examined, the kinetic parameters are examined, the average velocity (VAP) (98.80 um
/'s,97.03 um /s, 91.12 pum / s) for the PA3> 50%, PA3 40% -50% and PA3 <40%
groups, respectively. curvilinear velocity (VCL) (178.02 um /s, 175.01 um /s, 164.77
um / s) for PA3 <40% group, and the curvilinear path linearity (LIN) value (39.80%,
41.07%, 42.20%), a difference was determined in the PA3> 50% group. In linearity
(STR) kinetic value (PA3> 50%; 69.55%, PA3 40% -50%; 71.66% and PA3 <40%;
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73.30%), a difference was determined between all three groups (p < 0.01) (p <0.001).
On the other hand, there was no statistically significant difference between the groups
in terms of linear velocity (VSL), lateral deviation amplitude of the spermatozoon head
(ALLAH), and crossover frequency (BCF). Overall, it was found that the Kinetic
parameter, MMP and PMAB values were effective on the penetration and migration
abilities of spermatozoa in the cervical mucus. It was concluded that it affects the
results of SMPT, and there is a positive correlation with PMAB, YMMP, VAP and
VCL, which are among the sperm quality parameters.

Keywords: Bull, Semen, CMPT, CASA, Flow cytometry.
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