VETERINER ANDROLOJIDE
SPERMATOZOON
EMBRIYO VE iN VITRO
FERTILIZASYON

Editor: Prof. Dr. Ayhan ATA




BiDGE Yaymlar:

Veteriner Androlojide Spermatozoon Embriyo ve in Vitro
Fertilizasyon

Editor: Prof. Dr. Ayhan ATA

ISBN: 978-625-5474-05-6

1. Baski

Sayfa Diizeni: Gézde YUCEL
Yayinlama Tarihi: 2026-09-29
BIDGE Yayinlan

Bu eserin biitiin haklarn saklidir. Kaynak gosterilerek tanitim igin
yapilacak kisa alintilar digsinda yayincinin ve editoriin yazili izni
olmaksizin hicbir yolla cogaltilamaz.

Sertifika No: 71374

Yayin haklan © BIDGE Yayinlar

www.bidgeyayinlari.com.tr - bidgeyayinlari@gmail.com

Krc Bilisim Ticaret ve Organizasyon Ltd. Sti.

Glizeltepe Mahallesi Abidin Daver Sokak Sefer Apartmani No: 7/9 Cankaya /
Ankara

Bl  GE






ICINDEKILER

Sigirlarda In-vitro Fertilizasyon ..............cccccoevuevevereveruerenennnns

HASAN ALI CAY, AYHAN ATA

Akis Sitometrisi ve Veteriner Reprodiiksiyon Alaninda

KUullanimi c.oooooeeeeeieieiieeee e,

RAMAZAN ARSLAN, HASAN ALI CAY, AYHAN ATA

Veteriner Androloji Alaninda Bilgisayar Destekli Sperma

J N ¥ 1 51

RAMAZAN ARSLAN, HASAN ALI CAY, AYHAN ATA

Yardime1 Ureme Tekniklerinde Sperm Ayirma ve Se¢me
Yontemlerinin Tek Katmanl Santrifiij Teknigi ile

Karstlastirtlmast .........ooooeiiiiiiiiie e

AHMET CIHAD GOK, AYHAN ATA



BOLUM 1

SIGIRLARDA iN-VIiTRO FERTILiZASYON

T HASAN ALI CAY
2 AYHAN ATA

Giris

Diinya niifusunun siirekli artmast ve buna bagli olarak
hayvansal protein kaynaklarina olan talebin yiikselmesi, gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde hayvancilik sektoriinde verimliligin
artirllmasina yonelik genetik 1slah programlarinin 6nemini daha da
artirmigti.  Bu  dogrultuda, genetik degeri yiiksek damizlik
hayvanlardan maksimum diizeyde yararlanilmasini saglayan
reprodiiktif biyoteknolojik yontemler, modern hayvancilikta
stirdiiriilebilir liretimin temel bilesenlerinden biri héline gelmistir
(FAO, 2023; IETS, 2024). Ozellikle son otuz yilda iiremeye
yardimei tekniklerde (UYT) kaydedilen 6nemli ilerlemeler, {istiin
genetik  Ozelliklere sahip hayvanlarin  daha kisa siirede
cogaltilmasina olanak saglamis ve uluslararast damizlik hayvan
ticaretinde embriyo {retiminin hizla gelismesine katkida
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bulunmustur (Hansen, 2020). Hayvancilik sektdriinde en yaygin
kullanilan reprodiiktif biyoteknolojik yontem olan suni tohumlama,
iistiin genetik 6zelliklere sahip erkek damizliklarin genetik materyal
olarak kullanimi1 arttirarak genis popiilasyonlara kisa siirede
aktarilmasmi saglamaktadir. Bununla birlikte, disi hayvanlarin
biyolojik olarak simirli ovulasyon kapasitesi nedeniyle genetik
potansiyellerinden aymi diizeyde yararlanilamamaktadir. Bu
smirliligin  asilabilmesi amaciyla embriyo iiretimi ve embriyo
transferi gibi ileri iireme biyoteknolojileri gelistirilmis ve {istiin
genetik degere sahip disi hayvanlardan c¢ok sayida yavru elde
edilmesi miimkiin hale gelmistir (Hasler, 2014; Hansen, 2020).
Embriyo transfer programi ¢ergevesinde bir yilda verici bir inekten
ortalama 20 yavru elde edilebilmektedir (Berglund, 2008).

Embriyo tiretimine yonelik ilk uygulamalar, ¢coklu ovulasyon
ve embriyo transferi (Multiple Ovulation and Embryo Transfer-
MOET) programlarina dayanmaktadir. Bu yontemde donér
hayvanlara gonadotropin uygulamalar1 ile siiperfolikiilasyon ve
siiper ovulasyon olusturulmakta, in vivo olarak dollenme
gerceklesmekte ve gelisen embriyolar uygun donemde uterusun
yikanmasi (uterine flushing) yontemiyle toplanmaktadir (Jainudeen
ve ark., 2000;). MOET teknolojisi uzun yillar embriyo transfer
programlarinin temelini olusturmus olsa da son yillarda in vitro
embriyo iiretim (In Vitro Embryo Production- IVEP) sistemlerinin
gelismesiyle Dbirlikte embriyo {iretiminde Onemli doniisim
yasanmaktadir. 2015°te in vitro liretilen embriyolarin sayisi, transfer
edilebilir in vivo liretilen embriyolarin sayisin1 ge¢mistir. Bu egilim,
sperma ve embriyo iireticileri arasinda geleneksel MOET'ten IVP'ye
dogru bir kayma oldugunu gdostermektedir. Bu iiremeye yardimci
tekniklerin ticari alanda basarili oldugu kanitlanmis ve giin gectikce
pazar payr artmistir. Veteriner Hekimler ve biiyiikbas hayvan
treticilerine lireme performansi, verimlilik ve genetik kazanim
noktasinda 6nemli bir rol almaya baglamistir (Ferré et al. 2020).
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In vitro embriyo iiretim teknolojisi, yalnizca iistiin genetik
ozelliklere sahip bogalarin degil, ayn1 zamanda yiiksek genetik
degere sahip disi hayvanlarin da genetik ilerlemeye etkin sekilde
katki saglamasina olanak tanimaktadir. Dogal kosullarda bir inekten
yilda yalnizca bir buzag elde edilebilirken, IVEP uygulamalari
sayesinde ayni dondrden yil igerisinde c¢ok sayida oosit
toplanabilmekte = ve  bunlardan ¢ok  sayida  embriyo
iretilebilmektedir. Bdylece damizlik hayvanlarin  genetik
potansiyelinden maksimum diizeyde yararlanilarak seleksiyon
aralig1 kisaltilmakta ve genetik ilerleme hizi 6nemli oOlgiide
artirllmaktadir (Granleese ve ark, 2015; Hansen, 2020).

Gilintimiizde si8irlarda in vitro embriyo iiretimi, mezbahadan
temin edilen ovaryumlardan elde edilen oositlerin yani sira, genetik
degeri yiiksek canli dondrlerden ultrasonografi esliginde
gerceklestirilen ovum pick-up (OPU) yontemi ile toplanan oositler
kullanilarak rutin olarak uygulanmaktadir. OPU-IVEP teknolojisi,
dondr hayvanin gebelik durumundan bagimsiz olarak belirli
araliklarla tekrar edilebilmesi, gen¢ veya fertilite problemi bulunan
hayvanlardan oosit elde edilebilmesi ve genomik seleksiyon
programlariyla biitiinlesmis sekilde kullanilabilmesi nedeniyle
giiniimiizde sig1ir yetistiriciliginde en hizli gelisen biyoteknolojik
uygulamalardan biri olarak kabul edilmektedir (Ponsart et al. 2013;
Hansen, 2020; Viana, 2024). Son yillarda kiiltiir sistemleri, oosit
maturasyon protokolleri, fertilizasyon teknikleri ve embriyo
kriyoprezervasyon yontemlerinde saglanan gelismeler sayesinde in
vitro liretilen embriyolarin gebelik basarisi siirekli artmakta ve ticari
embriyo liretiminde in vivo embriyo tiretimini birgok tilkede geride
birakmaktadir (Viana, 2024).

Suni tohumlama, degerli babalarin genetigini yaymanin etkili
bir yolu olsa da embriyo biyoteknolojilerinin uygulanmasiyla disi
genetigi de diinya ¢apinda yayilmasini saglamaktadir (Wrenzycki,
2018). Avrupa'daki bircok suni tohumlama merkezi, listiin genetik
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degere sahip damizlik hayvanlarin ¢ogaltilmasinda birincil yontem
olarak OPU-IVEP teknolojisini kullanmaktadir. Amerika Birlesik
Devletleri'nde ise OPU-IVEP kombinasyonu 19901 yillarin
sonlarindan itibaren ticari dlgekte uygulanmaya baslanmstir. 11k
donemlerde bu teknoloji, ¢ogunlukla MOET yontemiyle c¢esitli
nedenlerle canli embriyo elde edilemeyen veya diisiik yanit veren
donorlerden embriyo iiretmek amaciyla kullanilmistir. Ancak in vitro
embriyo iretim tekniklerinde kaydedilen 6nemli gelismeler, OPU-
IVEP sisteminin etkinligini ve basar1 oranimi artirmig, boylece
yontem yalnizca problemli dondrler i¢in kullanilan alternatif bir
uygulama olmaktan ¢ikip iistiin genetik 6zelliklere sahip hayvanlarin
cogaltilmasinda rutin olarak tercih edilen bir biyoteknoloji haline
gelmistir. Giiniimiizde embriyo iiretimi yapan bir¢ok iilkede OPU-
IVEP teknolojisi ticari embriyo transfer programlarinin temel
bilesenlerinden biri olarak kullanilmakta ve iireme biyoteknolojileri
icerisinde giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir (Ferré ve ark.,
2020).

2024 yili Uluslararast Embriyo Transfer Toplulugu (The
International Embryo Transfer Society-IETS) verilerine gore
sigirlarda in vitro iiretilen (In Vitro Production-IVP) embriyo sayisi
%38,1 artarak ilk kez iki milyonu agmistir. Diger yandan, toplanan in
vivo elde edilen (/n Vivo Derived-IVD) embriyo sayis12023'e kiyasla
%20,1 azalmistir ve su anda sigirlardaki genel embriyo faaliyetinin
%13'linden daha azin1 olusturmaktadir (Viana, 2024).



Sekil 1. Bolgelere gore 2024 yilinda sigw;, koyun, kegi ve atlarda
1VD ve IVP embriyolarinin toplam iiretim sayilart (transfer
edilebilir embriyolar).

Bolge Sigir At Koyun Keci

IVD IVP IVD IVP IVD IvVP IVD IVP
Afrika 0 8,697 0 0 0 0 0 0
Asya 18,242 | 34,082 0 0 0 41,248 | 0 580
Avrupa 113,136 | 58,404 942 6,083 | 227 62 656 0
Kuzey
Amerika 126,389 | 1,162,338 | 439 634 19,432 | 991 9,932 | 4,732
Okyanusya | 11,074 | 51,209 0 0 10,523 | O 1,328 | 0
Giiney
Amerika 27,679 | 714,277 23,614 | 9,15 12,212 | 215 73 0
2024

296,52 | 2,029,007 | 24,995 | 15,867 | 42,394 | 42,516 | 11,989 | 5,312
Toplam
2023

371,138 | 1,876,591 | 25,703 | 16,369 | 76,084 | 20,785 | 15,893 | 8,568
Toplam
% Degisim | -20.1 +8.1 2.8 -3.1 -44.3 +104.6 | -24.6 -38.0
Viana, 2024

In vitro Embriyo Uretimi (IVEP)

Latince'de in vitro, "camda" anlamina gelir ve in vitro
maturasyon (IVM), in vitro fertilizasyon (IVF) ve in vitro kiiltiirii
(IVC) de igeren laboratuvar ortaminda embriyo iiretme siireci i¢in
siklikla kullanilan genel bir terimdir. IVF islemi disi gamet hiicresi
olan oositlerin mature edilmesi ve erkek gamet hiicresi olan
spermatozoonlarin kapasitasyon islemine tabi tutularak laboratuvar
ortaminda dollenmesi islemidir. IVF asamalari; oositlerin
toplanmasi, oositlerin kalite degerlendirmesi, immatiir oositlerin
maturasyona alinmasi, spermatozoon kapasitasyonu, kapasite edilen
spermatozoonlar ile mature oositlerin fertilizasyonu, embriyo
deniidasyonu (soyma), embriyolarin in vitro kiiltiir asamasi ve
olusan embriyolarin transferi veya dondurularak saklanmasi
asamalarini kapsamaktadir (Hasler & Barfield, 2021). IVP prosediirii
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en iyi sigirlarda gelistirilmistir ve en ¢ok tiretimin yapildig: tiirdiir
(Wrenzycki, 2018; Viana, 2020)

Bir IVP laboratuvarimin basarisi, yalnizca embriyolarin
kiiltlir asamasindaki gelisimleri degil, tiim IVP sisteminden
kaynaklanmaktadir. Ikincisi, inkiibasyon kosullarini, gaz fazin,
kiiltir ortamimi, yag kaplamasi, plastik esyayr ve embriyo
yogunlugunu ve ortamin hacmini igerir. Ayrica tiim siiregte yer alan
personelin becerileri sistemin basarisi i¢in kritik 6neme sahiptir
(Baltz, 2012; Gardner, 2008; Leese, 2012).

IVEP teknolojisinin sundugu baslica avantajlar, birim zaman
basma daha fazla sayida embriyo ve gebelik ve oositlerin
aliabilecegi daha genis bir disi donor yelpazesini (3 aya kadar gebe
disilerden de embriyo elde edilebilmekte) igerir. Genomik buzagilar,
embriyo iiretmek i¢in gereken spermatozoon sayisinin azalmasi ve
yavrularin istenen cinsiyette elde etme sans1 IVEP teknolojisinin bir
diger avantajlaridir (Ferré et al. 2020).

Sonug olarak, in vivo durumun in vitro olarak siirdiiriilmesi
veya taklit edilmesi, ortaya ¢ikan embriyonun kalitesinin ve
gelisimsel yeterliliginin gelistirilmesine yardimer olacaktir.

Tablo 1. Sigirlarda in vitro embriyo tiretim asamalarinda kullanilan
oositlerden kazanim oranlart a- Olgunlasmamis oosit sayisina gore
hesaplanan oran, b-embriyo transferi basina hesaplanan oran, c-
gebelik basina hesaplanan oran

Maturasyon Orani® %90

Fertilizasyon Orani® %75-80
Boliinme (Cleavage) Orani® %60-70
Blastosist Orani® %30-40
Gebelik Oran1® %350-60
Dogan Buzag:® %70-90

(Wrenzycki, 2018).
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In vitro Fertilizasyonun Tarihgesi

1981'de in vivo olarak olgunlagmis bir oositten elde edilen ilk
IVF buzagmin dogumu (Brackett et al. 1982) ve 1986'da boga
spermatozoonu i¢in kapasitor ajan olarak heparinin kesfi (Parrish et
al. 1986) iki 6nemli olaydir. Sadece IVP ile elde edilen ilk buzagilar,
yani oositlerin in vitro olgunlasmasi1 (IVM), in vitro fertilizasyon
(IVF) ve ayrica in vitro embriyo gelisimi 1980'lerin sonunda rapor
edilmistir (Goto et al. 1988). Tamamen IVM-IVF-IVC'den iiretilen
ilk buzagilar Fukuda ve arkadaglari tarafindan 1987'de yapilan
caligma sonucu dogdu (Fukuda, 1990).

1959'da IVF yontemi ile canli yavrularin iretildigi ilk
memeli tiirli tavsan. Tavsandan sonra 1968'de laboratuvar farelerinde
elde edilmistir. Fare, sigirlar i¢in tam bir model olmadig: igin,
sigirlarda ilk basarili IVF, 1977'de spermatozoonlarin bir inegin veya
tavsanin, yumurta kanalinda veya uterusunda kapasite edilip ve
1981'de tasiyict bir inegin yumurta kanalina 4 hiicreli bir embriyo
transfer edildiginde dogan ilk canli buzagiyd:1 (Brackett et al. 1982;
Jainudeen et al. 2000).

Ulkemizde Veteriner Hekimlikte gerceklestirilen in vitro
fertilizasyon ¢alismalart ilk olarak 80°li yillarin baslarinda
yapilmustir. Bu alanda Tekeli (1984) “Tavsan Ovumlarmin /n Vitro
Fertilizasyonu Uzerine Calismalar”’ adl1 doktora tezi ile ilk ¢alismay1
gerceklestirmistir. Ilerleyen zamanlarda in vitro fertilizasyon
caligmalari fareler lizerinde de uygulanmistir (Kiligoglu 1985, Tekeli
et al. 1990, Tekeli 1992). Sigirlar {izerindeki ilk ¢alismalar 90’1
yillarda yapilirken, koyunlar iizerinde ise 2000’li yillarda
gergeklestirilmistir (Birler et al. 1998; Birler, 1997; Birler et al.
2002). Sigirlarda in vitro fertilizasyon teknolojisi kullanilarak elde
edilen ilk buzagi Akyol ve arkadaglari tarafindan 2007 yilinda
yapilan bir ¢aligma sonucu dogmustur.



Tablo 2. Embriyo Uretimi ve Transferinde Kilometre Taslari ve
Igili Calismalar.

Yil Arastirmaci Tiir Yapilan

1890 | Heape Tavsan TaYsan}arda embriyo transferinden
dogan ilk yavru

1933 | Nicholas Rat Ratlarda embriyo transferinden dogan
ilk yavru

Warwick & Koyun- Embriyo transferinden kuzu oglak
1949 Berry Kegi dogumu
1951 | Kvansnickii Domuz gnzbrlyo transferinden domuz yavrusu
ogumu

1951 | Willet et al. Sigir En}brlyo Transferi ile ilk buzag1
dogumu

1959 | Chang Tavsan Tavsanlarda in vitro fertilizasyon ile
ilk yavru

1973 Wilmut & Sigir Embriyo dondurma sonrasi ilk buzag:

Rawson

1977 | Iritani & Niwa | Sigir Sig1r oositi in vitro fertilizasyon

1982 | Brackett et al. Sigir In vitro fertilizasyon ile ilk buzag

1985 | Sirard et al. Sigir In v'ztro matvumsyon ve fertilizasyon
ile ilk buzag

1986 | Willadsen Koyun Nukleer transfer (blastomer) yoluyla
ilk kuzu

1996 | Wilmut et al. Koyun Klonlama yoluyla ilk yavru (Dolly)

(Gordon, 2003; Jainudeen et al. 2000).
In vitro Fertilizasyon Asamalar

IVP amaciyla kullanilacak oositler; canli hayvanlarda
ultrason esliginde gergeklestirilen OPU yontemiyle folikiiler
aspirasyon, ovariecktomi ile elde edilen ovaryumlar veya
mezbahadan temin edilen ovaryumlardan gergeklestirilen folikiiler
aspirasyon yoluyla elde edilmektedir. Kullanilan y0nteme
bakilmaksizin, oositler genellikle ovulator ve ovulator olmayan
folikiiler dalgalara ait, baskin ve ikincil (subordinat) folikiilleri de
iceren 2—8 mm ¢apindaki heterojen antral folikiil popiilasyonundan
aspire edilmektedir (Hyttel et al. 1997). Bu heterojen yapi, elde
edilen kumulus oosit komplekslerinin (KOK) gelisimsel
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yeterliliklerinin farkli olmasina neden olmakta ve IVP basarisini
etkileyen en Onemli biyolojik faktorlerden biri olarak kabul
edilmektedir (Lonergan ve Fair, 2016).

In vitro embriyo iiretim sistemi, olgunlasmamis oositlerin
kontrollii laboratuvar kosullarinda niikleer ve sitoplazmik
olgunlagmalarini tamamlayarak ikinci mayoz boliinmenin metafaz I1
(MII) evresine ulasmasini saglayan IVM asamasiyla baslar. Bu
siiregte oosit, mayotik duraksamadan ¢ikarak birinci kutup
cisimcigini olusturur ve dollenmeye hazir hale gelir. Niikleer
olgunlasmanin  yanm1  sira  sitoplazmik  olgunlagsmanin  da
tamamlanmasi, basarili fertilizasyon ve embriyo gelisimi acisindan
kritik 6neme sahiptir (Sirard & Blondin 1996; Gordon, 2003).

Olgunlagmasin1 tamamlayan oositler daha sonra IVF
islemine tabi tutulur. Bu asamada uygun kapasitasyonu saglanmis
spermatozoonlar ile oositlerin kontrollii kosullarda bir araya
getirilmesi sonucunda doéllenme gergeklestirilir. Fertilizasyonun
ardindan olusan zigotlar, IVC sistemlerinde morula ve blastosist gibi
istenen preimplantasyon gelisim evrelerine ulasincaya kadar kiiltiire
edilir. Embriyo gelisiminin basarisi; kiiltiir ortaminin bilesimi, gaz
atmosferi, sicaklik, pH, enerji substratlari ve embriyonun metabolik
gereksinimlerinin dogru sekilde karsilanmasina baghdir (Lonergan
ve Fair, 2016).

In vitro kiiltiir ortaminda oksijenin %10’un altinda olmasi
istenmektedir. Kiiltiir sistemlerinde genellikle %5°lik O2, %5 CO2 ve
%90 N gazlarinin kullanim1 tercih edilmektedir. Kiiltiir
sistemlerinde kullanilan CO; soliisyonlar igerisinde ¢0dziiniir,
hiicreler i¢in zararli olan alkalizasyonu engeller ve ortam pH’sini
dengeler. Ortam pH’s1 7,2-7,6 arasinda olmas1 istenmektedir. Kiiltiir
ortaminda en ideal 1sinin 38-39°C arasi, en ideal 15181n ise filtreden
gecirilmis sar1 151k oldugu bildirilmektedir (Garcia-Garcia et al.
2007).
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Sekil 2. In vitro fertilizasyon yontem i ile buzag iiretim asamalart.
a- verici hayvan, b- mezbahaneden elde edilen ovaryumlar, c- oosit
aspirasyonu, d- OPU, e- olgunlasmamis oosit, f- mature
(olgunlagmis) oosit, g- embriyolarin kiiltiir asamasi, h- stereo
mikroskop (DA-0700), 1- petrilerde yer alan embriyo damlaciklari,
i- 2 blastomerli embriyo, j- 4 blastomerli embriyo, k- 8 blastomerli
embriyo, I- kompakt morula, m- erken blastosist, n- blastosist, hatch
blastosist, p- Akyol et al. IVF yontemi ile elde ettikleri buzagi

1:80ls, P E.. & Siout T. A, (2018). Ovum PickUp T 1(pp. 209-233). Sprnger, Cham

2kyol, N, Kz, S. H, & Karagahin, T. (2007). in Vitro Sy Embeiyosu Uretim Ve Transfer. Lalshan Hayvancik Aragtma Enstiisd Dergs, 4711, 13,

(Cay, 2023-BURDUR).

Oosit Elde Etme Yontemleri

IVP basarisi, baslangic materyalini olusturan oositin
niteligine baghdir. Oosit kalitesi ile es anlamli olarak kullanilan
oositin gelisimsel yetkinligi; oositin tam bir mayotik olgunlagsma
gecirme, basariyla dollenme, blastosist asamasina erisme ve
nihayetinde saglikli bir gebelik olusturarak canli yavru dogumu
saglama kapasitesi olarak tanimlanmaktadir (Duranthon & Renard
2001; Sirard 2018). IVP protokollerinde oosit kaynagi olarak;
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gebeligin ilk trimesterindeki diive ve inekler, laktasyondaki
postpartum inekler ve puberte dncesi (juvenil) buzagilar canli donor
olarak kullanilabilecegi gibi, mezbaha materyali olan ovaryumlar da
siklikla tercih edilmektedir (Galli et al. 2003; Paramio 2010).

Kumulus-oosit kompleksleri (KOK), mezbahanelerden veya
Otenazi uygulanan hayvanlardan elde edilen yumurtaliklardan
toplanabilecegi gibi, canli dondrlerden de ekstrakta edilebilir.
Mezbaha kaynakli ovaryumlarda KOK izolasyonu; folikiiler
aspirasyon veya dilimleme (slicing) yoOntemleriyle rutin olarak
gerceklestirilmekte, daha nadir olarak ise folikiil izolasyonu ve
diseksiyonu tekniklerine bagvurulmaktadir (Rizos et al. 2002; Ferré
et al. 2020). Bu metodolojiler vasitasiyla, germinal vezikiil (GV)
evresinde duraklamis ve etrafi kumulus hiicre tabakalariyla ¢evrili
olgunlagmamis oositlerin toplanmast hedeflenmektedir. Benzer
sekilde, canli hayvanlarda uygulanan OPU teknolojisi ile de antral
folikiillerden  olgunlagmamis  oositlerin  aspire  edilmesi
saglanmaktadir (Bols & Stout 2018; Ciftci & Dinc, 2023).

Mezbahane Materyalinden Oosit Elde Etme

Mezbahane de kesimi yapilan hayvanlarin ovaryumlarindan
oosit elde etmek amaciyla, aspirasyon, dilimleme, diseksiyon ve
doku eritme gibi c¢esitli yontemler gelistirilmistir. Bu amagla
gelistirilen yontemlerden aspirasyon ve dilimleme teknikleri en sik
kullanilan tekniklerdir (Gordon 2003). Mezbahadan toplanilan
ovaryumlar yaklasik 30°C’lik fizyolojik tuzlu su bulunan termoslar
icerisinde laboratuvara getirilmektedir. Bazi embriyo iiretim
laboratuvarlarinda doku kiiltir medyumu-199 (tissue culture
medium-199, TCM-199) veya fosfat tamponlu tuz c¢dozeltisi
(phospate buffered saline, PBS) gibi farkli medyumlar ile
kontaminasyonu Onlemek amaciyla c¢esitli antibiyotikler de
kullanilmaktadir. Bu soliisyonlar ile termoslara toplanan ovaryumlar
4 saat icinde laboratuvara ulastirilmalidir (Gordon, 1994, Birler et al.
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1998, Wani et al. 2000). Son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalarda
25°C’de 8 saate kadar saklanabilen ovaryumlardan in vitro ortamda
elde edilen embriyonun, blastosist asamasina gelme kapasitesinde ve
oositlerin fertilizasyon oranlarinda bir azalma olmayacag: tespit
edilmistir.

Oosit Aspirasyon Yontemi

Ineklerde en yaygin kullanilan tekniklerden bir tanesidir.
Ovaryum iizerindeki antral folikiiller, pipet, vakumlu aspirasyon
ignesi veya enjektdr yardimi ile aspire edilmektedir. Bu teknigin
diger yontemlere gdre avantaji hizli yapilabilmesi ve daha fazla
ovaryum ile ¢alisma imkéani sunmasidir. Hizli oosit elde etmek de
embriyo iiretim tiniteleri i¢in oldukga tercih edilebilir bir kriterdir.
Bu yontem ile 2-8 mm biiyiikliiglindeki antral folikiiller aspire
edilmektedir. Aspirasyon ic¢in 18-22-G, contasiz, 10-20 mL’lik
enjektorler tavsiye edilmekte (Gordon, 2003). Ancak Fry ve
arkadaslar1 (1998) mevcut olan primer oositlerin sayisint ve
kalitesini optimize etmek amaciyla, aspirasyon basinci ve yikama
yonteminin  oosit toplama iizerine etkilerini inceledikleri
caligmalarinda en iyi oositin, 17-G igne ve 55/mmHg basing ile elde
edildigi sonucuna ulasmislardir. Yapilan bu ¢aligmada vakum
basincinin arttirtlmasi, muhtemelen kumulus hiicrelerinin soyulmasi
nedeniyle canli oosit sayisini azaltti; vakum basinci ¢ok yiiksek
oldugunda bulunan KOK olmayan ¢iplak (niide) oosit sayisinda
carpici bir artis oldu.

Hashimoto ve arkadaslar1 2000 yilinda yaptiklar
caligmalarda en fazla kaliteli oositi 40 mmHg basing ve 18-G igne
ile elde etmislerdir. Aspirasyon yontemi ile ovaryum bagina ortalama
13.9 £+ 2.3 oosit elde edildigi ve bunlarinda ortalama %45-50’sinin
kullanilabilir kalitede oldugu bildirilmektedir.
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Folikiiler aspirasyonun dezavantaji ise oositlerin kazanim
oranlarinin %30-60 oraninda olmasi ve kor atig yapilarak oosite
zarar verme ihtimalinin olmasidir (Gordon, 2003).

Sekil 3. Burdur MAKU Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni
Tohumlama AD. In vitro Fertilizasyon ve Embriyo Transfer
Laboratuvarinda IVF ¢alismasi. a- mezbahaneden ovaryumlarin
getirilmesi b- ovaryumda yer alan 2-8 mm’lik folikiillerden oosit
aspirasyonu

= __ W

(Ata et al, 2022-BURDUR)
Ovaryum Dilimleme

Mezbaha materyalinden immatiir oositleri elde etmenin diger
yontemi ise ovaryumlarin dilimlenmesidir. Bu islem sirasinda
ovaryum bir forseps yardimu ile tutulmakta ve lizerindeki folikiiller
bistiiri yardimi ile kesilmektedir. Bu islem 6nceden hazirlanmis,
icerisinde yikama soliisyonu bulunan 90 mm’lik petri icerisinde
gerceklestirilmektedir. Folikiillerden elde edilen oositler yikama
soliisyonuna bosaltilmakta ve mikroskop altinda incelenmektedir
(Saleh, 2017). Wang ve arkadaglar1 (2007), dilimleme teknigi ile
aspirasyon teknigine kiyasla daha fazla sayida oosit elde ettiklerini
bildirmiglerdir. Ayrica Hoque ve arkadaglar1 (2011) dilimleme
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teknigi ile ovaryum bagina diisen oosit sayisinin da daha fazla
oldugunu belirtmektedirler. Ancak Wang ve arkadaglar1 (2007),
aspirasyon yontemi ile elde edilen oositlerin daha kaliteli oldugunu
ve dilimleme teknigi ile karsilastirildiginda islemin daha kisa
stirdiigiinii ifade etmektedirler. Dilimleme yontemi ile ovaryum
basina ortalama 10.7 oosit elde edildigi ve bunlarin ise 9.7’sinin
kullanilabilecek kalitede oldugu bildirilmektedir (Carolan et al.
1994; Vincenti et al.1998; Wang et al. 2007; Hoque et al. 2011).

Bazi kaynaklarda, dilimleme yonteminin aspirasyon teknigi
ile kombine kullanildigi da bildirilmektedir. Bunun i¢in Once
ovaryum tlizerindeki folikiiller aspire edilmekte, sonrasinda ise
dilimlenmektedir. Bu yontem ile elde edilen oosit sayisinin arttigi
ifade edilmektedir (Gordon, 2003; Hoque et al. 2011).

Canh Hayvandan (OPU-Ovum Pick Up) Oosit Eldesi

OPU, insanlarda ultrason kilavuzlugunda trans vajinal oosit
aspirasyonunun gelistirilmesi ile 1988 yilindan itibaren sigirlarda
uygulanmaya baslanmis ve diinyada IVEP programini kullanan
iilkelerde yapilmaktadir. OPU, canli hayvanlarin ovaryumlarindan
endoskopik veya ultrasonografi rehberliginde trans vajinal yolla
folikiillerin aspire edilerek oositlerin toplanmasini saglayan bir
yontemdir (Gordon, 2003). Sigirlarda trans vajinal ultrason
kilavuzlugunda aspirasyonu igeren ilk tekrarlanabilir etkili teknik
1987'de Callesen ve arkadaglari tarafindan gergeklestirildi (Hasler &
Barfield, 2021).

Dondrler siiper stimiilasyon uygulanarak veya siiper
stimiilasyon olmaksizin 7.5 MHz’ lik 6zel OPU probu ve aspirasyon
sistemine sahip ultrasonografi cihazlari ile haftada bir ya da iki kez
folikiiler aspirasyona tabi tutulabilmektedir (Chaubal et al. 2007).
Folikiil aspirasyonu islemi ile donér hayvanlardan OPU seansi
basina ortalama 4-8 oosit elde edilebilmektedir (Hasler, 1998).
Haftada iki kez uygulanilan OPU seans1, donor hayvanin reprodiiktif
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verimi komplikasyon olusturmaksizin uzun bir stire kullanilmalarina
ve seans basina daha fazla sayida embriyo iiretilmesine olanak
saglamaktadir (Chastant-Maillard et al. 2003). Tekrarlayan OPU
uygulama araliklarinin 2-5 giin (3-4 giin) olmasi ile daha iyi sonuglar
elde edildigi ifade edilmektedir (Merton et al. 2003). Diger taraftan
yogun olarak uygulanilan OPU programlarinda (6rnegin, haftada iki
kez) donor hayvanin genel saglik sorunlari, tekrarlayan epidural
anestezi ile ilgili problemler, ovaryum stroma biitiinliigliniin
bozulmasi ve yapigmalar gibi durumlarin olusabilecegi goz ardi
edilmemelidir (McEvoy, Alink, Moreira, Watt, & Powell, 2006).

Hormonal 6n stimiilasyon olmadan OPU rutin olarak haftada
iki kez yapilabilir. Haftada iki kez OPU, dondr inegin fertilitesi
izerinde zararli etkiler olmaksizin uzun bir siire boyunca yapilabilir
ve her bir inekte seans basina daha fazla sayida embriyo liretilmesine
neden olur (Chastant-Maillard et al. 2003). Hormonal 06n
stimiilasyon  kullamlarak  folikiil ~sayist  artirilabilir. ~ On
stimiilasyonun dezavantaji, hormon kullanimini i¢ermesidir, oysa
OPU durumunda hormonlara gereksinim olmamasi MOET'e kiyasla
genellikle bir avantaj olarak kabul edilmistir (Merton et al. 2003).
Tek bir OPU seans: sirasinda bir inekten toplanan oosit sayisi ¢esitli
faktorlere baglidir. Mekanik tarafta, oositi folikiilden ¢ikarmak i¢in
kullanilan vakum basinci, ignenin 6l¢iisii ve igne lizerindeki egimin
uzunlugu, toplanan KOK’larn kalite ve sayilarimni etkiler. Toplama
siklig1 baska bir faktordiir. OPU, eksojen hormonlar kullanilmadan
ayni inege haftada bir veya iki kez yapilabilir (Chaubal et al. 2007).
OPU’da Hormonal stimiilasyonda folikiiler dalga gelisimini kontrol
etmek adina en cok FSH uygulamasi yapilmakta ve FSH
uygulamasindan 36-48. saatler arasinda OPU yapilmakta. Bu
uygulamada FSH'y1 iceren haftalik OPU seansinda ortalama 10.6
oosit ve 2.4 blastosist bulunurken, FSH'siz guruplarda haftalik
OPU'da ortalama 4.6 oosit ve 0.9 blastosist vardi (Hasler ve Barfield,
2021).
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Sekil 4. (a) Ultrason kilavuzlugunda ¢ikint1 yapan oosit aspirasyon
ignesi. (b) Ultrason transdiiserinin vajinal fornikse bastirilip,
yumurtaligin rektum bagina manuel olarak manipiile edilir ve

vajinal duvara kars1 tutuldugu pozisyonunu gosteren diyagram

(a) (b)

s = N

-8 3 il st )

R M-‘ N
—r - 1\

7N

(Hasler & Barfield, 2021).
Oositlerin Kalite Degerlendirilmesi

Oosit kalitesinin etkisini inceleyen bir¢ok calisma, IVEP
sistemi igerisinde sinirlayict faktoriin oosit kalitesi oldugunu ileri
stirmiistiir (Blondin & Sirard, 1995; Lonergan et al. 1994; Pavlok et
al. 1992). Oosit kalitesi, in vitro embriyo liretiminde maturasyon ve
fertilizasyonda basarinin anahtari olmasinin yani sira, gebeligin
olusmasi ve devamliligin saglanmasi ile dogumdan sonra meydana
gelebilecek hastaliklar acisindan da ¢ok dnemlidir (Krisher, 2004).
Tam olarak gelisimini tamamlamis bir oosit, acelliiler bir matrix
tabaka olan zona pellusida, korona radiata ve kumulus hiicrelerince
sartlmistir. Bu licli yapi1 kumulus oosit kompleksini (KOK)
olusturur. /n vitro embriyo iiretiminde, homojen goriiniiste bir
sitoplazmaya sahip ve zona pellusidaya sikica tutunmus kompakt
yapida, cok katli kumulus hiicreleriyle ¢evrili oositlerin kullanilmasi
maturasyon ve devaminda blastosiste ulagma yeteneginin en 6nemli
isaretlerindendir (Hazeleger & Stubbings, 1992). Aspirasyon
islemini takiben immatiir oositler yalnizca kumulus hiicrelerinin
morfolojisine bakilarak A, B, C ve D seklinde siiflandirilmaktadir.
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Bu smiflandirmaya gore sadece dordiincii grup oositler ¢ok diisiik in
vitro maturasyon yetenegine sahiptir ve 16 maturasyon vasatlarina
alinmas1 tavsiye edilmemektedir (Brackett & Zuelke 1993,
Kanagawa et al. 1995).

Sekil 5. Burdur MAKU Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni
Tohumlama AD. In vitro Fertilizasyon ve Embriyo Transfer
Laboratuvarinda c¢alisma swrasinda elde edilen oositler de kalite

siniflandirmasi
. . . .
A Kalite B Kalite C Kalite D kalite

(Cay, 2022-BURDUR).

A Kalite; Zonanin ¢evresinde kumulus hiicreleri 5 veya daha
fazla kat olarak goriilmektedir.

B Kalite; Zona ¢evresinin 1/3’linden fazlasini kumulus
hiicreleri 2 veya daha az kat olarak kaplamaktadir. Ya da az bir
kisminda kumulus olmayabilir.

C Kalite; Oositler genellikle tamamen ¢iplak ya da B kalite
oositten ¢ok daha az kumulus hiicresine sahiptir.

D Kalite; Kumulus hiicreleri 6riimcek ag1 gibi dagilmis ve
dejenere ooplazmaya sahip
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Tablo 3. Oosit Kalitesinin Morfolojik Siniflandirmasi

Kalite
derecesi

Tanim

Homojen yapida ooplazma, ¢ok katmanli kompakt
kumulus yapisi, total KOK agik ve seffaf.

Cok katmanli kumulus yapisi, homojen yapida ooplazma,
2 kaba goriiniim, zonada koyuluk, total KOK biraz daha
koyu ve daha az seffaf.

Daha az kumulus katmanina sahip, ooplazma diizensiz
koyu dejenere alanlar, total KOK 1-2 sira ve koyu
Geniglemis kumulus yapisi, daginik kumulus hiicreleri,
ooplazma ve KOK vyapisi diizensiz, dejeneratif.

3

4

(Gordon, 2003)
In Vitro Maturasyon (Olgunlasma)

Oositlerinin in vitro maturasyonu, in vitro embriyo lretim
sistemindeki en 6nemli adimlardan birisidir ve teknigin basarisi i¢in
cok onemlidir (Lee et al. 2016; Schwarz et al. 2008). Oosit
maturasyonu, fertilizasyonu takiben embriyonun ilk gelisimini,
embriyonik genomun aktivasyonu zamanina kadar desteklemek i¢in
icsel kapasiteyi kazandigi uzun ve hassas bir siire¢ olarak
tanimlanmaktadir. Oositlerin  toplanma sekli ve olgunlagsma
durumlari, toplama sonrasinda nasil ele alinmasi gerektigini belirler
(Ferreira et al. 2009; Meirelles et al. 2004). Mezbaha materyalinden
elde edilen ovaryumlarindan veya OPU araciligiyla canh
hayvanlardan toplanilan KOK’leri, ilk mayoz bdliinmenin diploten
asamasinda durakladiklari i¢in in vitro maturasyon asamasina ihtiyag
duyulmaktadir. Mezbahane materyali veya OPU seansindan elde
edilen si1g1r oositleri, Oncelikle 2-8 mm ¢apindaki folikiillerden elde
edilir ve toplanan KOK’lerinin olgunlagsma durumlar1 degisir. Buna
ragmen, bu oositlerin cogunlugu 24 saatlik bir IVM periyodunda
olgunlagsmay1 basarabilir (Hasler & Barfield, 2021). Cogu
laboratuvarda, si1g1ir oositleri TCM-199 ortaminda %10 fetal buzagi
serumu ile gonadotropinlerin varliginda 38,5 °C’ de, %5 CO?2 iginde,
22-24 saat mature edilmektedir (Galli & Moor, 1991). Ayrica [IVM
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icin Sentetik Ovidukt Sivis1 (SOF), North Carolina State University
(NCSU-37) ve ve Ham’s F10’a gibi bir¢ok vasat tercih edilmektedir.
Bu vasatlara; hormonlar, sigir serum albiimini, folikiil sivisi, bliylime
faktorleri, vitaminler, serumlar ve farkli antioksidan madde ilaveleri
yapilabilmektedir. Yapilan her ilave, maturasyon vasatin1 daha da
tyilestirmeye yoneliktir (Strejcek & Petrovicova 2012). Maturasyon,
daha 6nce mayoz boliinmeyle birlikte fetal yasamda baslayan bir dizi
olaydan olusmaktadir (Monniaux et al. 2014).

Oosit olgunlagmasi, gelismekte olan gamette niikleer ve
sitoplazmik degisiklikleri igerir. Niikleer oosit olgunlagmasi,
ovulasyon aninda mayozun birinci mayotik boliinmenin profazindan
ikinci mayotik boliinmenin metafazina ilerlemesini ifade eder.
Oositlerde niikleer olgunlasma ile sitoplazmik olgunlasma,
organellerde, proteinlerde ve transkriptlerde bir dizi degisiklik
meydana getirir (Hyttel et al. 1997). Sitoplazmik olgunlasmada,
karbonhidrat ve lipid metabolizmasi, mitokondriyal fonksiyon ve
konum, oksijen radikallerinin azaltilmasi, follistatin birikimi,
epigenetik programlama, kumulus hiicreleri ile oosit arasindaki
iletisim ve oosit kaynakli biiyiime faktorlerinin salgilanmasi dahil
olmak tizere ¢oklu siirecler yer alir (Sirard, 2016). Mayoz bdliinme,
fertilizasyona kadar mayoz-II’nin metafaz asamasinda kalir,
fertilizasyonla birlikte ikinci kutup hiicresinin perivitellin bosluga
atilmasiyla mayoz boéliinme tamamlanir. IVM de pratik olarak
oositlerin mature olmasint kumulus ekspansiyonu ve I. Kutup
hiicrenin perivitellin boslukta goriinmesi olarak kabul edilir (Sirard
& Pate, 2001)

Kiiltiire alinan olgunlagsmamis oositlerin yaklasik %85-90',
uygun kiiltiir kosullarinda gerceklestirilen IVM siirecinin sonunda
metafaz [I (MII) evresine ulagmaktadir. Bu oran niikleer olgunlasma
acisindan bagarili kabul edilmekle birlikte, oositin sitoplazmik
olgunlagmasinin ve gelisimsel yetkinliginin ayn1 diizeyde
tamamlandigin1  her zaman gdstermez. Nitekim, sitoplazmik
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olgunlagma ¢ogu durumda niikleer olgunlagmaya tam olarak eslik
etmediginden, fertilizasyon basarisinda azalma ve erken embriyonik
gelisimde goriilen yetersizliklerin temel nedenlerinden biri olarak
degerlendirilmektedir (Watson, 2007). Bu durum, niikleer ve
sitoplazmik olgunlagsma siireclerinin birbirini tamamlayan ancak
farkli mekanizmalar tarafindan diizenlenen olaylar oldugunu
gostermektedir. Bu dogrultuda, in vivo kosullarda olgunlasan
oositlerin, IVM 1ile olgunlastirilan oositlere kiyasla daha yiiksek
gelisimsel yetkinlige sahip oldugu ve daha fazla sayida blastosist
olusturdugu bildirilmistir (Sirard & Blondin, 1996).

Sekil 6. Qositin maturasyon sirasinda, hiicre i¢i meydana gelen
degisikliklerin sematik gosterimi
GV oocyte MI oocyte MIl oocyte

@ & e ¥

endoplasmic Golgi cortical annulate

mitochondria lysosome

reticulum apparatus granule lamellae

(Trebichalska, Z et al. 2021)

Maturasyon siiresi hayvan tiirlerine gore farklilik
gostermektedir. Sigirlar i¢in 22-24 saat olan maturasyon siiresinin
astlmasi durumunda oositler yaglanacaktir (Strejéek & Petrovicova
2012). Yash oositlerde polispermi insidans: yiiksektir ve oosit ¢ok
yasliysa embriyonik gelisim anormaldir veya dollenme hig
ger¢eklesmeyebilir (Jainudeen et al. 2000).

In vivo kosullarda bu siirecler, oosit ile cevresindeki kumulus
ve graniiloza hiicreleri arasindaki ¢ift yonlii iletisim, folikiiler sivinin
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dinamik yapist ve endokrin—parakrin sinyallerin koordinasyonu
sayesinde fizyolojik olarak gerceklesmektedir. Buna karsin IVM
sirasinda oosit, dogal folikiiler mikro ¢evresinden ayrildig: i¢in bu
karmasik biyolojik etkilesimlerin 6nemli bir kismi tam olarak taklit
edilememektedir. Sonug olarak, oositler yiiksek oranda MII evresine
ulasabilse de sitoplazmik olgunlasma ¢ogu zaman yetersiz kalmakta
ve bu durum fertilizasyon oranlarini, embriyo kalitesini ve blastosist
gelisimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (Lonergan ve Fair,
2016).

Bu nedenle giiniimiizde IVM c¢alismalarinin 6nemli bir
bolimii, in vivo folikiiler ortami daha basarili sekilde taklit edebilen
kiiltiir sistemlerinin gelistirilmesine odaklanmaktadir. Biiylime
faktorleri, hormonlar, antioksidanlar, metabolik diizenleyiciler ve
ko-kiiltlir sistemleri gibi ¢esitli yaklasimlarla oositin sitoplazmik
olgunlagsmasinin iyilestirilmesi ve buna bagli olarak gelisimsel
yetkinligin artirilmas1 hedeflenmektedir (Gilchrist et al. 2008;
Sirard, 2017).

Sekil 7. Burdur MAKU Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni
Tohumlama AD. In vitro Fertilizasyon ve Embriyo Transfer
Laboratuvarinda c¢alisma swrasinda elde edilen oositleri, A-
Maturasyon Oncesi, B- Maturasyon Sonrast

A- Maturasyon Oncesi B- Maturasyon Sonrasi

(Ata et al. 2022-BURDUR)

--21--



In vitro Fertilizasyon

Fertilizasyon, kapasite olan spermatozoonun, mature olan
oosite penetrasyonu ile proniikleuslarin kaynagsmasi ve oositten
embriyoya gecisin sinyallerini tasiyan kompleks olaylar zinciridir.
IVP calismalarinda en 6nemli adimlardan birisi de IVF asamasidir.
IVF basaris1 i¢in oositlerin olgunlagmasi, sperma seg¢imi,
spermatozoon kapasitasyonu ve uygun sayida motil spermatozoon
say1s1 gerekmektedir. (Gordon, 2003). Spermatozoonun disi lireme
kanalina birakilmasinin ardindan, ovidukta kadar olan yolculugu
boyunca degisimlere ugrayarak kapasite olur ve ovumu dolleme
yetenegi kazanir. Biitin memeli tiirlerinde, spermatozoon disi
genital kanalina birakildig1 anda oositi fertilize etme yeteneginde
degildir. Spermatozoon, oositin zona pellusida'sina (ZP) niifuz etme
yetenegi kazanmasi i¢in kapasitor ajanlarla karsilasmalidir (Parrish
et al. 1986). Bundan dolay1 fertilizasyona hazirlik siirecinin
gecirilmesi gerekmektedir. Bir spermatozoon hiicresinin bir oositi
dolleyebilmesi icin gecirmesi gereken degisikliklere topluca
kapasitasyon denir (Akyol & Nesrin, 2005). Bu siire¢ 1951'de Chang
ve Austin tarafindan kesfedilmis. Kapasitasyon, spermatozoonlarin
dis membraninda morfolojik olarak gozlemlenebilen, akrozom
reaksiyonunun  olugsmasma imkan saglayan biyokimyasal
degisiklikleri icerir. Kapasitasyon isleminde uterus, ovidukt ve
ovulasyon esnasinda folikiiler sivi gorev almaktadir (Moore &
Akhondi, 1996). Kapasitasyon prosediirii basarili bir in vitro
fertilizasyonun gergeklesmesi icin en Onemli etkendir. IVF
sistemlerinde birincil kapasitasyon ajani heparindir (Gordon, 2003).
Dollenme ortamina eklenen heparin, proteinlere baglanarak ve
kolesterol ve fosfolipitlerin disar1 akisini1 uyararak seminal plazma
bilesenlerinin ~ spermatozoon  ylizeyinden uzaklastirilmasina
yardimci oldugu diisiiniilmekte (Breininger et al. 2010).

Sigir IVF'de kullanilan spermatozoalarin ¢ogu dondurulup
¢cozlilmistiir (Galli et al. 2003). Dondurulmus bir sperma payeti ile
22



800-1000 adet oosit dollenebilmektedir (Rasmussen et al.
2013).Spermanin dondurulup-¢ozdiiriillme sirasinda spermatozoon
hiicrelerinde, plazma membran proteinlerinde hasar ve ROS
olusumunda artis olusmakta. Bu spermler ayni zamanda, IVF igin
ideal olan taze spermatozoaya gore kapasitasyon ajanlarina daha kisa
ve daha diisiik dozlarda maruz kalmay1 gerektirir. Iyi ydnetilen bir
IVF laboratuvarinda donmus spermatozoa ile fertilizasyon oranlari
ortalama %80 veya daha yiiksek olabilir. IVF'de yiiksek fertilizasyon
oranlari, yiliksek motiliteye sahip optimal fertilize edebilir
spermatozoon sayisina ve birinci polar govdeye sahip mature olmus
fertilize edilebilir bir ovuma baglidir (Jainudeen et al. 2000).

IVF i¢in en ¢ok kullanilan vasatlar Tirode’nin Albiimin
Laktat Pirtivat Soliisyonu (TALP), Sentetik Ovidukt Sivisi (SOF),
Brackett ve Oliphant Medyum (BO) ve Potasyum Simpleks
Optimizasyon Medyum (KSOM)’dur (Nedambale et al. 2006).

Fertilizasyon islemi i¢cin mL’de ortalama 1-2 milyon
spermatozoon olacak sekilde ayarlanir (Chian, Okuda ve Niwa,
1995). Bu hesaba goére oosit basina ortalama 5.000-10.000 bin
spermatozoon hiicresi diismektedir. Ward ve arkadaslarinin yapmis
oldugu caligsmada oosit basina spermatozoon sayisi ortalama 1.000-
10.000 bin olan guruplar en iyi fertilizasyon ve blastosist oranina
sahiptir. 1.000’nin altinda fertilizasyon ve blastosist oran1 ciddi bir
sekilde diismektedir (Ward, et al., 2002). Mature oositler yetersiz
spermatozoon sayisina maruz kaldiginda IVF’da oranlan
diismektedir. Bununla birlikte, in vivo durumun aksine, in vitro
spermatozoon sayilarinin optimal konsantrasyondan daha yiiksek
kullanilmasi, polispermi ve poliploid zigot iiretimi ile sonuglanir
(Hasler, 1998).

Oositin fertilize oldugunu anlamak igin;

1 - Oosit ooplazmasinda penetre olmus spermatozoon
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2

- Penetre olan spermatozoonun bas kisminin sismesi,

proniikleer degisim

3
4
5

- Blastomer ve blastosist olusumu
- Kortikal graniiliin yikimlanmasi

- Spermatozoonun kuyrugunun ooplazmada olmasi

(Jainudeen et al. 2000)

Sekil 8. Fertilizasyon iglemi sirasinda erkek ve disi proniikleusun
gosterimi.l- Spermatozoonun ZP’ya baglanmasi, 2-Akrozom
reaksiyonu, 3- Akrozom reaksiyonu gerceklesen spermatozoonun
ZP'va penetrasyonu, 4- Spermatozoonun ekvatoral segmenti ile
oositin  ooplazmasimin  birlesmesi, 5-  Spermatozoonun
penetrasyonu ile birlikte, ¢oziinen proniikleuslarin aktivasyonu,
6- Kortikal graniil reaksiyonu ile polispermi blok olusumu

(Gadella et al. 2004).
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Spermanin Hazirlanmasi

IVF'da kullanilan spermalarin ¢ogu ticari olarak satilan
payetlerde dondurulmus spermalardir. Spermanin dondurulmast
esnasinda kullanilan sulandiricilarda yer alan gesitli kimyasallar
(kriyoprotektanlar, antibiyotikler, antioksidanlar), IVF basarisini
olumsuz olarak etkilemektedir. Bu ylizden fertilizasyon islemi i¢in
kullanilacak spermada, sperma sulandiricisi, anormal spermatozoa,
bakteri, enzim, igerikleri uzaklastirilmasi igin bazi teknikler
gelistirilmistir.  IVF’da  sperma se¢iminde ¢esitli seperasyon
yontemleri yer almakta. Bunlar; santrifiij yOntemi, yiizdiirme
yontemi, tabakalandirma, manyetik alanda aktif hiicre ayirma ve
cam yiini filtrasyonu gibi ¢esitli yontemlerdir (Beydola et al. 2013).
Sigirlarda Spermanin seperasyonu i¢in en ¢ok swim-up ve percoll
teknigi kullanilmaktadir. Swim-up migrasyon (goc ettirme)
teknikleri arasinda yer alirken, percoll gradient ise yogunluk farkina
dayanarak tabaka olusturup santrifiij etme teknigine dayanmaktadir.
Seperasyon teknigi uygulamalar1 sirasinda aranan ideal kriterler
vardir. Bu kriterler; hizli ve kolay olmali, ¢ok sayida motil
spermatozoa elde etmeli, ekonomik olmali, toksik maddeleri, ROS
olusumunu engellemeli, yiiksek voliimde spermada ¢alismaya izin
vermeli ve en 6nemlisi spermanin yapisinda minimum hasara neden
olmalidir (Kaymaz 2012).

Santrifiij Yontemi

Santrifiij yontemi icin ticari firmalarin ¢esitli yikama
vasatlar1 yer alirken temelinde IVF’de kullanilan soliisyonlar yer
almakta. Spermanin hazirlanmasi i¢in gerekli olan yikama soliisyonu
kullanmadan 6nce 37°C’ye 1sitilir. Azot tankindan ¢ikarilan sperma
payeti 37°C’ sicak su igerisinde 30 saniye bekletilerek ¢ozdiiriiliir ve
konik ug¢lu 15 mL’lik tlipe sperma konur. Daha sonra yikama
soliisyonu kademeli bir sekilde ilave edilerek, 1500 g’de 10 dakika
santrifiij edilir. Bu islem 2 kez ayni soliisyon ile tekrar edilip sperma
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sulandiricist komple uzaklagtirilmaya calisilir. Daha sonra istenen
spermatozoon/oosit oraninda fertilizasyon sivisi ile sulandirilma
islemi yapilir. Hazir olan spermanin, santrifiij oncesi ve sonrasi
motilite kontrolii yapilir ve konsantrasyonu belirlendikten sonra
mature olan oositler ile 38,5°C’de %5,5 CO;2 ve atmosferik O ile
CO» inkiibatorde 12-18 saat fertilizasyona birakilir (Satilmis, 2019).

Swim Up (Yiizdiirme) Yontemi

IVF’da en yaygin kullanilan tekniklerden birisi de ylizdiirme
teknigidir. 15 mL’lik Konik bir tlip igerisine konulan spermaya
cesitli fertilizasyon medyumlari ile tabaka olusturup 45 derecelik ag1
verilir. A¢g1 vermemizin sebebi ylizey alanini en iist diizeye ¢ikarmak
ve ¢ok fazla sayida motil spermatozoon elde etmektir. 45 derecelik
ac1 ile yaklagik 1 saat boyunca 38,5°C’de %5 CO2’lik inkiibatore
konulur. Inkiibasyon sonucunda iist tabakaya motil spermatozoonlar
ylizerken alt tabakada ise Oli ve motil spermatozoonlar yer
almaktadir (Beydola et al. 2013).

Sekil 9. Swim-up Teknigi

-

45%lik acida 1 saat inktibasyon

5

= ==

Vo=f ====

p— s

Fertilizasyon | == = ==

Medyumu

Sperma

(Beydola et al. 2013).
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Percoll Gradient (Tabakalandirma) Yontemi

Percoll gradient yontemi i¢in 15 mL’lik santrifiij tiipiinde
%45 ve %90 olmak iizere iki katman hazirlanir. Tiiplin alt kisma
%90’lik Percoll koyulur, iist kismina ise %45°’lik Percoll sollisyonu
edilir. Katmanlarin en iist kismina, yavas¢a ¢ozdiiriilen sperma ilave
edilerek 1500 g. de 15 dk siire ile santrifiij edilir. Siire sonunda
santrifiij tiipliniin dibinde olusan peletin {izerindeki sivi kisim
uzaklagtiritlir ve kalan boliimiin iizerine 2 ml HSOF (HEPES
tamponlu Sentetik Ovidukt Sivisi) ilave edilir, tekrar 600 g. de 6 dk
santrifij edilir. Siire sonunda santrifiij tiipliniin dibinde olusan
peletin lizerinde kalan s1vi uzaklastirildi ve peletten 6rnek alinarak
hemositometrik yontem ile spermatozoon motilitesi ve yogunlugu
belirlenir. Motilite ve yogunluk sonucuna gore fertilizasyon
stvilartyla istenen oranda sulandirilip mature olan oositlerin yer
aldig1 droplara katilarak 12-18 saat inkiibasyona birakilir (Birler et
al. 2002).

Sekil 10. Percoll Gradient Teknigi. a- santrifiij oncesi, b-
santrifiij sonrasi

1500 Devirde 15 dk

Seminal Plazma 2 Sperma

Lokositler, Hicre |— ssmre ||
derbrisleri

o %45 Percoll
Olu ve Anormal

Spermatozoon

— e p—

Canli ve Motil J %90 Percoll
Spermatozoon

(Malvezzi et al. 2014).
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IVM tamamlandiginda, oositler ddllenmeye hazirdir. Bu,
oositlerin spermatozoonlar ile fertilizasyonunu igerir. Do6llenme
olaylarmin ¢ogu 12 saat tamamlanacak olsa da ¢ogu laboratuvar 18
saatlik fertilizasyon siiresine izin vermekte (Hasler & Barfield,
2021).

Cinsiyet ayrimi yapilmis spermalarin IVF’de kullanimi
oldukc¢a kisithidir. Bunun sebebi olarak ¢6ziim sonu canlilik ve
hareketliligin  diistik olmasi, bozulmus kapasitasyon, hiper
aktivasyon, akrozom biitiinliigii ve floresan boya-DNA etkilesimi ile
ilgili sorunlar gosterilmekte (Norman et al. 2010). Spermatozoon
sayis1 ve motilitesi yeterli diizeyde olmadig: takdirde fertilizasyona
yardimci olmak i¢in dort yontem mevcuttur. Bunlar; kismi zona
diseksiyonu, zona inceltme/zona delme, subzonal sperm yerlestirme
(SUZI) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonudur (ICSI)
(Wrenzycki, 2018).

Minimum polispermi ile maksimum doéllenme elde etmek
icin her bir boga icin gerekli olan spermatozoa konsantrasyonu,
farkli sperm konsantrasyonlar1 ile IVF testleri yapilarak ampirik
olarak belirlenir. Oositler, spermatozoonlar ile inkiibasyonda 18+20
saat bekletilir ve lakmoid boyamanin ardindan kromatin
konfigiirasyonu analiz edilir. Bu testin sonuglari, her boga i¢in en
uygun sperm konsantrasyonunu gosterir. IVF, spermatozoon ve
oositlerin 18+20 saat birlikte fertilizasyonu bir gece kaldiktan sonra
oositler, kalan kumulus hiicrelerinden ve spermlerden tamamen
arindirilir ve embriyo gelisimi i¢in uygun bir kiiltiir sistemine
aktarilir (Galli et al. 2003).

In Vitro Embriyo Kiiltiirii

In vitro fertilizasyon asamalarindan biri de embriyo
kiiltiirtidiir. Embriyo kiiltiirlerine erken embriyonik gelisim
asamalarinda katilan biliylime faktorleri, aminoasitler, vitaminler ve
antioksidanlarin embriyo gelisimine biiyilk oranda katkida
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bulundugu bilinmektedir. Embriyo kiiltiirlerine ilave edilen
kimyasallarin yetersizligi basta olmak {iizere, embriyo kalitesi
iizerinde bircok stres faktdriiniin rolii bulunmaktadir (Kaymaz
2012).

In vitro kiiltiir ortaminda oksijenin %10’un altinda olmasi
istenmektedir. Kiiltiir sistemlerinde genellikle %5°lik O2, %5 COz ve
%90 N gazlarinin kullanimi tercih edilmektedir. Kiiltiir
sistemlerinde CO; stabilizasyonu saglamaktadir. Ortam pH’nin 7,2-
7,6 arasinda olmasi istenmektedir. Kiiltiir ortaminda en ideal 1sinin
38-39°C arasi, en ideal 15181n ise filtreden gecirilmis sar1 151k oldugu
bildirilmektedir (Garcia-Garcia et al. 2007).

IVP yontemi ile iiretilen sigir embriyosunun diinya ¢apinda
artan ticari uygulamasiyla, blastosist verimini ve kalitesini optimize
etmeye artan bir odaklanma var. Sigir embriyolarmin IVCH,
IVP'deki son adimdir ve tahmini fertilizasyondan itibaren ortalama
6-9 giinliik bir donemi kapsar. Fertilizasyon sonrasi donemde,
embriyoda ilk boliinme, embriyonik genomun aktivasyonu,
morulanin kompaktlasmasi blastosist olusumu dahil olmak {izere
bircok Onemli gelisimsel olay meydana gelir (Gordon, 2003;
Hansen, 2020).

Embriyo kiiltiir gereksinimlerinin anlagilmas1 ve optimize
edilmesi i¢in tanimlanmis sistemlerin kullanilmasi esastir. Genel
olarak, kiiltlirlenmis varsayimsal zigotlarin %20 ila %401 blastosist
asamasina ulasacaktir (Rizos et al. 2008). Oosit olgunlagmasi ve
erken embriyo gelisimi olaylarin1 anlamamizdaki birgok ilerlemeye
ragmen, ¢ogu IVEP sistemi, olgunlasan oositlerin %30-40 arasinda
blastosist verimi bildirmektedir (Brackett & Zuelke, 1993).

Embriyo iiretiminin baslangicinda, si8ir embriyolarinin
kiiltiirii in vitro olarak degil, cesitli tiirlerin (fare, tavsan, koyun)
oviduktlarinda gerceklestirilmistir (Lazzari et al. 2010). Yumurta
kanali kosullarini taklit etmek ic¢in, ilk IVC, yiiksek kalitede
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dondurulabilir blastosistlerin iretilmesinde etkili oldugu kanitlanan
ortak kiiltiir i¢in s181r ovidukt epitelyum hiicreleri. Embriyo destegi
olarak ortak Kkiiltiirlin tanitimi, 8 ila 16 hiicreli asamada erken
embriyonik gelisim durmasiin/blokajinin iistesinden gelmeyi,
blastosist oranini  artirmayr ve embriyo kalitesini  ve
kriyoprezervasyon basarisini iyilestirmeyi amagladi (BOEC)
icermistir (Abe & Hoshi, 1997). Hayvan tiirlerine gore farklilik
gostermekle birlikte sigirlarda IVF ¢alismalarinda embriyonun 8-16
blastomerli asamada gelisiminde blok meydana gelir yani hiicre
bolinmesine devam edemez. Bir¢ok arastirici bunun nedeninin
genellikle kiiltir medyumlarma erken donemde ilave edilen
glukozdan kaynaklandigii belirtilmektedir (Rubessa et al. 2011;
Thompson, 2000). Ge¢gmiste, cogu ticari IVP, somatik hiicrelerin tek
tabakasini igeren ortak kiiltiir sistemlerinin kullanimini igeriyordu.
Si1gir embriyolarinin basarili bir sekilde ortak kiiltiirtinde kullanilan
hiicre tipleri arasinda, yumurta kanallarindan (sigir veya domuz),
fare yumurta kanali, kumulus, graniiloza ve uterustan elde edilen
birincil hiicrelerin yan1 sira Buffalo Rat Liver (BRL) ve Vero
hiicreleri. Bu hiicreler, TCM-199, Menezo's B2 ve Ham's F-10 dahil
olmak Tlizere bir dizi farkli ortamlarla ortak kiiltlir sistemleri
birlestirildi. Bu ortamlar, embriyolarin yumurta kanallarindan rahme
gecerken in vivo olarak karsilastiklart fizyolojik degisimi taklit
etmeye calisir (Hasler & Barfield, 2021).

Embriyo kiiltiir vasat1 olarak ilk zamanlarda Sigir Ovidukt
Epitel Hiicreleri (BOEC) kullanilmis sonrasinda ise; TCM-199,
SOF, Hamster Embriyo Kiiltiir Vasati-6 (HECM-6), Chatot Ziomek
Bavister Medium (CZB), CR1aa (Charles Rosenkrans), KSOM ve
Complete Defined Medium (CDM) gibi vasatlar da kullanilmistir.
TCM-199 gibi kompleks embriyo kiiltiir vasatlari, memelilerin erken
embriyonal donem gelisiminden ziyade somatik hiicrelerin in vitro
gelisimi i¢in tasarlanmigtir. Siir embriyolar1 ve somatik hiicreler
serumda c¢ok sayida embriyotrofin gelistirmektedir ve bunlar da
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embriyo gelisiminde farkli gorevler tistlenmektedir (Gordon 2003,
Feugang et al. 2009). Giiniimiizde embriyo kiiltiir vasati olarak
SOF’lar en ¢ok kullanilan medyum haline gelmistir. SOF’lar ovidukt
stvisinin  biyokimyasal analizi sonucu olusturulmustur (Gordon
2003). Sigir embriyolarin kiiltiirlenmesi i¢in en yaygin ortam,
orijinal sentetik ovidukt sivisi (SOF) ortaminin varyasyonlaridir
(Tervit et al. 1972). SOF artik serumlu/serumsuz ¢ogu rutin sigir [VP
sisteminin bir pargasidir.

Hiicre sayilarindaki farkliliklara ek olarak, embriyonik
gelisim hiz1 IVC ortamlart arasinda farklilik gosterir. Belirli bir IVC
ortami iginde, daha hizli gelisen embriyolarin, hiicre sayisi,
gelisimin son agamasi ve transfer sonrasi gebelik orani temelinde
siklikla daha yiiksek kalitede oldugu aciktir (Hasler & Barfield,
2021). Basarili bir embriyo kiiltiir vasati hazirlayabilmek i¢in, in
vivo ovidukt biyokimyasinin iyi analiz edilerek taklit edilmesi ve
bazi parametreler i¢cin optimum sartlarin saglanmasi gerekmektedir.
In vivo ortamda ovidukt s1vis1 yaklasik 245-290 mOsm / kg arasinda
osmolariteye sahip ve pH’s1 7,2-7,6 arasinda oldugu bildirilmektedir.
Ayni zamanda ovidukt sivisinda Na®, Ca*’, Mg’+ ve CI
konsantrasyonlar1 diisiikken, K ve bikarbonat (HCO3™ ) seviyeleri
yiiksektir. [n vitro ortamda enerji kaynag1 olarak erken embriyonal
gelisim doneminde laktat, pirlivat ve glutamin tercih edilirken
morula asamasindan sonra ise glikoz tercih edilmektedir. Kiiltiir
sistemlerinde  protein kaynagi olarak ise aminoasit ve
makromolekiiller kullanilmaktadir (Kaymaz, 2012).

Embriyonun ovidukttan uterusa kadar olan gdcilinde ortama
bagli meydana gelen degisiklikler, bilim insanlar1 tarafindan
arastirma konusu olmus ve bu ortam degisimine bagh olarak in vitro
siral1 sistemler gelistirmislerdir. /n vivo zigotlarin gelisimin ilk 6
veya 7 giinii boyunca yumurta kanallarindan asag1 ve uterusa dogru
hareket ederken karsilagtiklar1 fizyolojik degisiklikleri taklit etme
girisimine dayanir. SOF tabanl kiiltlir, IVC siiresi boyunca bir
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besiyeri formiilasyonu veya kiiltiir periyodunun belirli noktalarinda
besiyeri formiilasyonunun degistigi iki veya ii¢ adimli "siral" bir
sistem igerebilir. Erken embriyonik gelisim sirasinda sigir
embriyolar1 i¢in optimal glikoz seviyelerinin diisiik, yaklasik 0,5
mmol/L olmas1 gerektigi iyi bilinmektedir. Bununla birlikte, geg
morula agsamasina ulasildiginda, daha yiiksek glikoz seviyeleri arzu
edilir ve cogu embriyo transfer ortami yaklasik 2.0 mmol/L glikoz
icerir (Hasler & Barfield, 2021). Sigir embriyolar1 morula
doneminden Onceki boliinme asamalarinda enerji ihtiyaglarini
ozellikle piriivat ve laktattan saglarken, morula doneminden sonra
glukoza gereksinim duymaktadirlar. Buna ek olarak sitratin in vitro
kiiltlir asamasinda miyoinositol ile kullanildigi durumlarda sigir
embriyo gelisimine yiliksek oranda destek oldugu bildirilmektedir
(Jacobsen et al. 1999).

Mevcut yetersiz [VP embriyo gelistirme mikro ortamini telafi
etmek icin farkl stratejiler kullanilmistir. En popiiler stratejilerden
biri, fetal bovine serum (FBS), serum replasmanlar1 veya bovine
serum albiimin (BSA) gibi takviyelerin eklenmesini igerir. Belirli
konsantrasyonlarin (>%35 v/v) tizerindeki FBS, embriyo iiretimini
tyilestirebilir, ancak kriyotoleransi tehlikeye atmakla (Rizos et al.
2003) ve LOS'yi tetiklemekle (Lazzari et al. 2002)
iliskilendirilmistir.

IVC kosullari, son yillarda, esas olarak besiyeri
formiilasyonlarinin ayarlanmasiyla iyilestirilmistir. Kiiltlir kosullart
embriyo gelisimi, kalitesini ve kriyotoleransi etkilemektedir (Rizos
et al. 2008). Bununla birlikte, cogu kiiltiir sisteminde %30'dan fazla
blastosist olusumu elde edilebilirken, kisa siirede miktarin her zaman
kaliteyle eslesmedigi ortaya ¢ikti (Lonergan et al. 2006; Niemann &
Wrenzycki 2000; Wrenzycki et al. 2005, 2007) ve Serum takviyesi,
degisen embriyonik ve fetal biiylime, sapkin embriyonik ve fetal gen
ekspresyon paternleri ve yiiksek perinatal kayiplar ile karakterize
edilen iri buzag1 sendromunun (LOS) ana nedensel faktorlerinden
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biri olarak embriyo/fetal gelisim i¢in zararliydi (Young et al. 1998;
Lazzari et al. 2002). Genis bir saha ¢alismasi, hiicresiz ve serumsuz
SOF ortamindaki in vitro kiiltiir ile LOS insidansinin biiyiik 6l¢iide
azaldigini gostermistir (Van Wagtendonk-de Leeuw et al. 2000).

FBS diisiik konsantrasyonlarda bile (<%3 v/v) kiiltiiriin 4.
giinlinden 5. giliniine kadar embriyo gelisimini uyariyor gibi
goriinmektedir (Thompson et al. 1998; Holm et al. 1999).

Ayrica, patojenleri yayma riskinden dolayr hayvan bazli
serum igeren ortamlarda kiiltiirlenen embriyolarin ithalati/ihracina
iliskin diizenleyici kisitlamalara vurgu yapilmasi, serumu IVP
ortamindan ¢ikarma istegini artirmistir (Ferré et al. 2020).

SOF ortaminin glutamin, sitrat ve esansiyel olmayan amino
asitlerle (Holm et al. 1999; Keskintepe et al. 1995) ve BSA'nin
polivinil alkol ile degistirilmesiyle (Keskintepe & Brackett 1996)
gelistirilen tamamen tanimlanmis medyum ortamidir. Danimarkali
sirket EmbryoTrans Biotech ApS (Haslev, Danimarka), [IVM'den
IVF ve IVD'ye, blastosist asamasina kadar tiim adimlarin serumsuz
ortamda gerceklestirildigi sentetik serum ikameli eksiksiz bir IVP
ortami portfoyii gelistirdi. Bununla birlikte, gelecekte degisebilecek
bir husus, IVP elde etmek i¢in 6rnegin mikroakiskanlar veya bir
kapstilleme teknolojisi kullanarak in vivo ortami daha iyi taklit
ederek IVP siirecinin otomasyonu ve minyatiirlestirilmesidir
(Wheeler et al. 2007; Blockeel et al. 2009).

Embriyo Degerlendirme

IVC ortammma alinan embriyolarin  morfolojisinin
degerlendirilmesi, transferden 6nce canli embriyolarin segilmesi i¢in
tercih edilen yontem olmaya devam etmektedir. Bir embriyonun
kalitesinin nihai testi, bir aliciya transfer edildikten sonra canli ve
saglikli yavrular iiretme yetenegidir. Son yillarda embriyonun
morfolojisi, ultra striiktiir yapisi, kriyotoleransi ve gen yapist iizerine

yapilan caligmalar artmisti. Embriyo kalitesini etkileyen birgok
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faktor bulunmaktadir. Blastosistin rengi, kompaktlig1 ve hatch olma
asamasindaki  biiyiikligli  kalitesi iizerine etkilidir. ~ Sigir
embriyolarindaki anormal kromozom dagilimi veya kromozomal
bozukluklart mevcut kullanilan morfolojik yontemlerle tespit etmek
mimkiin degildir. Ancak zigot asamasinda iken ultra santrifiijleme
veya multifoton lazer mikroskobu ile genetik analiz
yapilabilmektedir. Bir diger secenek olarak biyopsi yonteminden
yararlanilir. Preimplantasyon donemde embriyonun yasama
kabiliyetini en ¢ok normal bir morfoloji, hizli boliinme orani ve
embriyodan salinan erken gebelik faktorleri (EPF, sitokinler ve
luteotrofik faktorler) etkilemektedir. Bu faktorler ovumun taginmasi
ve aktivitesi lizerine dogrudan etkilidir (Makarevich, 2012).

Sigirlarda embriyolarin kalitesinin degerlendirilmesi i¢in
50X veya 100X lik biiyiitme ile mikroskopta farkli perspektiflerden
inceleme yapilmaktadir. Sigir embriyosunun biiyiikligii 150 ile 190
pum arasinda degismektedir. Embriyonun genel olarak capi 1 hiicreli
asama ile blastosist asamasi arasinda hemen hemen aynidir. En 1yi
kalite degerlendirme ovulasyondan hemen sonraki giinlerde
olmaktadir. Ideal embriyonun; kompakt ve kiiresel, perivitellin
boslugu net ayirt edilebilen, sitoplazmasinda graniil ve vezikiil
icermeyen, renk dagilimi esit olan ve zona pellusidasinin iiniform
olmas1 istenmektedir (B6 & Mapletoft, 2018).

Embriyolarin morfolojileri degerlendirilirken baz1 kriterlere
onem verilmektedir. Bu kriterler;

1. Hiicresel fragmentlerin varligi ya da yoklugu; erken
embriyonal gelisim doneminde degerlendirilmesi kolaydir. Ilerleyen
asamalarda degerlendirme daha zor olmaktadir. Hiicreler zona
pellusidaya dayanmakta ve perivitellin aralik gériilememektedir. Bu
nedenlerden dolay1 degerlendirme olduk¢a zor olmaktadir.

2. Kompaklasma derecesi; genellikle morulanin dig
cevresinin yuvarlakligi ve keskinligi degerlendirilmektedir.



3. Blastomerin renk ve dokusu; a¢iktan koyuya kadar degisir.
Bu degisime bircok faktor etkilidir. IVF’de elde edilen embriyolarin
rengi in vivo yoldan elde edilen embriyolara gore daha koyu
olmaktadir.

4. Diizensiz bdliinme; zamanla senkronize olmayan

boliinmeler nedeniyle olusmaktadir (Makarevich, 2012)

Tablo 4. Embriyonun gelisim asamalarinin tanimlanmasi

" Kalite Kalite
Kod Asama Morfolojik Tamimlama Kodu | Tammlama
. Fertilize olmayan tek hiicre Miikemmel,
1 1 Hiicre (UFO) 1 iyi
2 2—12 Hiicre 2—12 blastomerli asama 2 Orta
3 Erken 16-32 blastomerli, kompakt 3 Zayif / Vasat
Morula olmayan
4 Morula 3%—64 kilasto.merh kompakt 4 Dejenfzr?
hiicre kiimesi veya Olii
Erken o
5 Blastosist Blastoseller <%50
6 Blastosist Blastoseller>%>50
Expanded Embriyonun buyukl.ugu
7 . artar ve zona pellusida
Blastosist . .
duvart incelir.
Zona pellusida
3 Hatched rliptiirii/par¢alanmast
Blastosist sonucu embriyo kismen
atilir,
Expanded- Embriyo tamamen atilir ve
9 Hatched bliylikligi artar, zona
Blastosist pellusida bostur.

(Makarevich, 2012).
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Her bir spermatozoon ve oosit, uygun fizyolojik kosullar
saglandiginda yeni bir canliy1 olusturma potansiyeline sahip
gametlerdir. Bu temel biyolojik prensipten hareketle gelistirilen [IVP
ve in vitro embriyo iiretimi (IVEP) teknolojileri, ilk basarili memeli
embriyosunun 1959 yilinda laboratuvar kosullarinda elde
edilmesinden giiniimiize kadar onemli bilimsel ve teknolojik
ilerlemeler kaydetmistir. Giliniimiizde IVEP, yalnizca deneysel bir
yontem olmaktan c¢ikmis, ticari sigir yetistiriciliginde embriyo
iiretiminin temel bilesenlerinden biri haline gelmistir (Hasler ve
Barfield, 2021; Viana, 2024).

Son yillarda oosit maturasyonu, fertilizasyon ve embriyo
kiiltiir  sistemlerinde gerceklestirilen iyilestirmeler sayesinde
laboratuvar ortami, embriyonun dogal gelisim ortamini daha basarili
bir sekilde taklit edebilmekte ve bunun sonucunda daha yiiksek
gelisim potansiyeline sahip embriyolar {iiretilebilmektedir. Bunun
yani sira genomik seleksiyon, cinsiyeti belirlenmis sperma
kullanimi, OPU  uygulamalari ve  gelismis  embriyo
kriyoprezervasyon tekniklerinin IVEP sistemleriyle entegre
edilmesi, 6zellikle siit ve et si8ir1 yetistiriciliginde genetik ilerleme
hizin1 O6nemli o6l¢lide artirmistir.  Vitrifikasyon ve embriyo
transferindeki gelismeler sayesinde in vitro {iretilen embriyolarin
uzun siire giivenli sekilde saklanabilmesi ve ulusal ya da uluslararasi
Olcekte taginabilmesi miimkiin olmus, bdylece ticari embriyo iiretimi
kiiresel 6lgekte daha yaygin bir uygulama haline gelmistir (Hasler ve
Barfield, 2021; Viana, 2024).

In vitro embriyo iiretim teknolojileri yalnizca iistiin genetik
ozelliklere sahip damizlik hayvanlarin ¢ogaltilmasina katki
saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda genom diizenleme, transgenik
hayvan iiretimi, somatik hiicre ¢ekirdegi transferi (SCNT), hastalik
modellerinin olusturulmas: ve biyomedikal aragtirmalar gibi ileri

biyoteknolojik uygulamalarin da temelini olusturmaktadir. Bu
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nedenle IVEP sistemlerinin basarisi, yalnizca embriyo elde
edilmesiyle degil, ayn1 zamanda embriyo kalitesinin artirilmast,
gebelik oranlarinin yiikseltilmesi ve saglikli yavru elde edilmesiyle
degerlendirilmelidir.

Bununla birlikte, laboratuvar kosullarinda gelistirilen
embriyolarin in vivo gelisim gdsteren embriyolarla esdeger biyolojik
kaliteye ulastirilmasi, kiiltiir ortamlarinin  optimize edilmesi,
epigenetik degisimlerin en aza indirilmesi ve kriyoprezervasyon
sonrasi canlilik oranlarinin artirilmasi halen arastirilmasi gereken
onemli konular arasinda yer almaktadir. Bu hedeflere ulagilabilmesi
icin embriyoloji, molekiiler biyoloji, genomik, epigenetik ve
biyoinformatik alanlarinin birlikte degerlendirildigi multidisipliner
aragtirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Sonu¢ olarak, in vitro fertilizasyon ve embriyo iiretim
teknolojileri, giiniimiiz s18ir yetistiriciliginde genetik ilerlemeyi
hizlandiran en etkili reprodiiktif biyoteknolojilerden biri olarak
kabul edilmektedir. Laboratuvar altyapisinin gii¢lendirilmesi,
standart protokollerin gelistirilmesi ve yeni biyoteknolojik
uygulamalarin IVEP sistemlerine entegrasyonu ile bu teknolojilerin
gelecekte hem hayvancilik sektoriinde hem de biyomedikal
arastirmalarda ¢ok daha genis kullanom alam1 bulacagi
ongoriilmektedir.
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BOLUM 2

AKIS SITOMETRISI VE VETERINER
REPRODUKSIYON ALANINDA KULLANIMI

'RAMAZAN ARSLAN
2 HASAN ALI CAY

3 AYHAN ATA

Giris
Sperma kalitesinin tutarli bicimde analiz edilmesi ve
fertilite potansiyelinin daha kapsamli degerlendirilebilmesi
yoniindeki gereksinimle, fertiliteyle iligkili temel spermatozoon
ozelliklerinin in vitro olarak daha ayrintili bicimde incelenmesine
olanak taniyan tekniklerin sayisinda belirgin bir artis meydana
gelmistir (Gilian et al., 2005; Del Olmo et al., 2013; Ata, 2023).
Sperma analizi yapmak kolay gibi goriinsede, dogru ve
tekrarlanabilir bir analiz elde etmek icin detaylara ve teknige
titizlikle dikkat etmek ¢ok onemlidir. Isik mikroskobu kullanilarak
yapilan geleneksel sperma analizi, ¢ogu sperma iiretim
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merkezlerinde standart analiz yontemi olmustur. Ancak, manuel
analizler 6znel olabilmekte, teknisyenler arasinda ve kendisinden
kaynakli hatalara yol acabilir. Benzer sekilde, spermatozoalarin
akrozom, membran ve DNA biitiinliigiinii degerlendirmek igin
floresan mikroskobunun kullanimi, her numuneden analiz edilen
spermatozoa sayisinin az olmasi ve kapsamli ¢ok parametreli analiz
yapamama nedeniyle olduk¢a yavas ve smirhidir (Vincent et al.,
2021). Zaman alic1 ve hataya agik geleneksel spermatozoon analiz
teknikleri, yerini giderek yayginlasan akis sitometrisine
birakmaktadir.  Akis  sitometrinin, ¢oklu  spermatozoon
parametrelerini es zamanli olarak analiz etme yetenegi, sperma
kalitesinin degerlendirilmesinde yenilik¢i yaklasimlar sunmaktadir.
Bu yaklagimlar, spermatozoon fonksiyonelliginin daha kapsamli
anlagilmasi i¢in farkli testlerin entegrasyonunu hedeflemektedir.
(Petrunkina et al., 2007). Akis sitometrisinin sperma Kkalite
parametrelerinin objektif, gilivenilir ve tekrarlanabilir sekilde
degerlendirilmesine olanak saglayarak, ticari sperma iiretim
merkezlerinde yliksek kaliteli ejakiilatlarin se¢imi siirecinde etkin
bir karar destek araci olarak kullanilabilecegini gostermektedir
(DeJarnette et al., 2022). Akis sitometrisi ve bilgisayar destekli
sperma analiz (BDSA) sistemleri nesnel oOlciimleri, subjektif
Olgtimlere kiyasla her zaman dol verimi ile daha yiiksek korelasyon
gbstermemis olsa da, nesnel 6l¢iimlerin kendi aralarinda ¢ok daha
giiclii bir korelasyon sergiledigi belirlenmistir. Nesnel ol¢timler
arasindaki bu yiiksek korelasyon, bireysel sperma numunelerinin
saklanip saklanmayacagina iliskin karar siirecinde daha yiiksek
tutarlilik saglamaktadir. Ayrica, farkli laboratuvar teknisyenlerinin
nesnel Olclimlerle benzer sperma kalite tahminlerine ulasma
tutarliligi, subjektif Olgiimlere kiyasla c¢ok daha yiiksektir
(DeJarnette et al.,, 2022). Akis sitometrisi kullanilarak
spermatozoalarin ¢esitli fonksiyonel ozellikleri tespit edilebilir.
Bunlar arasinda spermatozoon plazma membran 6l¢timleri, akrozom

biitiinliigli, mitokondriyal membran potansiyeli (MMP), reaktif
--50--



oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS), Deoksiriboz
niikleik asit (DNA) hasari, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin
belirlenmesi ve kromozomlardan cinsiyet ayrimi sayilabilir (Givan,
2001; Love, 2018; Chavez et al., 2018).

Genel Bilgiler

Akas Sitometrisinin Tarihcesi

Veteriner androlojide sitometrik uygulamalarin gelisimi,
diger yasam bilimlerinde ve hatta veteriner hekimligin diger
uzmanlik alanlarinda sitometrik teknolojinin ilerlemesine kiyasla
ciddi sekilde gecikmistir (Petrunkina ve Harrison, 2011). Siv1 akis
icerisinde hiicrelerin tek sira halinde dizilerek analiz edilmesi
ilkesini temel alan yontem, hiicre sayiminda kullanilmak iizere ilk
olarak Moldavan tarafindan 24 Agustos 1934’te Montreal’de
tanimlanmistir (Moldavan, 1934). Otomatik hiicre sayimi i¢in dncii
calismalar Andrew Moldavan tarafindan kirmizi kan hiicreleri
izerinde gergeklestirilmistir (Brito et al., 2016).

1945 yilinda Coulter, iletkenlikteki degisimleri kullanarak
olaylarin sayilmasini ve hiicre boyutlarinin 6l¢iilmesini miimkiin
kilan bir yontem gelistirmistir. Bu ilk sistemde, hiicreler ¢ok ince bir
kapillerden tek tek gecerken bir 151k demetini kesmekte, 151k sonme
say1sl ise hiicre sayisina karsilik gelmekteydi. Ancak bu teknik, sik
stk tikanmalara yol agmaktaydi. 1949 yilinda Coulter, dis akis s1visi
ile hiicre siispansiyonunun iyonik oOzellik gostermesi ve lipit
membranla cevrili hiicrelerin tuzlu siviya kiyasla zayif iletkenler
olmast  gerceginden yola ¢ikarak, elektriksel empedans
degisimlerinin biiyiikliigiiyle orantili olarak hiicre hacmini tuzlu su
slispansiyonlarinda yiiksek hassasiyetle 6l¢cmeyi basarmistir. Coulter
tarafindan gelistirilen bu sistem, zamanla hiicre analiz cihazina
(Coulter counter) evrilmis ve kan hiicresi sayimi amaciyla klinik
laboratuvarlarda hizla benimsenmistir (Brecher et al., 1956; Mattern
et al., 1957). Tarihte ilk " akis (flow) " sitometri cihazt Wallace H.
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Coulter tarafindan ‘High speed automatic blood cell counter and cell
size analyzer’ basligiyla 1956 yilinda yayilanmistir (Coulter, 1957).
1965’te Mack Fulwyler, hiicreleri boyutlarina gdre ayirabilen ilk
flow sitometri cihazini icat etti (Silveira, 2015). 1968’ de Wolfgang
Gohde, floresan temelli ilk flow sitometri sistemini tanitti (Dittrich
& Gohde, 1969). Dalak hiicresi tizerinden 1970’lerde Len
Herzenberg, floresanla aktive edilen hiicre ayiric1 (FAHA) sistemini
gelistirerek, akis sitometrinin hiicre alt gruplarin1 ayirmada
kullanilmasini sagladi (Julius et al., 1972).

Akis Sitometrisi Calisma Prensibi

Akis sitometrisi sistemi disaridan bakildiginda, hiicreleri
analiz eden bir akis sitometri cihazi, cihazin akigskanlar sistemini
olusturan siviy1 depo eden ve kullanildiktan sonra toplandig: atik
deposu ve akis sitometrisinin analizini elektronik ortama aktarildig:
bir bilgisayardan olusmaktadir. Sekil 1.” de akis sitometrisi ve dis
akis s1vist deposu ve atik deposu gosterilmistir.

Sekil 1. Akis sitometrisi, dis akis sivisi deposu ve atik deposu.

(Arslan, 2025, Yayinlanmamug veri)
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Akis sitometrileri, akigkanlar, optik ve elektronik olmak
iizere li¢ sistemden olusur (McKinnon, 2018). Hiicre siispansiyonu
tamponlu bir ¢ozelti i¢inde boru seklindeki bir sistemden akar, belirli
noktalarda lazer (veya bazi eski cihazlarda civa ark lambasi) 15181na
maruz kalir. Gegen her parcacik sayilir ve goriiniir 1s1k sacilimi ve
birden fazla floresan parametresi agisindan analiz edilir. Hiicrelerden
kaydedilen yansimalar dijitallestirilir ve bilgisayar tarafindan
islenerek anlasilir sonuglar elde edilir. Bu sekilde, akis sitometrisi,
tek tek spermatozoalarla iligkili c¢oklu florokromlar tarafindan
yapilan igaretlemeyi algilar, boylece birden fazla spermatozoon
ozelligi ayn1 anda degerlendirilebilir (Hulett et al., 1969; Hossain et
al., 2011). Sekil. 2.” de akis sitometri sisteminin c¢aligmasinin
sematize edilmis hali gosterilmistir.

Sekil. 2. Akis sitometri sisteminin ¢alismasinin sematize edilmis
goriintiisii. SSC:Yan Sagilim FSC:Ileri Sa¢ilim PMT: Fotomultipler

tup

Akis Sistem

Elektronik Sistem

Ik Kaynagi Lens

Optik
Sistem

Aynalar —|

Dedektor @

Elektronik Sistem

(Hamnett, 2024, Boster Bio)
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Akiskanlar Sistemi

Akis sitometrisinin temel prensiplerinden biri, tek tek
olacak sekilde partikiillerin 6zelliklerinin  Slgiilebilmesidir.
Incelenen numune akis sitometrisine girdiginde, partikiiller 6rnek
hattinin ii¢ boyutlu hacminde rastgele dagilmistir ve bu hattin ¢ap1
cogu hiicrenin ¢apindan 6énemli 6l¢iide daha biiyliktiir. Bu nedenle,
ornek akiginin, cihazin algilama sistemi tarafindan tek tek analiz
edilebilecek sekilde tek hiicrelerden olusan bir akis haline getirilmesi
gerekir. Bu siirecin diizenlenmesi ve kontrolii ise akigkanlar sistemi
tarafindan saglanir (Bio-Rad Laboratories, 2022).

Akis sitometrileri, odaklanmis bir c¢ekirdek akisi
olusturmak icin bir kilif hatt1 ve bir numune hatt1 kullanir; daralan
akis kanali, hiicreleri tek sira halinde tutar ve onlar1 sorgulama
noktasindan gegirir (Aydinlatma kaynagi), ardindan akig atik veya
ayirma modiillerine gider. D1s akis sivisi, basingl hatlar araciligiyla
cithazin merkezinde bulunan akis kismina enjekte edilen seyreltici
genellikle fosfat tamponlu salin (Phosohate Buffer Saline, PBS)’dir.
Basingl bir hava hatt1 da numune tiiplindeki askida kalan hiicreleri
akis odasina enjekte eder. Numune akisi, dis akis sivist akist igcinde
es eksenli (koaksiyel) bir akis olarak adlandirilan merkezi bir
cekirdek haline gelir; bu yapi, dis akis ile numune akis1 arasindaki
basing farkina dayanir (Macey, 2010). Sekil. 3.’de akis sitometrisinin
akigkanlar sistematiginin sematize edilmis goriintiisii gosterilmistir.
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Sekil. 3. Akus sitometrisinin akiskanlar sistematiginin sematize
edilmis goriintiisii

Hava Basinci
i l» Hava AKkisi

Dis AKis Sivisi

—

Ornek AKisi

Dis Akis Sivisi Deposu

Analizi
Gerceklestirilen
Ornek Tiipii

Hiicre AKkisi

(Givan, 2001)

Pargaciklar ile lazer 1s1mm1 arasinda dogru etkilesimin
saglanmasinda kritik parametre, akiskan sistem bilesenlerinin
diizgiin ¢aligmasidir. Bu nedenle, analizi yapan kisi her zaman
akiskan sisteminin hava kabarciklarindan ve partikiil kalintilarindan
tamamen armndirilmis ve uygun sekilde basinglandirilmig
oldugundan emin olmalidir (Adan et al., 2017).

Optik Sistemi

Akis sitometrisi, lazer, mercek ve toplama optiklerini sabit
pozisyonlarda tutan bir optik platforma sahiptir (Wilkerson, 2012).
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Mercekler, lazer 1s1nin1 sekillendirmek ve odaklamak i¢in
kullanilir. Bu sirada lazer, elektronlar1 yiiksek voltajli elektrik
akimryla yiiksek enerji diizeylerine ¢ikararak 1sik iiretir. Uyarilmig
elektronlar daha diisiikk enerji diizeylerine geri dondiiklerinde,
fotonlar yani 151k pargaciklari agiga ¢ikar (Wilkerson, 2012).

Lazerler, belirli bir frekansta tek bir dalga boyunda 151k
(lazer 1s1m1) iireten ve derin ultraviyole bdlgesinden kizilotesi
bolgesine kadar genis bir spektrumda bulunabilen 151k kaynaklaridir.
Urettikleri 15181 yogunlugu genellikle milivat (mW) cinsinden ifade
edilir ve bu deger belirli bir zamanda yayilan foton miktarini yansitir.
Akis sitometrisinde kullanilan lazerler, florokromlarin se¢ilmesinde
ve tespit edilebilecek sinyallerin belirlenmesinde temel rol oynar.
Geleneksel akig sitometrilerinde en yaygin kullanilan lazer dalga
boylar1 arasinda 355 nm (ultraviyole), 405 nm (mor), 488 nm (mavi),
532 nm ve 552 nm (yesil), 561 nm (yesil-sar1) ile 640 nm (kirmiz1)
bulunmaktadr. ileri diizey ve spesifik uygulamalar i¢in farkli lazer
dalga boylar1 da cihazlara entegre edilebilmektedir (McKinnon,
2018; Bio-Rad Laboratories, 2023). Sekil 4.‘de goriintii spektrumu
gosterilmistir.

Sekil 4. Goriintii spektrumu

Yiiksek enerji Diisiik enerji

Kizilstesi

| | | |
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Goriintii spektrumu

(Bio-Rad Laboratories, 2023)

Bir partikiil ile etkilesime girdikten sonra lazer i1sminin
ekseninden genellikle 20° ac¢iya kadar sapmayla ileri yonde sagilan
151k, bir fotomultipler tiip (PMT) veya fotodiyot tarafindan toplanir
ve ileri sacilim (forward scatter, FSC) kanali olarak adlandirilir. FSC
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ol¢timi, genellikle partikiil boyutunun tahmini i¢in kullanilir. Biiyiik
partikiiller kiigiik partikiillere gore daha fazla 151k kirar. Bununla
birlikte, bu iliski 6rnek tipi, lazer dalga boyu, toplama agis1, 6rnegin
ve dis akis sivisinin kirtlma indisi gibi ¢esitli faktorlere baglidir.
Uyarma hattina (lazer 1s1mina) 90° agryla olciilen 151k, yan sagilim
(side scatter, SSC) olarak adlandirilir. SSC, bir hiicre veya partikiiliin
grantiler yapis1 ve igsel kompleksligi gibi 6zellikleri hakkinda bilgi
saglar. Ancak tipki ileri sagilim (forward scatter, FSC) gibi, bu 6l¢lim
de ¢esitli faktorlerden etkilenebilir. FSC ve SSC o6zellikleri 6rnek
tipine ve Ornek hazirlama kalitesine bagli olarak degiskenlik
gosterebilir. Bu nedenle, daha ayrintili ve glivenilir bilgi elde
edebilmek igin genellikle floresan isaretleme yOntemleri
kullanilmaktadir. FSC ve SSC degerleri her partikiil i¢in 6zgilin bir
dagilim gosterir bu nedenden dolay1 heterojen bir popiilasyondaki
farkl hiicre tiplerini ayirt edebilmek i¢in, FSC ve SSC’nin iligkili
Olctimleri birlikte kullanilabilir (Hulett et al., 1969; Givan, 2001;
Reggeti & Bienzle, 2011; Bio-Rad Laboratories, 2023).

Toplama optigi, partikiil ve lazer 1s1m1 etkilesiminden
yayilan 15181 toplamak i¢in kullanilan mercekler ile, toplanan 1s181n
belirli dalga boylarmi1 ayirmak ve uygun optik dedektorlere
yonlendirmek icin kullanilan optik aynalar ve filtreler sisteminden
olusur (Reggeti & Bienzle, 2011).

Bir dedektoriin belirli bir floresan boya i¢in 6zgilliigi,
uygun bir filtre yerlestirilerek belirlenir. Ug ana filtre tipi
bulunmaktadir. Sekil 5., Sekil 6. ve Sekil 7.”de filtreler gosterilmistir.

1- Bant Gegisli Filtreler: Dedektore yalnizca floresan
boyanin emisyon tepe noktasina yakin dar bir dalga boyu
araligindaki 15181n ulagmasina izin verir (Reggeti & Bienzle, 2011;
Thermo-Fisher, 2025).
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Sekil 5. Bant gegisli filtre goriiniimii
630/20 nm Bant Gegisli Filtre

620 — 640 nm 151k gegisi

Isik Kaynagi

(Bio-Rad Laboratories, 2023)

2- Kisa Gegisli Filtreler: Belirtilen dalga boyuna esit veya
daha kisa dalga boyundaki 15181 gecirir (Reggeti & Bienzle, 2011;
Thermo-Fisher, 2025).

Sekil 6. Kisa gecisli filtre goriintimii
575 nm Kisa Gegisli Filtre

<575 nm 151k gegisi

Isik Kaynagi
(Bio-Rad Laboratories, 2023)

3- Uzun Gegisli Filtreler: Belirtilen dalga boyuna esit veya
daha uzun dalga boyundaki 15181 gecirir (Reggeti & Bienzle, 2011;
Thermo-Fisher, 2025).
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Sekil 7. Uzun gegisli filtre goriintimii
520 nm Uzun Gegisli Filtre

>520 nm 151k gegisi

Isik Kaynagi
(Bio-Rad Laboratories, 2023)

Dikroik aynalar (veya dikroik 1s1mn ayiricilar), ayna
kaplamasina sahip uzun gecisli ve kisa gegisli filtre tiirleridir. Bu
aynalar, belirli bir dalga boyunun iizerindeki ya da altindaki 151831
gecigsine izin vermekle kalmaz, aym1 zamanda belirli dalga
boyundaki 15181 farkli bir yone yansitirlar. Filtrelerin dogru se¢imi ve
siralamasi, birden fazla floresan sinyalin eszamanli olarak tespit
edilmesini saglar. Bu dikroik aynalar, 15181n dedektorlere dogru
yonlendirilmesi ve yakalanmasi siirecinde kritik bir role sahiptir.
Cogu akis sitometrisi, yayilan 15181 algilamak i¢in ayr1 kanallar ve
dedektorler kullanir; bu dedektorlerin sayis1 kullanilan cihazin
modeline ve iireticisine bagli olarak degisir. Detektorler, uyarilmis
floroforlar tarafindan yayilan ve sagilan lazer 1s18in1 algilar ve
bunlar1  fotokurrente (fotonlardan iretilen elektrik akimi)
doniistiirerek elektronik sisteme iletir. Akis sitometrisinde en yaygin
olarak kullanilan detektorler fotodiyotlar (PD) ve fotomultipler
tipler (PMT)’dir. Son yillarda, floresan tespitinde hassasiyeti
artirmak amaciyla PMT yerine daha yiiksek verimlilik sunan ¢i1g
fotodiyotlarinin (Avalanche Photodiode; APD) kullanildigr modern
akis sitometri sistemleri gelistirilmektedir. APD, baslangicta fiber
optik telekomiinikasyonda kullanilmakla birlikte, 6zellikle 650 nm
iizerindeki uzun dalga boyu emisyonlarinin tespitinde yiiksek
hassasiyet gostermektedir (Thermo-Fisher; McKinnon, 2018; Bio-
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Rad Laboratories, 2023). PD’ler genellikle FSC tarafindan tiretilen
daha gii¢lii 151k sinyallerini algilamak i¢in kullanilirken, PMT’ler,
SSC ve floresans tarafindan iiretilen daha zayif sinyallerin tespitinde
yaygin olarak kullanilir (Reggeti & Bienzle, 2011).

Sinyal Algilama ve isleme

PMT veya PD tarafindan yakalanan 151k sinyalleri, orantilt
sayida elektrona doniistiiriilerek bir elektrik akimi olusturur. Bu
elektrik akimi yiikselticiye (amplifikatore) iletilir ve burada voltaj
darbesine (voltage pulse) doniistiiriiliir. Partikiil 151n demetinin
merkezine geldiginde, en yiliksek sacilma veya floresans miktar1 elde
edilir. Partikiil 151n demetinden ayrildiginda ise, darbenin genligi
(pulse) yeniden bazal seviyeye (baseline) doner. Dedektorler
tarafindan  baslangictaki 151k sinyalinin  elektrik  akimina
doniistiiriilmesinden sonra, analog bir nicelik olarak 6l¢iilen analog
sinyal {retilir. Bu elektrik akimi daha sonra iki tip yiikseltici
(amplifikator) tarafindan gii¢lendirilir: dogrusal (linear) ve
logaritmik (logarithmic) amplifikatorler. Elde edilen analog sinyal,
bilgisayar  tarafindan islenebilmesi i¢in analog—dijital
donitistiirticiiler araciligiyla dijital sinyale doniistlirtilmelidir. Bu
doniistimden sonra sinyaller, grafikler veya histogramlar bi¢iminde
goriintlilenebilen dijital verilere doniisiir. Her iki amplifikatorle elde
edilen veriler 6ziinde ayni olsa da, analog sinyalin dijital veriye
doniistiiriilme bi¢imine bagli olarak dagilimlar farkli goriniir.
Ayrica, dinamik aralik (dynamic range), dogrusal veya logaritmik
ylikseltme se¢imini belirleyen 6nemli bir parametredir: Dogrusal
amplifikasyon, sinirli bir dinamik aralik gerektiginde 6rnegin DNA
analizi gibi DNA iceriginde iki kat farkin ol¢iilmesi durumunda
kullanilir. Buna karsilik, logaritmik amplifikasyon, ¢cok daha genis
bir dinamik aralik gerektiginde Ornegin ylizey belirteci
ekspresyonunun (100-10.000 kat arasi) analizinde tercih edilir
(Snow, 2004). Kanal isimlendirmeleri markalara gore degismektedir.
Ornegin Cytoflex, Beckman Coulter cihazinda kanallar boya isimleri
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ile (FITC, PE, ECD, PC5.5, PC7, APC, APC-A700, APC-A750,
PB450, KOS525, Violet610, Violet 660, Violet 780)
isimlendirilirken, BIO-RAD markasinda FL1, FL2 ve FL3 gibi
isimlendirilmektedir ~ (Beckman  Coulter, 2015; Bio-Rad
Laboratories, 2023. Sekil 8.’de Cytoflex cihazinda kullanilan
kanallar verilmistir. Tablo 1.’de Cytoflex cihazinda kullanilan lazer,
floresan kanal, kanal ismi ve yaygin kullanilan floresan boyalari
verilmistir.

Sekil 8. Cytoflex cihazi kanal isimlendirmesi

Set Channel - Tube3 2

Use | Channel Label
FITC

PE

ECD

PC5.5

pPC7

APC
APC-AT00
APC-ATS0
PBE450
KO525
Violets10
Violetb60
Violet780

e A e A M

(Beckman Coulter, 2015)
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Tablo 1. Cytoflex cihazinda kullanilan lazer, floresan kanal, kanal
ismi ve yaygin kullanilan floresan boyalar BP: Bant Gegisli Filtre

Lazer Floresan Kanal | Cytoflex Yaygin Kullanilan
Kanal Ismi Floresan Boyalar

450/45 BP PB450 Pacific Blue™, V450,
eFluor™ 450, BV421

525/40 BP KO525 Krome Orange, AmCyan,
V500, BV510
610/20 BP Violet610 BV605, Qdot® 605

Violet660 BV650, Qdot® 655

Violet780 BV785, Qdot® 800

FITC FITC, Alexa Fluor™ 488,
CFSE, Fluo-3
PE PE, PI (Propidium lodide)
610/20 BP ECD ECD, PE-Texas Red®,
S PE-CF594, PI
PC5.5 PC5.5, PC5, PerCP,
PerCP-Cy5.5, P1
PC7 PC7
APC APC, Alexa Fluor™ 647,
eFluor™ 660
APC-A700 APC-A700, Alexa Fluor™
700

APC-A750 APC-A750, APC-Cy7,
APC-H7, APC-eFluor™
780

(Beckman Coulter, 2015)
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Floresan Boyalar

Floresan ozellikler gosteren bilesiklere genellikle floresan
problar veya boyalar denir ve fiilen "florokrom" terimi en
uygunudur. Genellikle "florokrom" ve "florofor" terimleri birbirinin
yerine kullanilir. Kesin olarak "florofor" terimi, niikleik asitler,
lipitler veya proteinler gibi biyolojik makromolekiillere kovalent
olarak veya adsorpsiyon yoluyla baglanan florokromlar1 ifade eder
(Ishikawa-Ankerhold et al., 2012). Akis sitometrisinde ‘prob’ terimi,
belirli bir molekiil sinifiyla reaksiyona girdiginde veya kompleks
olusturdugunda floresans veren ve boylece o molekiiliin nicel olarak
oOl¢iilmesini saglayan herhangi bir kimyasal i¢in kullanilan genel bir
terimdir (Givan, 2001). Bir floresan bilesik, kendine 6zgii bir dalga
boyu araliginda 1sik enerjisini sogurur. Bu 1s18in sogurulmasi,
bilesikteki bir elektronun daha yiiksek bir enerji diizeyine
yiikselmesine neden olur. Uyarilmis elektron kisa siirede temel
durumuna geri donerken, fazla enerjiyi bir 151k fotonu olarak yayar.
Bu enerji gegisi floresans olarak adlandirilir. Bir floresan bilesigin
uyarilabildigi dalga boyu araligi sogurma spektrumu (absorption
spectrum) olarak adlandirilir. Sogurma (absorption, excitation)
gecislerinde harcanan enerji, floresan gecislerinde yayilan enerjiden
daha fazla oldugundan, yayilan (emission) dalga boylari
sogurulanlardan daha uzundur. Belirli bir bilesige ait yayilan dalga
boylarinin aralig1 ise emisyon spektrumu (emission spectrum) olarak
tanimlanir (Becton, Dickinson & Company, 2002). Tablo 2.’de
Veteriner Androlojide kullanilan bazi floresan boyalarin uyarilma ve
yayma dalga boylar1 ve akis sitometrisinde hangi lazer kaynagi ile
uyarilabilecegi verilmistir.
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Tablo 2. Veteriner androlojide kullanilan bazi floresan boyalarin

uyarilma ve yayma dalga boylari, akis sitometrisindeki
uyarildiklart lazer kaynaklar

UYARILMA
gggfgﬁg\] BOYALAR ve DALGA | VE YAYMA LAZER
ETKi BOYLARI DALGA
BOYLARI
Merocyanine-540 (555/578 nm) | Yesil-Sart
Membran Yo-PRO-1 (491/509 nm) | Mavi
Stabilitesi SNARF-1 pH 6 (549/586 nm) | Yesil
SNARF-1 pH 9 (574/639 nm) | San
FITC-PNA /PSA-PI (495/519 nm) | Mavi-Yesil
Ethidium Homodimer-1 | (528/617 nm) | Mavi
7-Aminoaktinomisin D | (546/647 nm) | Mavi-Yesil
TO-PRO-3 (642/661 nm) | Uzak
YO-PRO-1 (491/509 nm) | kirmizi
LysoTracker DND-99 (577/590 nm) | Mavi
Plazma Membrani .
ve Akrozom LysoSensor Green (443/505 nm) | Yesil-
e DND189 (492/517 nm) | Kirmizi
CFDA (488/516 nm) | Mor
SYBR-14 (535/617 nm) | Mavi
PI (599/678 nm) | Mavi
DRAQ7 (508/528 nm) | Mavi
Dihydrorhodamine 123 Kirmizi
Mavi
Rhodamine 123 (511/ 534 nm) | Mavi
JC-1 (515/530 nm) | Mavi
IC-9 (514/585 nm) | Mavi
MitoTracker Deep Red | (644/665 nm) | Kirmizi
FM (581/644 nm) | Yesil-
Mgkl M%toTracker Red FM (490/516 nm) Klrmlzl
Membran MﬁoTracker Green FM | (579/599 nm) Mav¥ '
ety MitoTracker CMX-Ros | (638/658 nm) | Mavi-Yesil
MitoProbe DiIC1(5) (484/501 nm) | Yesil-
DiOC6(3) (552/574 nm) | Kirmizi
TMRE (522/578 nm) | Mavi
Tetramethylrhodamine Mavi-Yesil
Mavi -
Yesil
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MITOSOX Red (396/610 nm) | Mor
MITOSOX Green (488/510 nm) | Mavi
CellROX Deep Red (644/665 nm) | Kirmiz1
CellROX Green (485/520 nm) | Mavi
CellROX Orange (545/565 nm) | Mavi-Yesil
Oksidatif Stres H2DCFDA (492/517 nm) | Mavi
Lipid DAF-2 DA (495/515nm) | Mavi
Peroksidasyon DAF-FM DA (495/515nm) | Mavi
5-IAF (494/518 nm) | Mavi
Alexa Fluor 488 (490/520 nm) | Mavi
BODIPY FL (502/511 nm) | Mavi
BODIPY Cl11 (581/591 nm) | Yesil
roGFP (490/511 nm) Mavi
s CellTrace 405/450 nm Mor
ke Calcein AM %494/ 517 nm; Mavi
TUNEL (tdTomato) (554/581 nm) | Mavi-yesil
COMET(Etidyum (301/603 nm) | Ultraviyole
bromiir)
Kromatin/DNA SCSA (Akridin (490/520 nm) | Mavi
Biitiinliigi Turuncu)
DAPI (350/470 nm) | Ultraviyole
Hoechst 33342 (350/461 nm) | Ultraviyole
Hoechst 33258 (352/454 nm) | Ultraviyole
Alexa Fluor 488 (490/525 nm) | Mavi
Annexin-V (485/535nm) | Mavi
YO-PRO-1 (491/506 nm) | Mavi
SNARF-1 pH 6 (549/586 nm) | Yesil
Apoptozis SNARF-1 pH 9 (574/639 nm) | Sar
SYTO 16 Green (494/525 nm) | Mavi
(RNA/DNA)
FLICA 660 (660/685 nm) | Kirmizi
FAM-VAD-FMK (493/517 nm) | Mavi
Surfaktan Protein | ¢y 48811850 (493/522nm) | Mavi
Merocyanine-540 (555/578 nm) | Yesil-Sar1
BCECF AM (503/524 nm) | Mavi
Indo-1 AM (349/482 nm) | Ultraviyole
Kapasitasyon Fluo-3 AM (504/ 526 nm) | Mavi
Durumunun Fluo-4 AM (495/528 nm) | Mavi
Degerlendirilmesi | Rhod-5N-AM (540/590 nm) | Yesil-Sar1
Fura-2 (368/510 nm) | Ultraviyole
eFluor 506 (419/508 nm) | Mor
eFluor 660 (651/668 nm) | Kirmizi
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Veteriner Androlojide Akis Sitometrisinin Kullanimi

Spermatozoonun membran  fonksiyonlari, akrozomal
biitiinliigli, DNA yapisi, kapasitasyon silireci ve mitokondriyal
aktivitesi hakkinda 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir. Bu yapilarin
oldukc¢a karmasik mekanizmalarla iligkili oldugu ortaya konmustur.
BDSA, floresan mikroskobu ve akis sitometrisi gibi ileri
teknolojilerin kullanimina dayanan modern boyama yontemleri,
spermatozoonun daha once smirli bigimde tanimlanabilen veya
tespit edilemeyen yapisal ve fonksiyonel bozukluklarinin
belirlenmesine olanak saglamaktadir. Bu gelismeler, fertiliteyle
iligkili ~ spermatozoon hasarlarin daha giivenilir bigimde
degerlendirilmesine ve spermanin in vivo dollenme potansiyelinin
daha dogru tahmin edilmesine katki sunmaktadir. Ayrica bu
parametrelerin in vivo dol verimiyle olan korelasyonlarinin
belirlenmesi, fertiliteye yansimalarinin daha dogru sekilde
degerlendirilmesi, tireme toksikolojisi alaninda ¢evresel ve terapotik
maruziyetlerin etkilerini incelemek i¢in degerli bir kaynaktir
(Cordelli et al., 2005; Inang, 2016; Ata et al., 2023).

Florokromlara konjuge edilmis bilesiklerin kullanimi ile
plazma membrani, DNA ve kromatin biitiinliigli, akrozom
bitlinliigli, kapasitasyon durumu, mitokondriyal aktivite,
kromozomlardan cinsiyet ayrimi, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin
belirlenmesi ve oksidatif stresin arastirilmasini miimkiin kilmistir
(Givan, 2001; Chavez et al., 2018; de Lima Rosa et al., 2023).

Spermatozoon Akrozom Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Spermatozoon aktivitesi ve akrozom yapisinin biitiinligi,
oositin  dollenme  basarisini  dogrudan  etkileyen  Onemli
faktorlerdendir (Kowalczyk et al., 2020). Akrozomal durumun
degerlendirilmesi, genellikle akrozomal ligandlar1 taniyan bitki
kokenli lektinlerin kullanimiyla gerceklestirilir. Bu amagla en sik
tercih edilen lektinler Pisum sativum agglutinin (PSA) ve Arachis
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hypogaea agglutinin (PNA) olup, genellikle fluorescein
izotiyosiyanat (FITC) ile konjuge edilir. Bu konjugasyon,
florokromlarin  tiim akis sitometre sistemlerinde kolaylikla
kullanilabilmesini saglar (Vincent et al., 2021). Yumurta saris1 igeren
sulandiricilarla  dondurulmus  spermanin  analizinde  sorun
olusturabilir ve spermatozoonlarin akrozomal biitiinliigliniin yanlis
degerlendirilmesine neden olabilir. PNA, dis akrozomal membranda
yer alan galaktoz rezidiilerine baglanan bir lektindir ve akim
sitometrisi ile akrozomal membran biitlinliigiiniin
degerlendirilmesinde en yaygin kullanilan belirteglerden biridir.
(Carvalho et al.,, 2010; Yi et al., 2012). PNA, dis akrozomal
membranla iligkili B-galaktoz pargalarina baglanir ve akrozomal
bolgeyle smirli bir boyanma gosterir. Bu nedenle, PSA’ya kiyasla
daha yiiksek spesifiklik gosterdiginden akrozomal biitiinliigiin
degerlendirilmesinde daha sik tercih edilir (Carver et al., 1997).
PSA-FITC, akrozomal matrikste bulunan mannoz ve galaktoz
kalintilarina 6zgiil olarak baglanmaktadir. PSA, saglam akrozomal
membrant  gegemedigi i¢in yalnmizca akrozom reaksiyonu
gergeklesmis  veya akrozomal membrant hasar  gOrmiis
spermatozoonlar1 boyar (Maxwell et al. 1996; Januskauskas et al.,
1999; Nagy et al. 2003). Plazma membran1 ve dis akrozomal
membran hasar gordiigiinde lektinlerin akrozomal karbonhidrat
molekiilleriyle etkilesimi miimkiin hale gelir. Bu nedenle, lektin
temelli boyama yontemleri yalnizca yapisal biitiinliigii degerlendirir;
dollenme siirecinde iglevsel olarak rol oynayan molekiiller hakkinda
dogrudan bilgi saglamaz (Graham et al., 1990). Akrozomal ve
plazma membran biitiinliigiiniin es zamanli degerlendirilmesi
amaciyla, PNA-FITC/ propidium iodide (PI) ve PSA-FITC/PI
protokolleri bir¢ok caligmada basarili sekilde kullanilmistir (Boe-
Hansen & Satake, 2019). Ayrica, insan spermatozoasinda akrozom
durumunun belirlenmesi amaciyla 46. Baskalasim Kiimesi (Cluster
of differentiation 46, CD46) antikoruna bagli FITC-konjuge kegi

anti-fare immiinoglobiilini kullanilabilmektedir (BD Pharmingen™,
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Ticari kodu 555988) (Carver-Ward et al., 1994). Sekil 10.’da fare
spermatozoonunun FITC-PNA floresan boya ile boyanmasinin
floresan mikroskop altindaki goriintiisii, sekil 9.’de FITC-PNA
boyasinin ¢alisma mekanizmasinin sematize edilmis goriintlisli ve
sekil 11.”de akis sitometrisi degerlendirme goriintiisii verilmistir.

Sekil 9. FITC-PNA, floresan boyasinin baglanmasinin sematize
edilmis goriiniitiisti

Akrozom

Dig Akrozom
Plazma——— Zarn

2 ic Akrozom

Zar

1. Canlilik boyasi 6lii 3. FITC PNA ile 4. Baglanmamig FITC PNA
hiicreleri belirler inkiibasyon yikama ile uzaklagtinilch
5 o+ Zann saglam
‘ S0e 0 oldug‘:xsyerde
. . ¥ yuksek
e, - % Eg baglanma
o o
= . N
; e e
" oo S e s
Canli hiicreler Olii hiicreler LY o | =
boyanmaz kirmizi boyanir SN A%
2. Spermatozoon plazma
zar gegirgenlestirildi A Zarin hasarli
RERLL SEGP R0 oldugu yerde
P LY - az veya hi¢
/ o 55 LR baglanma
Gegirgenlestirme, " \

FITC PNAnIn_—*
ic zarlara

erigmesini
saglar

Hasarli
akrozom

(Breeding Diagnostic, 2025)
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Sekil 10. Fare spermatozoonun FITC-PNA floresan boya ile
boyanmasinin floresan mikroskop altindaki gériintiisii

(A) Akrozomu saglam spermatozoon

(B) Akrozomu saglam olmayan spermatozoon

(Arslan, 2025, Yayinlanmamus veri)

Sekil. 11. Spermatozoon plazma membran/akrozom hasarinin akis
sitometri olarak degerlendirilmesi

PNA+PI: TARGET POP.
FITC- Pl +(%17,27) FITC + Pl +{%55,74)

108

10t

10°

Pl
10°

10'

ool voopunl voepud ovoml 3ol 3o

FITC - P1-(%26,57) FITC + PI-{%0,42)

0 104 10%
PNAFITC-A

(Donmez, 2023)
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Spermatozoon Plazma Membran Biitiinliigiiniin
Degerlendirilmesi

Plazma membraninin biitiinligli ve secici gecirgenligi,
hiicrelerin hayatta kalabilmesi i¢in temel bir gerekliliktir (Cabrita et
al., 2010). Spermatozoon plazma zari, hiicreyi dis etkenlere karsi
koruyan ve fizyolojik zorluklara yanit verme yetenegi kazandiran
kritik bir yapidir. Ayrica, spermatozoon kapasitasyon siirecinde,
oosit ile etkilesim ve fertilizasyon olaylarinda 6nemli bir rol oynar
(Tapia et al., 2012). Hiicre 6liimii gergeklesti§inde plazma zarinin
bitiinliigli hizla kaybolur, ancak spermatozoon oliimiiniin diger
bicimlerinde zar yapisinda daha ince degisiklikler meydana gelir.
Spermatozoon biyolojisinde canliligin belirlenmesi i¢in geleneksel
yontemler arasinda zar gegirgenligine dayali canlilik testleri yer
almaktadir. Bu testlerde, plazma zarin1 gegen DNA baglayici boya
SYBR-14 ile plazma zarindan gecemeyen DNA baglayici boya PI
kombinasyonu yaygin bicimde kullanilmakta olup, spermatozoonun
canliliginin degerlendirilmesi i¢in kit olarak da pazarlanmaktadir.
Ozellikle 1990’1 yillarin baslarinda tanitilmasindan sonra, bu
yontem veterinerlik alaninda biiylik popiilerlik kazanmistir. Bu
kombinasyon, o donemde androloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilan tek lazerli (mavi) akis sitometrileri i¢in oldukca uygun bir
yaklasim oldugu belirtilmistir (Pefia & Rodriguez-Martinez, 2023).
Sekil 13.’de fare spermatozonunun SYBR-14/PI ile boyanmis
goriintiisti  verilmistir. Sadece Olii spermatozoalari boyayan
bisbenzimidazol Hoechst 33258 boyasi canlilik
degerlendirilmesinde kullanilmaktadir. Hoechst 33258 boyasi canli
spermatozoon hiicrelerinde gii¢lii bir floresan yansimasina neden
olmamaktadir (Garzon et al., 2007). Canlilik belirteci olarak
kullanilan bir diger boya YoPro-1, yalnizca 6lii hiicreleri degil, ayni
zamanda saglam zarlar1 da 6zel iyon kanallar1 araciligiyla gegebilir.
YoPro-1, Pannexin-1 kanallar1 izerinden hiicre i¢ine girebilmektedir
(Chekeni et al., 2010). Zar1 saglam olmasina ragmen fizyolojik
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olarak zedelenmis spermatozoalarin tanimlanmasina olanak taniyan
bu boya, apoptotik hiicrelerin saptanmasinda ve lipid
peroksidasyonu sonucu artan zar gegirgenliginin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Normal kosullarda canli spermatozoa YoPro-1
boyasii hiicre i¢ine alamadiklar1 i¢in boyanmazlar; ancak ATP
(Adenozin Tri Phosphate) tiikkenmesi sonucu bu mekanizmanin
bozulmasi, boyanin hiicre i¢inde birikmesine ve dolayisiyla
fizyolojik biitlinliigli bozulmus spermatozoa tespitine olanak saglar
(Balao da Silva et al., 2013; Pefia & Rodriguez-Martinez, 2023).
Merocyanine 540 (M540), fosfolipidlerin paketleme diizeni
azaldiginda plazma membraninin dis tek tabakasina yerlesir ve bu
Ozelligi sayesinde spermatozoon plazma membran Kkalitesinin
degerlendirilmesinde yararlanilmaktadir (Savvuldi et al., 2023).
Programlanmis hiicre 61iimii (apoptoz), spermatogenez siirecinde sik
gozlenen fizyolojik bir olaydir (Cabrita et al., 2010). Konjuge
Annexin-V FITC kullanilarak balik spermatozoalarinda apoptoz
durumu  tanimlanmistir.  Behnam et al.  (2023), sigir
spermatozoalarinda apoptotik benzeri degisikliklerin belirlenmesi
amaciyla fosfatidilserinin hiicre membraninin diginda yer
degistirmesini saptamaya yonelik Annexin-V ve PI kitini
kullanmislardir. Sekil 12.’de sematize edilmis goriintii verilmistir.

Sekil 12. Spermatozoon fosfatidilserinin hiicre membraninin disinda
ver degistirmesini saptamaya yénelik Annexin-V ve Pl'nin

baglanmasinin sematize edilmis goriintiisti
&, Annexin V baglanma
Ky e
2 2 \

Plazma Il x W f ? R ﬁ i \‘\\‘ m f
----- bram g g g [ g / g g g \\ d {
Fosfatidilserin / Alp:)::::l:k A:lu;il;_-n:‘;-e ‘V

Nucleus = —_— «; ®
Saghkh Hiicre Apoptotik Hiicre Erken Apoptotik  Geg Apoptotik

Hiicre veya Nekrotik
Hiicre

(Novus Biologicals, 2025)
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Ayrica Miiller et al. (2008), 1,6-difenil-1,3,5-heksatriyen
(DPH) florokomunu floresan anizotropisiyle oOlgiilen membran
akigkanliginin, balik spermatozoon kriyotoleransini belirleyen en
giicli aday oldugunu bildirmistir. Sadece zar biitiinligli bozulmus
spermatoozonlarin DNA’sina baglanan PI, 6lii hiicrelerin tespitinde
siklikla kullanilmaktadir (Savvuldi et al., 2023). Benzer sekilde
Bernecic et al. (2021), plazma zarinin biitiinliiglinii tahmin etmek
amaciyla 4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride (DAPI)
boyasii kullanmiglardir. Akis sitometri analizlerinde, 6lii veya zar
biitiinliigli bozulmus spermatozoa ayirt edilmesi amaciyla 7-amino-
aktinomisin-D (7-AAD) siklikla kullanilmaktadir. PI gibi, 7-AAD de
yalnizca Olii hiicrelere niifuz eder; ancak daha diisiik floresan
yogunluguna ve daha uzun emisyon dalga boyuna sahiptir (PI i¢in
610 nm’ye karsilik 670 nm). Bu iki 6zellik, ylizey antijenlerinin
FITC ve fikoeritrin ile etiketlendigi calismalarda minimal spektral
ortiisme sagladigindan, 7-AAD’yi tercih edilen bir canlilik belirteci
haline getirmektedir (Schmidt et al., 1992). Ayrica, 6lii, membran
biitliinliigi veya fonksiyonu bozulmus hiicrelerin ¢ekirdeklerini
boyayan yeni bir uzak-kirmizi (far-red) floresan canlilik boyasi olan
DRAQ7, mikroskopi ve akis sitometrisiyle hiicre sagliginin uzun
stireli izlenmesi i¢in gegerli bir belirte¢ oldugu bildirilmistir (Akagi
et al, 2013). Sekil. 13. ve sekil 14. SYBR-14/PI boyasinin
mikroskop altindaki goriintiisii ve akis sitometri degerlendirmesi
verilmistir.
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Sekil 13. SYBR-14/PI floresan boya ile boyanmis fare
spermatozoonun floresan mikroskop altindaki goriintiisii.

A: Membran biitiinliigii saglam spermatozoon

B: Membran biitiinliigii saglam olmayan spermatozoon

(Arslan, 2025, Yayinlanmamus veri)

Sekil 14. Spermatozoon olii-canli muayenesinin akis sitometrik
olarak degerlendirilmesi

SYBR-14+PI TARGET POP.

PE-A
108 10* 10° 100

10

10!

T T T lllll'] L T llllll] T ] llll"[ T
0 104 10% 108
SYBR-14 FITC-A

(Dénmez, 2023)
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Spermatozoon Mitokondriyal Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Mitokondriler, hiicre fonksiyonunda 6nemli rol oynayan ¢ok
islevli organellerdir ve mitokondriyal biyogenezin saglanabilmesi
icin ¢ekirdek ve mitokondriyal DNA arasindaki diizenlenmis
etkilesimler gereklidir (Piomboni et al.,, 2012). Oksidatif
fosforilasyon ve ATP sentezi yoluyla enerji iiretiminden sorumlu
olan mitokondriler, normal spermatooozon fonksiyonunun ve enerji
dengesinin korunmasinda hayati bir 6neme sahiptir (Ruiz-Pesini et
al., 2007). Akis sitometrisi, spermatozoon mitokondriyal
biyolojisinin ve mitokondriyal oksijen tiiketiminin
degerlendirilmesinde kullanilan teknolojiler arasinda yer almaktadir.
Spermatozoon mitokondrilerinin, son yillarda spermatozoa sagligi
ve fertilitenin  biyolojik  belirtegleri olarak 6ne  ¢iktig1
bildirilmektedir (Moraes ve Meyers, 2018). Ayrica mitokondriler,
apoptozun tetiklenmesinde gorev alan faktdrler olup spermatozoon
olgunlagmasinda da rol oynamaktadirlar (Hossain et al., 2011).
Artmis mitokondriyal aktivite, yliksek kaliteli spermatozoalarin bir
diger onemli gostergesi olarak kabul edilmektedir (Vasicek et al.,
2022). MMP’nin degerlendirilmesi karbosiyanin, rodamin ve
rozamin tlrevleri gibi spesifik katyonik florokromlar kullanilarak
gergeklestirilmektedir (Sousa et al., 2011). Rhodamine 123,
mitokondriyal  aktivitenin  izlenmesinde  kullanilan  ilk
florokromlardan biridir (Evenson et al., 1982). MitoTracker ailesine
ait floresan boyalar, o6zellikle boga spermatozoonlarinin
mitokondriyal fonksiyonelliginin degerlendirilmesinde
kullanilmakta olup, bu degerlendirme 6nemli bir parametre olarak
kabul edilmektedir (Savvuldi et al., 2023). 5,5°,6,6 -tetrachloro-
1,1°,3,3’-tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) ise,
yiksek ve diisik MMP’yi1 ayirt edebilme 6zelligiyle bilinmektedir
(Amaral & Ramalho-Santos, 2010). MMP’deki degisikliklerin
spermatozoon kapasitasyonunun birincil belirteci olup olmadigi tam
olarak acikliga kavusmamis olsa da, hareketli yaban domuzu
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spermatozoalarmin  hareketsiz olanlara goére daha yiiksek
mitokondriyal aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Guo et al.,
2017). Yiiksek membran potansiyeline sahip mitokondrilerde JC-1
mitokondriyal matrikse girerek burada birikir, J-agregatlari olusturur
ve kirmizi floresan yayilimima neden olur. Buna karsilik, diisiik
membran potansiyeline sahip mitokondrilerde JC-1 birikemez ve
sitoplazmada yesil floresan monomer formunda kalir (Vincent et al.,
2021). Pl ile birlikte Rhodamine 123, JC-1 veya MITO kullanilarak
gergeklestirilen ¢ift boyama sistemleri, metabolik olarak aktif
mitokondrilere sahip canli spermatozoalari, 6lii spermatozoalar1 ve
apoptoz siirecindeki spermatozoalart ayirt etmek amaciyla
kullanilmaktadir. Bozulmus plazma membranina sahip o6li
spermatozoalarin ¢ekirdekleri PI ile kirmizi renkte boyanirken, aktif
mitokondriye sahip spermatozoalar Rhodamine 123 veya MITO ile
yesil, JC-1 ile ise yesilden kirmizi-turuncuya kadar degisen tonlarda
floresan  yayilimi  gostermektedir. ~ Apoptoz  siirecindeki
spermatozoalarda ise bas kismi kirmizi, mitokondriyal bolge yesil
renkte gozlenmektedir (Garner et al., 1997). Ayrica 3,3'-
diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DiOC6(3)) probu da boga
spermatozoalarinin mitokondriyal durumunun degerlendirilmesinde
kullanilabilmektedir. Diisiik konsantrasyonlarda (<20 nM)
Di0C6(3), mitokondriyal membranlar aras1 boslukta spesifik olarak
birikmekte ve MMP’ye sahip hiicrelerde yesil floresan
yogunlugunda artisa yol agmaktadir (Savvuldi et al., 2023). Siyanin
boyast DilC1(5) kullanilarakta MMP analizi
gergeklestirilebilmektedir (Bucher et al., 2019). MMP’deki azalma,
soguk hasar1 ve spermatozoonun morfolojik anormallikleri ile
iliskilendirilmektedir (Petrunkine & Harrison, 2011). JC-1 ve
DRAQ7 floresan boyalarinin birlikte kullanimiyla, MMP ve
spermatozoon canlilig1 es zamanl olarak degerlendirilebilmektedir
(Gaitskell-Phillips et al., 2022). Sekil 15.’de JC-1 floresan boya ile
boyanmis boga spermatozoonunun floresan mikroskop altindaki

goriintiisii sekil 16.’da akis sitometrik degerlendirilmesi verilmistir.
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Sekil 15. JC-1 floresan boya ile boyanmis boga spermatozoonunun
floresan mikroskop altindaki goriintiisii

A: Mitokondriyal membran potansiyeli bulunmayan spermatozoon
B: Mitokondriyal membran potansiyeli bulunan spermatozoon

(Arslan, 2025, Yayinlanmamus veri)

Sekil 16. Spermatozoon mitokondrial aktivasyonun akis sitometrik
degerlendirilmesi
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Spermatozoon DNA Biitiinliigiiniin Degerlendirilmesi

Erkeklerdeki infertilite genellikle spermatozoalarda yiiksek
oranda DNA hasar1 ile iliskilidir ve bu hasar da infertilite,
embriyonik gelisim bozuklugu, yiiksek atik oram1 ve dogan
yavrularda kusur riskinin artmasi gibi ¢ok c¢esitli olumsuz klinik
sonuglarla baglantilidir (Aitken et al. 2004; Aitken & Lullis, 2010).
Spermatozoon DNA hasari, akridin turuncusu (AT) boyasi
kullanilarak akis sitometrisi ile veya alternatif olarak TUNEL teknigi
aracilifiyla rutin olarak degerlendirilmektedir (Evenson & Jost,
2000; Waterhouse et al., 2006). AT, cift sarmalli ve tek sarmalli
DNA’ya farkli bi¢gimlerde baglanarak floresan 6zelliklerinde degisim
olusturur; bu sayede DNA parcalanma indeksi (%DPI), yani
denatiire olmus tek sarmalli DNA igeren hiicrelerin toplam hiicre
sayisina orani hesaplanabilir (Savvulidi et al., 2023). Sekil 17.’de
boga spermatozoonunun akridin turuncu floresan boyasi ile
boyanmasinin floresan mikroskop altindaki goriintiisii verilmistir.
Spermatozoon Kromatin Yapist Testi (Sperm Chromatin Structure
Assay, SCSA), AT boyasmin akis sitometrisi ile tespit edilen
metakromatik Ozelliklerinden yararlanarak, memeli spermatozoon
cekirdegi DNA’sinin  asit kaynakli hiicre i¢i denatiirasyona
duyarliligin 6l¢gmek icin yaygin bi¢imde kullanilan bir yontemdir
(Cabrita et al., 2010). DNA biitiinliigiindeki bozulmalarin, gebelik
sliresinin uzamast ve dogal gebelik olasiliginin diigmesiyle yakindan
iligkili oldugu bildirilmektedir (Giwercman et al., 2010; Spano et al.,
2000). Cozliim sonras1 spermatozoon canliligi ve DNA biitlinliigi,
sperma kalitesinin degerlendirilmesinde vazgeg¢ilmez parametreler
olarak kabul edilir. Bununla birlikte, bu 6zellikler farkli hiicre alt
popiilasyonlarinda ayn1  dlizeyde varyans gdstermeyebilir;
dolayistyla, spermatozoonlarin kriyo-direnci ve fertilite kapasitesi
hakkinda tamamlayici bilgiler saglar (Odinius et al., 2024). Her ne
kadar spermatozoon DNA hasarindaki artig genellikle kii¢iik bir fark
olarak goriinse de DPI, “buzdaginin goriinen kismi” etkisi olarak
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tanimlanmakta ve spermatozoon fonksiyonundaki daha derin
bozulmalarin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Evenson
& Wixon, 2006). Sekil 18.’de spermatozoa DNA biitiinliigiiniin akis
sitometrik degerlendirilmesi verilmistir.

Sekil 17. Boga spermatozoonunun akridin turuncu floresan boyasi
ile boyanmasinmin floresan mikroskop altindaki gériintiisii A:
Normal DNA'ya sahip spermatozoon

B: Hasarli DNA'ya sahip spermatozoon

(Khaki et al., 2013)

Sekil 18. Spermatozoon DNA biitiinliigiiniin akis sitometrisinde

degerlendirilmesi
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Spermatozoon Oksidatif Stres ve Lipit Peroksidasyonunun
Degerlendirilmesi

Spermatozoon mitokondriyal biyolojisine ve seminal plazma
ile spermatozoon etkilesimlerine olan ilginin artmasiyla birlikte,
spermadaki ROS varlig1 ve etkilerinin belirlenmesi gerekmektedir
(Boe-Hansen & Satake, 2019). Lipid peroksidasyonu, oksidatif
stresin bir sonucu olup, birbirine yakin peroksidasyon triinlerinin
olustugu bir zincir reaksiyonudur. Spesifik fosfolipitlerin ig
membrandan dis membrana yer degistirmesinin tanimlanmasi,
apoptotik hiicrelerin saptanmasi igin klasik bir testtir. Normal
kosullar altinda, fosfatidilserin ve fosfatidiletanolamin hiicre zarinin
i¢ tabakasinda bulunur. Hiicre apoptoza girdiginde, fosfatidilserinin
dis zara tagmnarak bir “beni ye” sinyali olusturur. PS'nin varligi,
hiicrelere sessiz, iltthaplanma olmadan fagositoz edileceklerini
bildirir (Pefia & Rodriguez-Martinez, 2023). Sekil 12.’de sematize
edilmis goriintiisii verilmistir. Oksidatif stres, spermatozoonun
dollenme potansiyelini bozmakla kalmaz, ayn1 zamanda normal ve
saglikli bir embriyo olusturma yetenegini de bozar (Aitken et al.,
2009). Hiicrelerde biriken ve oksidasyon sonrasi floresan hale gelen
ve boylece spermatozoadaki ROS'un  saptanmasit  i¢in
kullanilabilecek ¢esitli problar bulunmaktadir (Vasicek et al., 2022).
Ornegin, MitoSOX probu, boga spermatozoasinda siiperoksit
iretimini degerlendirmek i¢in rutin olarak kullanilir. CellRox probu,
spermatozoon hiicrelerinde ROS tespiti i¢in kullanilir. Prob,
spermatozoona niifuz eder ve hiicre i¢ci ROS tarafindan okside
edildiginde yogun yesil floresan yayar. Hidroetidin, siiperoksit
anyonunu (O:z") varliginda etidyuma okside olan bir bilesiktir. Bu
florokrom, hiicre ic¢i siiperoksit seviyelerini belirlemek i¢in
kullanilir.. 2',7'-diklorodihidrofloresin diasetat (H2ZDCFDA), ROS
varliginda diklorofloreseine doniisen ve yesil floresan yayan, hiicre
gecirgen bir bilesiktir ve PI ile kombine boyamas1 ger¢eklestirilebilir
(Savvuldi et al., 2023). Sekil 19.’da sematize edilmis goriintiisii
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verilmigtir ROS’un tetikledigi oksidatif stres veya hasar,
spermatozoanin délleme yetenegi lizerinde olumsuz bir etkiye sahip
olabilir (Vasicek et al., 2022). Lipid peroksidasyonunu
degerlendirmek i¢in BODIPY 581/591 C11, BODIPY FL ve Alexa
Fluor 488, Glutatyon seviyesinin tespiti i¢in DAPI, nitrik oksit
seviyesinin tespiti icin DAF-FM, hidrojen peroksit tespiti i¢in roGFP
probu kullanilir (Thermo Fisher Scientific, 2025). Nitrik oksit
seviyesinin tespiti icin DAF-2 DA kullanilmaktadir (Ortega
Ferrusola et al., 2009). Sekil 20.’de spermatozoon mitokondrial
oksidatif stresin akis sitometrik degerlendirilmesi ve Sekil 21.’de
spermatozoon mitokondrial oksidatif stresin akis sitometrik
degerlendirilmesi gosterilmistir.

Sekil 19. H2DFCDA floresan boyasinin ¢alisma prensibi
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(Nova et al., 2020)
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Sekil 20. Spermatozoon mitokondrial oksidatif stresin akis
sitometrik degerlendirilmesi
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Sekil 21. Spermatozoon lipit peroksidasyon seviyesinin akig
sitometri degerlendirilmesi
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Spermatoozon Hiicre I¢ci Kalsiyumun Belirlenmesi

Ejakiilasyondan sonra, spermatozoonlar aktif hareket
edebilselerde, dolleme yeteneginden yoksundurlar.
Spermatozoonlar, disi genital kanalinda zamana bagli bir siire¢ olan
kapasitasyon adi verilen islemle dolleme yetenegini kazanirlar
(Austin, 1951; Chang, 1951). Spermatozoonlar, in vivo olarak disi
iireme sisteminde etkilesime girerek veya in vitro olarak sigir serum
albimini, kalsiyum ve bikarbonat igeren tamimlanmis bir
kapasitasyon medyumu i¢inde kapasite kazanir (Luque et al., 2018).
Kalsiyum, spermatozoon hareketini, kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonunu diizenleyen ve bunlarin tiimii basarili dollenme igin
kritik 6neme sahip olan temel bir iyondur. Basarili bir fertilizasyon
icin bu ¢ siire¢ gereklidir. Akrozom reaksiyonu, spermatozoonun
oosite niifuz etmesini saglar. Akrozom reaksiyonuna girebilmek i¢in,
spermatozoonun disi lireme sisteminde birkag saat kalmasi gerekir.
Bu siire zarfinda, topluca kapasitasyon olarak adlandirilan bir dizi
biyokimyasal doniisiim gergeklesir (Finkelstein et al. 2020).
Kapasite kazanmis canli spermatozoanlar bir alt popiilasyonunda,
kapasite kazanmamis spermatozoalara kiyasla Ca*?de bir artis
gozlemlenmektedir (Luque et al., 2018). Spermatozoon
hiicrelerindeki  hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu, Ca*?
baglanmasinin ardindan floresan artigin1 gdsteren hiicre gecirgen bir
gosterge olan Fluo-3 AM, Fluo-4 AM, Rhod-5N-AM , Indo-1 AM,
Fura-2 ve eFluor™ 514 probu kullanilarak degerlendirilir.
Spermatozoa popiilasyonlari, yiikksek ve diisik kalsiyum
seviyelerine sahip spermatozoa olarak smiflandirilir (Dubé et al.,
2003; Petrunkina & Harrison, 2013; Yeste et al., 2015; Chavez et al.,
2018; Savvuldi et al., 2023). Fluo-3 ve Fluo-4 floresan problarinin,
merocyanine 540’a kiyasla kapasitasyon siirecini gostermede daha
basarili oldugu bildirilmistir (Vasicek et al., 2022). Sekil 22.’de
Fluo-4 AM ile boyanmis spermatozoon gosterilmistir. Sekil 23.’de
akis sitometrisi ile degerlendirme sonucu gosterilmistir.
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ekil 22. Fluo- ile boyanmig boga spermatozoalarinin
Sekil 22. Fluo-4 AM ile b bog l
floresan mikroskop altindaki goriintiileri.

A:Kapasite olmus spermatozoon

B: Kapasite olmamig spermatozoon

(Camara Pirez et al., 2021)

Sekil 23. Hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin akis sitometri
degerlendirilmesi
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(Ghanbari et al., 2019)
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Cinsiyet Kromozomlarinin Ayrilmasi

X ve Y kromozomu tasitan spermatozoonlarin ayrilmasina
dayali cinsiyet tayini ilk kez 1989 yilinda tavsanlarda
gerceklestirilmistir (Johnson et al., 1989). Akisla ayirma (flow
sorting) yontemi, X ve Y kromozomlar1 tagiyan spermatozoonlari
ayirmak i¢in kullanilmistir (Givan, 2001). Teknik, spermatozoon
DNA'smin floresan bir boya (Hoechst 33342) ile etiketlenmesine ve
bir akig sitometresi kullanilarak X disilik cinsiyet kromozomonu
tagiyan speramtoozonlarin biraz daha fazla miktarda floresaninin
tespit edilmesine dayanir (Johnson & Welch, 1999). Sigirlarin X
kromozomlari, Y kromozomlarindan oldukga biiyiik oldugu i¢in, X
kromozomu tasiyan spermatozoonlar, Y kromozomu tasiyan erkek
kardeslerine gore yaklasik %4 daha fazla DNA's1 vardir. Hoechst
boyasi ile boyama yapilarak, iki spermatozoon sinifi, akis sitometrisi
yardimiyla, floresan yogunluklarina gore ayrilabilir (Givan, 2001).
Sekil 24.’te gosterilmistir.

Sekil 24. Hoechst 33342 ile boyanmis boga spermatozoalarinin
floresan mikroskop altindaki goriintiileri

A: X kromozomu tasiyan spermatozoon

B: Y kromozomu tagiyan spermatozoon

(Sringarm et al., 2022)
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Elektrostatik hiicre ayirma, dnceden belirlenmis 6zelliklere
sahip hiicrelerin yakalanmasindan ve ayrilmasindan sorumludur.
Ilgili hiicreler toplandiktan sonra, bunlar mikroskobik, biyokimyasal
veya fonksiyonel analizler gibi ileri calismalarda kullanilabilir.
Hiicre ayirma islemi, tek bir parametreye veya birden fazla
parametrenin kombinasyonuna dayanarak gerceklestirilebilir. Hiicre
ayirmay1 saglamak i¢in genellikle hiicre ayiricilar kullanilir. Akis
hiicre ayiricilarinin - genel prensibi, yiiklenmis damlaciklarin
elektrostatik sapmasina dayanir; bu damlaciklarin bazilar1 hiicreleri
icerir. Bu yoOntemde, hiicreler nozula (nozzle) enjekte edilir ve
nozula titresim uygulanarak diizenli damlaciklardan olusan bir akis
saglanir. Daha sonra bu damlaciklar, bir veya daha fazla lazer 1s1n1
iizerinden gegerken ayni anda yiikleme elektrodu tarafindan
yiiklenir. Damlaciklar, tasidiklar1 yiiklere gore ana akistan
saptirilabilir: Pozitif elektrik yiiklii X disilik cinsiyet kromozomu
tastyan spermatozoonlar, negatif yiiklii platin plakasina dogru sapar.
Negatif elektrik yiiklii Y disilik cinsiyet kromozomu tasiyan
spermatozoonlar, pozitif yiiklii platin plakasina dogru sapar. Yiiksiiz
damlaciklar ise atik kabina yonlendirilir. FAHA, her bir hiicrenin
kendine 6zgl floresan Ozelliklerine gore, floresanla isaretlenmis
heterojen bir hiicre karigimini ayn1 anda birer birer olmak tizere iki
veya daha fazla kaba ayirmaya olanak taniyan 6zel bir akis
sitometrisi tiiridiir (Davies, 2010). Bu durumda, operator lazer 151m
icinden gecerken floresanla isaretlenmis hedef hiicreyi bilgisayar
aracilifiyla secer. Damladaki isaretli hiicreler yiiklenir (sarj edilir)
ve bu ylik, hiicrelerin farkli toplama kaplarma ayrilmasinda
kullanilir (Wilkerson, 2012). Sekil 25.°de akis sitometrisinde
elektrostatik hiicre ayrimi ile cinsiyet kromozomu ayirimi sematize
gorlintiisii gosterilmistir.
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Sekil 25. Akis Sitometrisinde elektrostatik hiicre ayrimi ile cinsiyet
kromozomu aywimi sematize goriintiisii

*\\ l Ornek Akiasi

Dis Akis S1vis1 ——»

Isik Kaynagi

=S

Ayrilan X Hiicreleri Atk Hiicreler Ayrilan Y Hiicreleri

(Naniwa et al., 2018)
Akas Sitometrisinde Sorunlar

Mevcut literatiir  incelendiginde, farkli  arastirma
gruplarinin boya konsantrasyonlarini tanimlamak i¢in birbirinden
olduk¢a farkli yontemler kullandig1 goriilmektedir. Sunulan
caligmalarda konsantrasyon birimlerinin standart olmadigi ve bu
nedenle karsilastirilabilirliklerinin sinirli kaldig1 dikkat cekmektedir.
Ayrica bir¢ok yayinda 151k kaynaginin tipi ve giicii yeterince agik
bicimde belirtilmemistir. Oysa bu bilgiler, kullanilan yontemlerin ve
elde edilen akis sitometrisi verilerinin giivenilir bir sekilde
karsilagtirilabilmesi acisindan kritik 6neme sahiptir ve mutlaka
raporlanmasi gerektigi ve laboratuvarda mevcut akis sitometrisinin
151k kaynaklarina uygun uyarilma 6zelliklerine sahip florokromlarin
secilmesinin zorunlu oldugu bildirilmistir (Savvuldi et al., 2023). Bir
bagka sorun ise dondurma ve boyama sirasinda kullanilan sulandirict

tirlerinin, Ozellikle boyama asamasinda akis  sitometri
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degerlendirme sonuglar1 lizerinde anlamli diizeyde etkili oldugu
tespit edilmistir. Bu durum, membran gegirgenliginde farkliliklara
yol agabilecek sulandirici bilesenlerinin (6rnegin yumurta sarisi
veya siit bazli  icerikler)  degerlendirme  sonuglarini
etkileyebilecegine isaret etmektedir. iki tiir sulandiricinin membran
gecirgenligini farkl etkileyerek akis sitometri boyama sonuglarinda
artefaktlara neden olabilecegi belirtilmistir (DeJarnette et al., 2022).
Onemli sorunlardan biri de akis sitometrisi kullanildiginda bile her
bir spermatozoonun tiim Ozelliklerinin test edilememesidir.
Sitometri analizlerin sonuglar1 yalnizca popiilasyon veya en iyi
durumda alt popiilasyon verilerini saglarken, ideal olarak bilinmesi
istenen sey, kac spermatozoonun tiim dogru ozelliklere sahip
oldugudur (Petrunkina ve Harrison, 2011). Floresan boya iireticileri
boyalarin ¢ozdiiriildiigii maddenin yapisinin boyanin yayilim ve
emilim dalga boylarin1 degistirebildigini de bildirmislerdir.
Rhodamine 123 boyast 6rnek olarak gosterilecek olursa ¢oziicii
olarak etanol kullanildiginda 511 nm dalga boyunda yayilim, 534 nm
dalga boyunda emilim gosterirken, PBS ile ¢ozdiiriildiigiinde 515
nm dalga boyunda yayillim, 575 nm dalga boyunda emilim
gostermektedir (Sigma Aldrich, 2022).

Akis Sitometrisi ve Yapay Zeka

Cytomics, yeni tasarlanmis hareketlilik analizorleri, ¢ok
parametreli akis sitometreleri ve gelismis dijital goriintiilemeyi
yapay zeka ile birlestirerek androloji laboratuvarlarinin alaninm
domine edecek ve spermatozoon fonksiyonu ve dolayisiyla fertilite
ile yakindan ilgili belirtecler icin biiyiik spermatozoon sayilarinin
hizli bir sekilde belirlenmesini saglayacaktir. Ancak bu tiir
gelismeler, temel klinik androloji uygulamalarmin yerini
almayacaktir (Pefia & Rodriguezi, 2023).
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Sonuc¢

Akis  sitometrisi, veteriner androlojide  spermatozoalarin
fertilizasyon kapasitesinin degerlendirilmesine yonelik geleneksel
spermatolojik yontemleri tamamlayan, objektif, kantitatif ve c¢ok
parametreli bir analiz platformu olarak giderek daha 6nemli bir
konuma gelmektedir. Spermatozoon canliligi, plazma membran
biitiinliigii, akrozom biitlinliigii, mitokondriyal membran potansiyeli,
reaktif oksijen tiirleri, intraseliiler kalsiyum diizeyi ve lipid
peroksidasyonu gibi fertilizasyon siireciyle dogrudan veya dolayli
olarak iliskili ¢ok sayida fonksiyonel 6zelligin ayni 6rnek igerisinde
degerlendirilebilmesi, akis sitometrisini klasik mikroskobik
degerlendirmelerden ayiran baglica 6zelliklerden biridir. Bu
yaklagim, yalnizca sperma Orneginin ortalama Ozelliklerini
belirlemek yerine, sperma igerisindeki fonksiyonel heterojenligin ve
farkli spermatozoon alt popiilasyonlarinin ortaya konmasina olanak
saglayarak fertilite degerlendirmesinin basarisint artirmaktadir.
Bununla birlikte, akis sitometrisinin veteriner androlojideki
potansiyelinin  heniiz  biitiiniiyle  kullanilabildigini  sdylemek
miimkiin degildir. Ozellikle multiparametrik floresan boyama
protokollerinin gelistirilmesi, ayni spermatozoonda birden fazla
fonksiyonel 6zelligin es zamanl olarak degerlendirilmesine olanak
saglayacaktir. Boylece membran biitiinliigli, mitokondriyal aktivite,
oksidatif stres ve akrozomal durum gibi birbiriyle iliskili siire¢lerin
tek tek degerlendirilmesinin Gtesine gecilerek, spermatozoon
fonksiyonunun biitiinciil bir biyolojik profili olusturulabilecektir.
Mevcut lazer, filtre ve optik sistemlerin uygun bicimde
kullanilmasiyla, spermatozoonlarin fertilizasyon yeteneginin
kazanilmas1 sirasinda meydana gelen fonksiyonel degisimlerin
zamana bagli olarak izlenmesi de miimkiin goriinmektedir. Bu tiir
yaklagimlar, yalnizca belirli bir zaman noktasindaki spermatozoon
durumunun belirlenmesini degil, spermatozoon popiilasyonunun
fonksiyonel degisim hizinin, alt popiilasyonlar arasindaki gecislerin
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ve fertilizasyon kapasitesiyle iligkili biyolojik siireglerin daha
ayrintith ~ bigimde  degerlendirilmesini  saglayabilir.  Akis
sitometrisinin  spermatozoon fertilitesiyle iligkili sonuglarinin
geleneksel spermatolojik degerlendirmeler ve BDSA sistemleriyle
birlikte ele alinmasi, fertilite tahmininin dogrulugunu daha da
artirabilecek bir yaklasim sunmaktadir. Bununla birlikte, farkli
caligmalarda akis sitometrisi ile mikroskobik veya diger analiz
yontemleri arasinda 6zellikle canlilik, spermatozoon yogunlugu ve
baz1 fonksiyonel parametreler bakimindan farkli sonuglarin
bildirildigi goriilmektedir. Bu farkliliklarin degerlendirilmesinde
yalnizca kullanilan yontemin kendisine odaklanmak yeterli degildir.
Numune hazirlama kosullari, inkiibasyon siiresi ve sicakligi,
kullanilan floresan problarin 06zellikleri ve konsantrasyonlari,
cihazin optik ve elektronik ayarlari, giinliik performans kontrolleri,
kalibrasyon prosediirleri, kullanilan floresan yogunlugu ve 6zellikle
analiz sonrasi kapilama stratejileri sonuclar tizerinde 6nemli etkilere
sahip olabilir. Dolayisiyla akis sitometrisinden elde edilen sonuglarin
karsilastirilabilirligi, yalmzca yiiksek teknolojili bir cihazin
kullanilmasina degil, 6rnek hazirlamadan veri analizine kadar tiim
stirecin standardize edilmesine baglidir. Bu nedenle veteriner
androlojide akis sitometrisinin daha yaygin ve giivenilir bicimde
kullanilabilmesi i¢in tiirlere ve hatta miimkiin oldugunda sperma
isleme  protokollerine  6zgli ~ validasyon  ¢alismalariin
gerceklestirilmesi, uygun referans araliklarinin olusturulmast ve
laboratuvarlar arasi standardizasyonun saglanmasi gerekmektedir.
Ozellikle farkli hayvan tiirlerinde  spermatozoa hiicresel
ozelliklerinin ve sperma isleme siireglerinin farklilik gdstermesi
nedeniyle, bir tiir i¢in optimize edilmis bir boyama veya analiz
protokoliiniin baska bir tiire dogrudan aktarilmasi her zaman uygun
olmayabilir. Bu nedenle standart uygulama prosediirlerinin
olusturulmasi, cihaz performansinin diizenli olarak izlenmesi ve
analizi yapan kisinin kapilama ile veri yorumlama konusunda yeterli

deneyime sahip olmasi, elde edilen sonuglarin biyolojik olarak dogru
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yorumlanmasi agisindan temel gerekliliklerdir. Gelecekte yapay
zekd ve makine 0grenmesi tabanli algoritmalarin akis sitometrisi
verilerinin analizine daha fazla entegre edilmesi, 6zellikle yiiksek
boyutlu multiparametrik verilerin yorumlanmasinda 6nemli katkilar
saglayabilir. Cok sayida floresan parametrenin aym1 anda
degerlendirilmesiyle olusan karmasik veri setlerinin otomatik olarak
siiflandirilmasi, spermatozoon alt popiilasyonlarinin belirlenmesi
ve belirli hiicresel profillerin fertilite sonuglartyla iliskilendirilmesi,
kullaniciya bagh degerlendirme farkliliklarim1 azaltabilir. Bu
geligsmelerin, akig sitometrisi verilerinin yalnizca tanimlayict bir
kalite degerlendirme araci olmaktan ¢ikarilarak fertiliteyi dngoéren
prediktif ~ modellere  doniistiiriilmesine  katki  saglamasi
beklenmektedir. Sonug olarak akis sitometrisi, veteriner androlojide
spermatozoonlarin  yalmizca morfolojik veya genel kalite
ozelliklerini degil, fertilizasyon siirecinin farkli basamaklarinda
gorev alan ¢ok sayida hiicresel ve molekiiler fonksiyonu ayni anda
degerlendirme potansiyeline sahip gii¢lii bir teknolojidir. Bununla
birlikte, yiiksek teknolojik kapasitenin tek basina yiiksek dogruluk
anlamma gelmedigi; giivenilir sonuglarin ancak uygun numune
hazirlama, validasyon, cihaz standardizasyonu, kalibrasyon,
multiparametrik analiz ve dogru kapilama stratejilerinin birlikte
uygulanmastyla elde edilebilecegi unutulmamalidir. Gelecekte akis
sitometrisinin BDSA, molekiiler biyobelirtecler ve yapay zeka
tabanli veri analizleriyle biitiinlestirilmesi, bireysel spermatozoon
fonksiyonlarinin daha hassas bicimde karakterize edilmesine ve in
vitro fertiliteyi ongoren daha giiclii biyobelirte¢lerin belirlenmesine
olanak saglayabilir. Bu dogrultuda akis sitometrisinin, veteriner
iireme sagliginda sperma kalitesinin degerlendirilmesinden fertilite
tahminine, damizlik se¢iminden sperma isleme ve saklama
protokollerinin optimizasyonuna kadar uzanan genis bir kullanim
alaninda giderek daha merkezi bir rol tistlenmesi beklenmektedir.
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BOLUM 3

VETERINER ANDROLOJI ALANINDA
BILGISAYAR DESTEKLI SPERMA ANALIZi

' RAMAZAN ARSLAN
2 HASAN ALI CAY
3 AYHAN ATA

Giris
In vitro sperma degerlendirmesi igin giderek artan sayida
teknik, fertilite i¢in gerekli olan spermatozoon o6zelliklerini daha
kesin bir sekilde degerlendirmeyi amaglamistir (Del Olmo et al.,
2013). Kanada, Danimarka, Hollanda, Norve¢ ve ABD (Amerika
Birlesik Devletleri)'de sperma kalitesi, suni tohumlama iinitelerinde
boga degistirme nedenlerinin yaklasik %30'unu olusturmakta ve
genetik faktdrlerden sonra ikinci sirada yer almaktadir (Robinson &
Buhr, 2005). Erkek infertilitesi ile ilgili teshislerin kalitesini,
gorsellestirilmesini ve erisimini iyilestirmek i¢in hesaplama ve
teknolojik  ilerlemeler  alaninda da  yeni  teknolojiler
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gelistirilmektedir. Bu baglamda ilk Bilgisayar Destekli Sperma
Analizi (BDSA) sistemi 1980'li yillara dayanmaktadir. Bir faz
kontrast mikroskobuna bagli bir kamera ile bir sperma 6rneginin
ardistk goriintiilerinin  elde edilmesinden olusur. Geleneksel
yontemlerle yapilan sperma analizleri, gézlemciye bagli subjektiflik
icerdigi i¢in tekrarlanabilirligi ve dogrulugu smirli kalmaktadir
(Bendayan & Boitrelle, 2024). Yiiksek ¢oziiniirliikkli kameralar ve
yazilimlar vasitasiyla objektif olarak spermatozoonun basg
hareketlerini, motilite 6zelliklerini, ¢iplak gozle ol¢iilemeyen hiz
parametrelerini, morfolojisini, konsantrasyonunu, spermatozoalarin
hiperaktivasyonunu, testikiiler ve epididimal toksisiteyi, objektif,
hassas, hizli ve otomatik olarak analiz edilmesini saglayan bu
sistemler sayesinde hem canli hem de dondurulmus sperma
orneklerinin  kalite kontroli daha giivenilir bir sekilde
yapilabilmesinin yan1 sira BDSA cihazlarmin  sagladig:
standartlastirilmis Olctimler, bilimsel arastirmalarda
karsilastirilabilir veri elde edilmesini de kolaylagtirmaktadir
(Bendayan & Boitrelle, 2024; Brito et al., 2016; Amann & Waberski,
2014; Verstegen et al., 2002; Perreault, 1998; Slott et al., 1997; Toth
et al., 1989; WHO, 2021). Geleneksel sperma analizine kiyasla bu
teknolojinin baglica avantajlari, bir sperma 6rneginden alinan birkag
goriintiiyli  islerken  gilivenilirlik,  tutarhilik, dogruluk ve
tekrarlanabilirlik saglamasidir (Yéniz, 2018; WHO, 2021). BDSA
sistemleri 1 dakikadan az bir silirede birkag bin hiicreyi
sayabilmektedir. Bu da giinliik kullanim i¢in pratiklige sebep olur
(Rijsselaere et al., 2012). Suni tohumlama merkezleri artik
spermatozoonun hareketliliginin belirlenmesinde nesnelligi artirmak
icin BDSA sistemlerini benimsemistir fakat rutin sperma analizinin
kismi otomasyonunu saglayabilmesine ragmen, karmasik calismasi
nedeniyle daha genis bir kullanim alanina sahip degildir. (Kathiravan
et al., 2011; Mortimer et al. 2015). BDSA spermatozoonlari, toplam
motilite (TM), progresif motilite (PM), Egrisel Hiz (Velocity of

Curvilinear - VCL), Ortalama Yol Hiz1 (Velocity of Average Path -
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VAP), Diiz Yol Hiz1 (Velocity of Straight Line - VSL), Yanal Bas Yer
Degistirme Genligi (Amplitude Lateral Head - ALH), Capraz
Frekans Gegisi (Beat Cross Frequency - BCF), Gidis Dogrultusu
(Straightness - STR) ve Dogrusallik (Linearity - LIN) gibi ¢esitli
motilite 6zellikleri agisindan analiz eder (Kathiravan et al., 2011).
Bae et al. (2024), spermatozoon motilitesinin ve kinematik
parametrelerin analizinin erkek fertilitesinin degerlendirilmesinde
faydal1 olabilecegini bildirmislerdir.

BDSA Giivenirligi, Dogrulugu ve Standardizasyonu

Bilgisayar destekli sperma analizi sistemleri esas olarak
laboratuvarda arastirma amaciyla kullanilmistir. Fakat 6znelligi,
insan hatasin1 azalttift ve spermatozoon analiz siirecini
standartlastirdigi bildirildigi i¢in kullanimi klinik uygulamaya
yayilmistir. BDSA sistemleri ile daha yiiksek sayida 6rnegin analizi,
daha az zaman ve artan iretkenlik saglanabilmektedir (Amann &
Katz, 2004; Amann & Waberski, 2014). Giiniimiizde kullanilan
BDSA sistemleri evrensel olarak artan bir sekilde kullanilmaktadir.
Mevcut farkli sistemler sperma muayenesini gerceklestiren kisi
tarafindan secilen bilgisayar parametreleri, kullanilan yazilim,
mikroskop, laboratuvar kosullar1 ve laboratuvarlar arasinda 6znellik
kaynaginin bulunmasindan dolay1 geleneksel sperma analizine
kiyasla gecerliligi ve giivenirligi konusunda endiseler devam
etmektedir. (Rijsselaere et al., 2012; Douglas et al., 2021). Bu
baglamda BDSA cihazlarinda dogru sonuclarla giivenilirligi
artirmak ve karsilastirma kriterlerini tanimlamak icin etkili
faktorlerin  belirlenmesi ve gerekli standartlarin  saglanmasi
onemlidir (Tekin & Dagkin, 2016). Diinya Saglik Orgiitiiniin insan
spermasinin incelenmesi ve iglenmesine yonelik laboratuvar el
kitabinin 5. baskisindan bu yana, sperma analizinin bir
laboratuvardan digerine tekrarlanabilir olmasi i¢in kalite kontroliine
ve standardizasyonuna biiyiik 6nem verilmektedir (WHO, 2010;
Bendayan & Boitrelle, 2024). Son yillarda, en giincel {i¢iincii nesil
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BDSA sistemleri, diinya genelindeki ¢iftlik hayvanlar1 suni
tohumlama merkezlerinde ve sperma islemenin ayrilmaz bir parcasi
haline gelmistirr ABD'deki 200'den fazla damizlik domuz
yetistiriciligi yapan ¢iftliklerin ¢ogunlugunda, anonim verilere
dayanarak, BDSA sistemlerinin kullanildig: bildirilmistir (Ehlers et
al., 2011). Bunun nedeni, BDSA sistemlerinin spermatozoon
hareketliligi ve konsantrasyonunun hizli, objektif ve eszamanlh
olarak degerlendirilmesine imkan tanimasidir ancak cihazlarin temel
sorunlar1 arasinda yiiksek yatirim maliyetleri ve pratik kullanima
gecmeden oOnce standardizasyon ve dogrulama gerekliligi
bulunmaktadir (Rijsselaere et al., 2012; Tekin & Daskin, 2016).
Dogrulugu gergeklestirildikten sonra BDSA sistemleri, fertilite
degerlendirmesi, sperma sulandiricisi, sogutma ve
kriyoprezervasyon prosediirlerinin iyilestirilmesi i¢in veterinerlik
merkezlerinde rutin olarak kullanilabilir (Ehlers et al., 2011). BDSA
tarafindan belirlenen motilite degeri, boylece bireysel teknisyenler
ve laboratuvarlar arasinda standardize edilebilir (Vicente-Fiel et al.,
2014). BDSA teknolojisi 1yi gelistirilmis olsa da, elde edilen
verilerde analiz yapan kisiler arasinda yiliksek degiskenlikler rapor
edilmistir (Ehlers et al., 2011). Bu durum, standardize edilmis
yontemler ve etkili egitim tekniklerine olan ihtiyaci desteklemistir.
BDSA cihazlariyla sperma analizi performansinda ¢esitli
standardizasyon seviyeleri elde etmek igin birgok girisimde
bulunulmustur. Androloji Ozel Ilgi Grubu, "Spermatozoa Analizinde
BDSA Teknolojisinin Uygulanmasina Iliskin Kilavuz" saglamis ve
BDSA analizi, Androloji Ozel Ilgi Grubu esas sperma analizi
kurslarinda uygulanmistir (Bjorndahl et al., 2002; ESHRE, 1998).
Bu kurslardaki egitimlerin maddi yiikii ve zaman kisitlamalari
nedeniyle, elektronik Ogrenme (e-learning) veteriner iireme
alaninda, belirli bir zaman dilimine baglh kalmadan verimli ve etkili
ogrenme i¢in kabul goérmiis bir ara¢ olmustur (Leidl, 2002). Ehlers
et al. (2011), gergeklestirdigi, 8 kisinin katildigr ve 160 Grnegin

incelendigi calismada, DVD ile sunulan elektronik 6§renme sonrasi
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motilite ve konsantrasyon testlerinde varyasyon katsayilarinin
onemli Ol¢iide azaldigi tespit edilmistir. Elektronik 6grenmeden
onceki grup ortalamasindan bireysel sapmalar, elektronik 6grenme
sonrasinda belirgin bir sekilde azalmistir. BDSA prosediirlerini
iceren tiim c¢alismalarda materyal ve yontemlerin ayrintili
aciklamalarinin 6nemi vurgulanmaktadir. Ayrica, taze sperma igin
BDSA ayarlarinin, sogutulmus veya dondurulmus sperma igin
optimal olmayabilecegi g6z Onilinde bulundurulmalidir. Ciinki
dondurulmus ortamlarda genellikle yumurta sarisi partikiilleri
bulunur (Rijsselaere et al., 2012). Cesitli deneysel kosullar altinda
BDSA analizinin giivenilirligi, dogrulugu ve hassasiyeti,
kalibrasyonlar, validasyon, standardizasyon ve analiz 6ncesi sperma
islemesinin optimizasyonu gibi belirli konularda kullanicilarin
uzmanligina ve egitimine bagli olarak degiskenlik gosterebilir
(Verstegen et al., 2002). Brito et al. (2025), on farkli bogadan elde
edilen konvansiyonel ve cinsiyeti belirlenmis dondurulmus sperma
ornekleri, alt1 farkli laboratuvara gonderip, ii¢ farkli zaman
diliminde, dokuz teknisyen tarafindan BDSA sistemleriyle
spermatozoon motilitesi degerlendirmislerdir. Tiim teknisyenler ayn1
BDSA sistemini (HT-IVOS 1I) ve aym yazilim versiyonunu
kullanmiglardir. Egitim miidahalesi olarak elektronik Ogrenme
programi uygulanmistir. Sonug olarak elektronik 6grenme egitimi,
sonuglar iizerinde belirgin bir farka neden olmadigi goriilmiistiir.
Bunun muhtemel nedeninin teknisyenlerin zaten deneyimli ve
egitilmis olmasidir.

BDSA sistemlerinde optimum saniyede kare hizi (SKH) tam
olarak standardize edilmemistir. Gacem et al. (2020), optimum kare
hizim1 spermanin koyuldugu hazne tipine ve derinligine baglh
oldugunu bildirmislerdir. Optimum kare hizint Bompart et al.
(2019), bogalarda 256 SKH, Gacem et al. (2020), SpermTrack 10
odasin eseklerde 250 SKH, Valverde et al. (2019b), yaban
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domuzlarinda 212 SKH, Caldeira et al. (2019), Atlantik Somon
baliklarinda 250 SKH oldugunu bildirmislerdir.

Spermatozoon yoriingesi SKH arttikca farkli bir form
gostermektedir. Diigiik SKH'de takdir edilmesi miimkiin olmayan
cok daha yiiksek bir salinim gostermistir (Gacem et al. 2020). Sekil
1.’de ISAS D4C10 odasinda farkli SKH’de hizli (kirmizi), orta
(yesil), yavas (mavi) ve statik (sar1) olmak lizere 4 grup spermatozoa
motilitesi sergileyen farkli kare hizlarinda esek spermatozoon
VCL’si verilmistir.

Sekil 1. ISAS D4C10 odasinda hizli (kirmizi), orta (vesil), yavas
(mavi) ve statik (sart) olmak iizere 4 grup spermatozoa motilitesi
sergileyen farkl kare hizlarinda esek spermatozoon VCLsi

2S5 1ps

(Gacem et al., 2020).
BDSA Sistemini Olusturan Mekanik Boliimler

BDSA sistemi baglica faz kontrast mikroskoba baglanmis
video kamera, 1sitic1 tabla, video karelerini kaydedecek kart ve
verileri analiz edecek bilgisayardan meydana gelmektedir (Nafisi et
al., 2005; Ehlers et al., 2011; Rijsselaere et al., 2012; Valverde et al.,
2020).

BDSA Nasil Calisir ve Spermatozoon Goriiniimii Nasildir?

Spermatozoon, genellikle karanlik alan (negatif faz kontrast,
floresan optik mikroskop) kullanilarak algilanmaktadir (WHO,

1999; Nafisi et al., 2005). Floresan optik mikroskopta spermatozoon
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basi, DNA’ya baglanan floresan bir boya ile boyanarak belirlenir.
Negatif faz kontrast mikroskopta, koyu arka planda beyaz sperm bas1
goriintlilenir ve sperm basinin parlakligi, ardisik alanlardaki merkez
konumlarini belirlemek i¢in kullanilir (Nafisi et al., 2005). BDSA
sistemleri tipik olarak, bir kayan goriintiiyli onceden belirlenmis X/Y
konumlarina tasimak ve ardindan Z ekseninde otomatik odaklama
yapmak i¢in bir asama sunar. insan gdziiniin odak dis1 bir goriintiiye
uyum saglamasi, goriintiiyli dedektor dizisinin diizleminin disina
yerlestirebilir. Odaklama i¢in okiilerler yerine video ekram
kullanilmalidir. Otomatik asama, spermin islenmesi siirecinde daha
hizl1 ve standartlastirilmis bir verim saglar (Amann & Waberski,
2014).

Video kamera, spermatozoonun mikroskobik goriintiilerini
yakalar ve bilgisayar araciligiyla sperm basinin kapladigi piksel
sayisina gore dijitallestirir. Analizi yapan kisi, farkli sperm 6rnekleri
icin sperm baglarinin kapsadigi piksel araligini tanimlayabilir. Cesitli
BDSA sistemleri, bu verilerdeki hatalar1 en aza indirmek igin farkl
yaklagimlar kullanmaktadir (Nafisi et al., 2005).

Iki tir BDSA sistemi vardir: faz kontrast mikroskobu
kullanan sistemler ve elektro-optik teknik kullanan sistemler. Bir
operatoriin genellikle optik ayarlar1 yapmasi, alanlar1 segmesi ve
nihai sonucun tutarliligin1 dogrulamasi gerekir. Bu teknigi kullanan
modeller arasinda en iyi bilinenleri Hamilton Thorne Research
(IVOS ve CEROS modelleri) ve Microptic Automatic Systems (SCA
modeli) modelleridir. Mevcut versiyonlar ayrica sperma morfolojisi
ve sperm DNA fragmantasyonu c¢aligmasi gibi ek analizlere de izin
vermektedir. Diger bir yontem, spektrofotometre ile sperma
orneginden gecen bir 1s1k sinyalinin analizinden olusur.
Spermatozoon konsantrasyonu bu sekilde Olgiiliir. Spermatozoon
motilitesi de spermatozoon motilitesinin neden oldugu 151k
bozukluklar1 yoluyla 6lgiiliir. Spermatozoon morfolojisi, belirli
algoritmalar ~ kullanilarak ~ konsantrasyon = ve  hareketlilik
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sonuglarindan tahmin edilir. Bu metodolojiyi kullanan en iyi bilinen
model, tibbi elektronik sistemlerden SQA'dir (Bendayan & Boitrelle,
2024).

BDSA Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi ve Farkh Sperma
Sulandiricilarin Kullanilmasi

Bilgisayar Destekli Sperma Analizi sistemlerinde sperma
orneklerinin ~ hazirlanmasi,  spermatozoon  konsantrasyonu,
sulandirict tiirii ve analiz i¢in kullanilan hacim ag¢isindan kritik bir
Ooneme sahiptir. Sperma Orneginin uygun sekilde seyreltilmesi,
bireysel olarak spermatozoonlarin analiz edilebilirligini artirmak
icin gereklidir. Dogru kinematik Olctimler elde edebilmek adina,
spermatozoon konsantrasyonunun uygun seviyede olmasi gerekir;
clinkii yiiksek konsantrasyona sahip numunelerde,
spermatozoonlarin  birbiriyle ¢arpisma  olasiligin1  artirarak
hareketlilik sonuglarint olumsuz etkileyebilir (Rijsselaere et al.,
2002). Ornegin, Broekhuijse et al. (2012), BDSA sisteminde domuz
spermasini 1:1 oraninda sulandirarak incelemislerdir. Farrell et al.
(1998), numunenin yogunlugunu 25x10° sperm/ml olacak sekilde
sulandirmuslardir. Valverde et al. (2019a), kdpek spermasini >50x10°
olacak sekilde CaniPlus Chill® ile sulandirmiglardir. Sugai et al.
(2024) koépek spermasimnin 200x10° spermatozoon/ml gibi yiiksek
degerler veya 1:3 oraninda sulandirilmasini bildirmislerdir. Taberner
et al. (2010), Katalonya eseklerinde yapmis olduklar1 ¢alismada
sperma muayenesinde son yogunlugu 2x10°% spermatozoon/ml
olacak sekilde sulandirmislardir. Vigolo et al. (2022), boga
spermasini 30x10° spermatozoa/ml olacak sekilde sulandirmislardir.
Gacem et al. (2020), esek spermasm disiik (30-60x10°
spermatozoa/ml) ve yiiksek (80x10° spermatozoa/ml) olacak sekilde
sulandirmiglar ve optimum sonuglarin diisiik yogunlukta elde
edildigini bildirmislerdir.
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Bilgisayar  destekli ~ sperm  analizi  sistemlerinin,
spermatozoon motilitesindeki kiiciik veya gozle fark edilmesi zor
degisiklikleri tespit edebilmesi, farkli sperma sulandiricilarinin
objektif olarak degerlendirilmesi, kopek spermasinin sogutma ve
kriyoprezervasyon siireglerinin iyilestirilmesi agisindan énemli bir
avantaj saglamaktadir (Verstegen, 2002; Schafer-Somi & Aurich,
2007). Sperma orneklerinin seyreltilmesi i¢in kullanilan sulandirici,
spermatozoon  baslariyla  benzer  biiylklikte  partikiiller
icermemelidir (Anzar et al., 1991). Bu amagla fizyolojik salin,
Tyrode albumin-laktat-piruvat (TALP), sodyum sitrat-kazein, Tris-
yumurta saris1, gliserol ve Cornell Universitesi sulandiricis1 gibi
cesitli ¢ozeltiler kullanilabilmektedir. Ancak BDSA sonuglarini
yorumlamadan dnce, kullanilan sulandiricinin spermatozoon motil
iizerindeki etkisinin tam olarak anlasilmasi gerekmektedir
(Kathiravan et al., 2011).

BDSA, kopek spermasinin kriyoprezervasyonunda etilen
glikol, gliserol ve otolog prostatik sivi ile ¢oziilme sonrasi
sulandirma etkilerinin degerlendirilmesi gibi ¢aligmalarda basariyla
kullanilmistir (Rota et al., 2006; Rota et al., 2007; Milani et al.,
2010). Ornegin, fosfat tampon salin ile seyreltilen sperma
orneklerinde VCL ve VSL gibi hiz parametrelerinde %10-17
oraninda bir artis gdzlenmis, ancak homolog seminal plazma ile bu
artis kaydedilmemistir. Ayrica, motil spermatozoon yiizdesi ve ALH
degerlerinde her iki sulandiricida da azalma tespit edilmistir
(Rijsselaere et al., 2003).

Daha fazla karsilastirmali analizde, HEPES-TALP, prostatik
stvi, Tris-yumurta saris1 ve fizyolojik salin gibi dort farkli
sulandiricinin  spermatozoon hareket parametreleri iizerindeki
etkileri incelenmisti. HEPES-TALP veya prostatik sivi iginde
seyreltilen sperma orneklerinde VAP, VSL, VCL ve progresif motil
spermatozoon yiizdeleri, Tris-yumurta saris1 ve fizyolojik salin
¢ozeltilerine kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Ote yandan, Tris-
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yumurta sarist ve fizyolojik salinle seyreltilmis 6rneklerde, BCF
hari¢ degerlendirilen bir¢ok parametrede benzer sonuglar elde
edilmistir. Tris-yumurta saris1 sulandiricisinda, VAP ve VCL gibi hiz
parametrelerinin en diisiik seviyelerde oldugu gézlemlenmistir. Bu
durum, sulandiricinin yiiksek viskozitesinin motil spermatozoalarin
hareketini yavaslatmasindan kaynaklanmaktadir (Kathiravan et al.,
2011).

Yiikleme hacmi Oncelikle spermanin konsantrasyonuna,
kullanilan  yiikleme kompartimanlarinin  tiirtine, kullanilan
sulandiricinin tiirline ve oranina baghdir (Kathiravan et al., 2011).
Normalde, Makler's odasinda analiz i¢in 4-7 pl seyreltilmis sperma
damlasi1 kullanilmaktadir (Hirai et al., 1997; Januskauskas et al.,
1999; Hoflack et al.,, 2007). Sellem et al. (2015), Leja
kompartimanina 2.7 pl sperma yliklemislerdir. Sugai et al. (2024),
Fosfat tampon salin ile sulandirilmis spermadan Leja
kompartimanma (20 um derinliginde) 25-50x10° konsantrasyon
olacak sekilde yiiklemislerdir. Silva et al. (2023), Makler’s
kompartimanina 8 pl sperma yiiklemislerdir. Vigolo et al. (2022),
hacimsel  olarak  degil, konsantrasyon  olarak  30x10°
spermatozoon/mL olacak sekilde Leja kompartimanina yiikleme
yapmuglardir. Tardif et al. (1997), Microcell kompartimanina (20 um
derinliginde) kullanmis ve yaklasik 20x10° spermatozoon/ml olacak
sekilde seyreltilmis 7 pl sperma yiiklemislerdir. Li et al. (2016), SQA
odast kullanmislardir. Lam-lamel arast 6 pl hacme ve 10 pm
derinlige, Spermtrack 3 pl hacme ve 10 pm derinlige, ISAS (D4C10)
2 ul hacme ve 10 pum derinlige, ISAS (D4C20) 3.3 ul hacme ve 20
um derinlige sahiptir (Del Gallego et al., 2017).

Palacin et al. (2013), tarafindan yapilan calismada, kocg
spermasinin BDSA sistemi ile analizinde bélme tipi ve damlaciklarin
farkliliklar1  incelenmis; mikroskopi alani  basina  diisen
spermatozoon sayisi ve motilite lizerindeki etkileri karsilastirilmigtir.
Analiz sonucunda, goriintiileme odasinin tiiriiniin 6l¢iim hassasiyeti
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ve dogrulugu iizerinde 6nemli bir etkisi oldugu, ancak damlacik
hacminin bu faktorler iizerindeki etkisinin olduk¢a smirli kaldig
belirlenmistir.

Tablo 1.’de BDSA’da kullanilan farkli goriintiileme
odalarinin sonuglara olan etkisi verilmistir.

Tablo 1. BDSA da kullanilan farkli gériintiileme odalarinin
sonuclara olan etkisi
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(Palacin et al., 2013)

BDSA’nin Veteriner Hekimlikte Hayvan Spermatozoalarinda
Kullanim

Domuz eti talebini karsilamak amaciyla, domuz spermasinin
fertilizasyon kapasitesinin BDSA parametreleri ile tahmin edilip
edilemeyecegini belirlemek i¢in optimize edilmis ve standart saha
kosullarinda elde edilen genis Ornek gruplarimin analizi
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yapilmaktadir (Didion, 2008). BDSA sistemi kullanilarak
domuzlarda iki farkli fertilite ozelligi degerlendirilmistir: biri
yavrulama orani, digeri ise toplam dogan domuz yavrusu sayisidir.
Fertilitedeki degiskenligin bir kism1 dogrudan domuzun kendisinden
kaynaklanmaktadir. Ancak, progresif motilite ile fertilite arasindaki
iliskiyi ele alan baz1 ¢alismalarda bu parametreye dogrudan
deginilmemistir. Bunun nedeni, progresif motilitenin farkli BDSA
sistemlerinde kullanilan temel parametrelerin esik degerlerine bagl
olarak degiskenlik gostermesi olabilir (Broekhuijse et al., 2012).
Broekhuijse et al. (2012) tarafindan yapilan bir calismada,
yavrulama oranindaki degiskenligin bir kismimin progresif
motilitedeki farkliliklardan kaynaklandigi belirlenmistir. Kopek ve
kedilerde = BDSA  fertilitenin  degerlendirilmesi,  sperma
sulandiricilarinin = etkinliginin ~ belirlenmesi,  sogutma  ve
kriyoprezervasyon siireclerinin iyilestirilmesi amaciyla veterinerlik
merkezlerinde rutin olarak kullanilabilir (Rijsselaere et al., 2012).
Kopeklerde ve kedilerde kullanimi ilk kez sirasiyla Giinzel Apel et
al. (1993) ile Stachecki et al. (1993) tarafindan tanimlanmuistir.
Yiiksek spermatozoon konsantrasyonu nedeniyle, taze kopek
spermast BDSA analizi 6ncesinde sulandirilmalidir (Rijsselaere et
al., 2012). Standartlastirilmamis parametre ve kosullarin eksikligi ile
farkli cihazlarin kullanimi, kdpeklerde spermatozoon motilitesi ve
hizina iliskin  gilivenilir referans degerlerin  belirlenmesini
zorlastirmaktadir (Rijsselaere et al., 2012). BDSA sistemleri ayrica
kopek spermatozoon hiicrelerinin alt popiilasyonlarin1 (VAP, VSL,
VCL, ALH, BCF, STR, LIN) belirlemek amaciyla da kullanilmistir
(Nunez-Martinez et al., 2006; Cassatella et al., 2013). BDSA ile elde
edilen veriler, ¢evresel faktorlere maruz kalan erkek kopeklerde
spermatozoon hareketliliginde meydana gelen kii¢iik degisikliklerin
tespit edilmesine yardimce1 olabilir. Bunun yani sira, ilaglarin sperma
kalitesi Tlzerindeki etkisinin degerlendirilmesine ve oOzellikle
kopeklerde spermatozoon hareket ozelliklerinin objektif olarak

analiz edilmesine olanak tanimaktadir (Rijsselaere et al., 2012).
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Kedilerde BDSA kullanim1 hakkinda daha az veri bulunmaktadir ve
mevcut ¢aligmalarin ¢ogu, in vitro fertilizasyon i¢in yaygin olarak
kullanilan epididimal spermanin Ozelliklerini incelemektedir
(Stachecki et al., 1993; Filliers et al., 2008; Rijsselaere et al., 2012).
BDSA sistemlerin dogrulugunu degerlendiren arastirmalar nadirdir.
Kedilerde uygulanmasi, evcil ve nesli tiikenmekte olan vahsi kedi
tiirlerinde yardimci iireme tekniklerinin daha da gelistirilmesine
katki saglayabilir (Rijsselaere et al., 2012). Bununla birlikte, sperma
kalitesinin hizli1 ve hassas bir sekilde degerlendirilmesini saglayan
biyoteknolojik yontemlerin gelistirilmesi, hem evcil kedilerde hem
de nesli tikenmekte olan vahsi kedigillerde yardimci tireme
tekniklerinin daha da ileriye tasinmasi agisindan 6nemli olabilir
(Rijsselaere et al., 2012). Normozoospermi ¢ogunlukla toplam
spermatozoon hesabinin %60-70'inde mevcuttur, ancak spermanin
fertilizasyon potansiyelinde rol oynayabilecek baz1 kedi
spermatozoon parametreleri hakkinda c¢ok az bilgi vardir. Bu
nedenle, evcil kedi spermatozoon hareketliligi ve spermadaki
apoptotik profil lizerine yapilacak tanitict ¢caligsmalar, yetistirilen ve
vahsi kedilerde sperma kalitesinin belirli parametrelerini tahmin
etmeye yardimci olabilir (Siemieniuch & Woclawek-Potocka,
2008).

Balik  spermatozoonlarmin  kisa  siireli  hareketlilik
donemlerini belirlemede BDSA sistemleri kritik bir ara¢ haline
gelmistir (Kime et al., 2001). Kemikli baliklarin sperma 6zellikleri,
memelilerden belirgin sekilde farklidir. Balik spermatozoon
hiicreleri ejakiilasyon aninda hareketsiz olup, suyla temas
ettiklerinde hareketlenir. Ancak, bu hareketlilik siiresi oldukca
kisadir ve aktivasyonun ardindan hizla azalma egilimi gosterir
(genellikle 2 dakikadan kisa) ve akrozom igermez (Elofsson et al.,
2000; Coward et al., 2002; Alavi & Cosson, 2005; Kime et al., 2001).
Balik spermatozoon hiicreleri, hizli, tekrarlanabilir ve pratik bir
yontemle degerlendirilmelidir, ¢iinkii ATP tiiketimi daha hizli olup,
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Omiirleri daha kisadir. BDSA sistemi ilk olarak memeliler i¢in
geligtirilmis olmasina ragmen, giiniimiizde balik spermasinin
incelenmesi i¢in de yaygin sekilde kullanilmaktadir (Alavi et al.,
2012; Ozgiir et al., 2019). Baliklarda kullanilan BDSA sistemlerinde
gorilintli isleme i¢in Microsoft Visual Studio IDE iizerinde C++ dili,
kullanici arayiizleri i¢in ise C#.NET programlama dili ile gelistirilen
BASA-Sperm Aqua yazilimi, baliklar ve diger sucul canlilar i¢in
ozel olarak tasarlanmis yeni bir BDSA sistemidir (Ozgiir et al.,
2019). Sekil 2.’de Balik spermasinin BDSA sisteminde analizi
sirasindaki goriintiisti verilmistir.

Sekil 2. Balik spermasinin BDSA sistemi tizerinde goriintimii

lysis
1264

22,01

Class B (%) |22

ALH (um) [16,0457
WOB (VAP) VCL) (%) [46.37
MaD (%)

(Ozgiir et al. 2019).

Ko¢ sperma muayenesinde BDSA, suni tohumlama i¢in
pazarlanan kog¢ spermasinin kalite giivencesi de dahil olmak iizere,
evcil hayvan {retim laboratuvarlarinda sperma kalitesini ve
fonksiyonunu degerlendirmek amaciyla giderek daha yaygin sekilde
kullanilmaktadir. Ancak, BDSA motilite analizi dogrudan koglarin
fertilizasyon kapasitesini tahmin etmek i¢in yeterli degildir. Bununla
birlikte, BDSA sistemi sperma kalitesinin degerlendirilmesi ve
mikro ¢evrede meydana gelen degisimlerin spesifik spermatozoon
hareket oOzellikleri tizerindeki etkilerinin incelenmesine yonelik
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onemli bilgiler sunabilir (Van de Hoek et al., 2022). Rajashri et al.,
(2018), Deccani kocglarindan suni vajen yontemiyle elde ettikleri
spermalart Tris, sodyum sitrat ve Hindistan cevizi suyu ile
sulandirarak, BDSA kullanarak kinematik parametrelerini incelemis
ve bu sistemin Deccani kog¢ spermatozoon kinematigine iliskin
parametreleri degerlendirdigini gostermistir. Vigolo et al. (2022),
taze ve dondurulmus boga spermasmin kinetik ve biyokimyasal
parametrelerini  dolleme kapasitesi ile iligkilendirmislerdir.
Francolino da Silva et al. (2025), bogalarda mizag¢ olarak sakin ve
reaktif olan hayvanlarin ¢6ziim sonu BDSA parametrelerini
incelemis ve istatistiki olarak herhangi bir fark bulamamislardir

BDSA ve Yapay Zeka

Sengupta et al. (2023), giiniimiiz BDSA sistemleri ile
kiyaslandiginda Mojo AISA’nin daha iyi performans sundugu kayda
gecmistir. Mojo AISA sisteminde sperma orneklerini hizli ve dogru
bir sekilde analiz etmek i¢in yapay zekda ve detayli 0grenme
algoritmalart  kullanir.  Ayn1 anda birden fazla analiz
gerceklestirebilir ve tek bir testte sperma kalitesinin kapsamli bir
degerlendirmesini  saglar.  Spermanin  yapisinda  bulunan
anormallikleri en  detayli  sekilde arastirmaya  olanak
saglayabilmektedir. Sekil 3.’de Standart BDSA Sistemi ve Mojo
AISA’nin kiyaslanmasi verilmistir.

Mohammadi et al. (2020), spermatozoon tespiti ig¢in
RetinaNet adli derin konvoliisyonel bir sinir ag1 kullanilmis ve
geleneksel yontemlerin aksine, yalnizca tek bir kare yerine ardisik
birden fazla kare (frame) birlestirilerek aga sunulmustur. Bu yontem,
spermatozoalarin sadece morfolojik Ozelliklerini degil, aym
zamanda motilite 6zelliklerini de dikkate alarak daha dogru bir tespit
yapilmasina olanak saglamistir. Spermatozoon takibi i¢in ise klasik
CSR-DCF algoritmast ¢oklu nesne takibini destekleyecek sekilde
modifiye edilmistir. Modifiye edilmis CSR-DCF algoritmasi, yogun
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orneklerde, spermatozoalarin carpistigi veya kareyi terk edip
yeniden giris yaptigi durumlarda dahi yiliksek dogrulukla
caligsabilmistir (Mohammadi et al., 2020).
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Sekil 3. Standart BDSA Sistemi ve Mojo AISA 'nin kiyaslanmasi

MOJO AISA

h— Steril bir sekilde rneklerin toplanmasi

)
Orneklerin hazilanmasi ve Orneklerin hazirlanmasi ve
standart CASA lamina standart MojoAISA lamina
yiiklenmesi yiklenmesi
Goriintii veya video elde Gorunti veya video elde
etmek icin mikroskop ve etmek icin MOJO mikroskop
kamera kullanimi ve kamera kullanimi

\ Yazilim kullanilarak Mojo Al temelli yazilim
el spermatozoon kullanilarak spermatozoon
> parametrlernin analizi parametrlernin analizi
pr?

Uzman girdisi gerektiren Verileri yapay zeka ile
elde edilen verilerin degerlendirir ve kapsamli

yorumlanmasi bir rapor sunar

L~

(Sengupta et al., 2023)
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BDSA Kinematik Parametreleri

Bilgisayar  Destekli ~ Sperma  Analizi, vasitasiyla
spermatozoalarin ~ motilite = muayenesinde = hiz  Gzellikleri
siniflandirilmaktadir. Yapilan muayene sonucu elde edilen ¢iktilarin
ortalama (en az 3 tekrar) verileri, tiire ait sonuglar ile kiyaslanarak
tan1 koyulmalidir (Ata, 2023). Motilite parametrelerini elde etmek
icin, BDSA’y1 kullanirken her numune i¢in en azindan 200 hareketli
spermatozoon incelenmelidir. Bu tespit, “cok daha fazla sayida
spermanin  saptanmasinin  gerekecegi” anlami1  tagimaktadir.
Spermatozoonlar, hareketin tipine gore kategorize edilecekse veya
bir numune i¢inde baska degiskenlik analizleri de planlanacaksa, en
azindan 200 ve miimkiinse 400 hareketli spermatozoonun
incelenmesine gerek duyulacaktir (WHO, 2021). Motilite kavrami
spermatolojik muayenelerde TM ve PM olmak iizere iki kisimda
incelenir. Toplam motilite, sperma i¢indeki spermatozoalarin
hareketli olan spermatozoalara oranmidir. Progresif motilite, sperma
icerisinde bulunan motil spermatozoalarin arasinda herhangi bir
yonde dogrusal ve hizli hareket eden spermatozoalar: ifade
etmektedir (Sonmez & Firat, 2022). Vigolo et al. (2022), TM’y1, 25
um/s'den daha yiliksek VAP ve 20 pum/s'den daha yiliksek VSL
gosteren spermatozoa yiizdesi olarak tanimlarken, progresif
motiliteyi ise 25 pum/s'den daha yiiksek VAP ve %75'ten daha yiiksek
STR gosteren spermatozoa ylizdesi olarak tanimlamislardir. Baska
bir ifade ile progresif motilite, orta limit degerinden daha biiyiik
VCL ile hareket eden ve standartlasmis esikten daha biiyiik STR’ye
sahip olan ylizde olarak ifade edilen hiicre sayisidir (Kathiravan et
al., 2011). Progresif motilite alt parametreleri boga spermasinda,
hizli (rapid) (>100 pm/s), orta (medium) (>75 pum/s), yavas (slow)
(>50 um/s) ve hareketsiz (static) olarak ayrilmaktadir (Inang et al.,
2018). Tablo 2.’de hayvan tiirlerine gore spermatozoon hizi
kategorileri verilmistir.
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Tablo 2. Hayvan tiirlerine gore spermatozoon hizi kategorileri

Tiir Hizli (rapid) | Orta (medium) | Yavas (slow) | Yerinde duran
hareket hareket (um/s) | hareket (statik) (v=0
(um/s) (um/s) um/s)

Insan v>25 5<v<25 v<5 v=0

Boga v >80 15 <v<80 v<15 v=0

Kopek v >80 v>50 v>20 v=0

(Kangal)

Teke v > 100 v>170 v >40 v=0

(Norduz)

Teke v>120 v>90 v > 60 v=0

(Ankara)

Kog (Santa | v>75 45 <v <75 10<v<45 v<10

Ines)

Aygir v>50 20 <v <50 v>20 v<0

(Ata, 2024)

Farkli BDSA donanimlari, motiliteye iliskin bir¢ok degiskeni
hesaplamak icin birbirinden farkli matematiksel algoritmalar
kullanmaktadir. Ancak, bu cihazlarin 6l¢iim kriterlerinin ne diizeyde
denklige sahip oldugu halen netlik kazanmamistir (WHO, 2021).

Insan spermatozoalarinda hareket, ileri hizli progresif
motilite (Grade a), yavas ve yerinde progresif hareketli (Grade b),
progresif olmayan motilite (Grade c) ve hareketsiz (Grade d) olarak
siiflandirilmaktadir (Menkveld, 2007). 37 °C’de progresif motilite
icin, spermatozoa saniyede 25 um’nin lizerinde, oda 1sisinda ise
saniyede 20 um yada iizerinde ileriye dogru hareket etmelidir.
Bundan bagska 37 derecede hareket ederken 4 yada 5 bas
biiyiikliigiinde hareket etmelidir (WHO, 1999). Ileri progresif
hareket saniyede <5 bas biiyiikliigiinden az ise hem oda sicakliginda
hem de 37 °C sicaklikta spermatozoanin non-progresif yada grade ¢
motilitesine sahip oldugu kabul edilmelidir. Bu smirlar igerisinde
spermatozoa, grade b yada yavas ileri hareketli olarak
diisiiniilmelidir (Menkveld, 2007). Tablo 3.’de taze spermada bazi
normozoospermi parametre degerleri verilmistir.
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Tablo 3. Taze spermada bazi normozoospermi parametre degerleri.

Tiir Spermatozoon Motil (%) (natif Morfolojik Normal
Konsantrasyonu spermatozoon) Spermatozoon (%)
(x10%ml)

Boga 1000 (300-2000) 40-75 65-95

Kog 2500 (1000-6000) 60-80 80-95

Teke 2400 (1000-6000) 60-85 75-95

Domuz | 370 (140-735) >75 (50-80) >80 (70-90)

Aygir 120 (30-600) 40-75 60-90

Horoz | 5000 (3000-8000) >80 >80

Képek | 125 (4-400) 50-90 >80 (50-90)

Kedi 1730 (96-3740) 40-90 44-71

Tavsan | 500 (10-1000) 80 80

Insan | >15 40-65 30-70

(Ata, 2023)

Motilitenin  olmasi gereken simirindan az olmasina,
terminolojik olarak asthenozoospermi adi verilir. Insanda %40’tan
az, kogta %50’den az, kopekte %50’den az, aygirda %40’tan az ve
bogada %50’den az degerler asthenozoospermi olarak adlandirilir
(Ata, 2023). Tablo 4.’de hayvan tiirlerine gére BDSA parametreleri
verilmistir
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Tablo 4. Hayvan tiirlerine gore BDSA parametreleri
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Egrisel Hiz (VCL - Velocity of Curvilinear -pm/s)

Spermatozoon basinin ileriye dogru hareket ederken kat
ettigi iki boyutlu gercek egrisel yoldaki hiz degeridir ve istikamete
yonelimdeki gercekte ne kadar yol aldiginin gostergesidir. VAP, VSL
ve VCL esas hiz gostergelerinin en yiiksek degere sahip olanidir
(Sonmez & Firat, 2022). Hiicre canliligmin bir gostergesidir
(Serefoglu. 2011). Bogalarda ortalama VCL degeri 116-176
(um/s)’dir (Farrell et al., 1998). Tekelerde VCL degeri 171.1 + 6.7
(um/s)’dir (Cox et al., 2006). Robayo et al. (2008), koclarda VCL
degerini 206.1 + 1.0 um/s olarak bildirirken, Jawandi et al. (2024),
27475 £ 63.77 um/s olarak bildirmislerdir. Sekil 4.’de
spermatozoon egrisek hiz degerinin sematize edilmis gosterimi
verilmigtir

Sekil 4. Spermatozoonun egrisel hiz degerinin sematize edilmis
gosterimi

VCL (Velocity Curvilinear) Degeri
Egrisel Hiz-(pm/s)

—~
Spermatozoonun Spermatozoonun son
harekete basladig konumu

konum

VCL: Spermatozoon basinin ileriye dogru
hareket ederken kat ettigi iki boyutlu gercek
egrisel yoldaki degerdir.

vew: A/

Van de Hoek et al. (2022), gore yeniden ¢izilmistir.
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Dogrusal Hiz (VSL- Velocity of Straight Line - pm/s)

Spermatozoonun hareketinin baslangic ve bitis noktalar
arasindaki diiz ¢izgi mesafesindeki hizidir (Selvi, 2021). Baska bir
ifadeyle hareketin baglangic ve bitis noktasinin kus bakist
uzakliginin  zamana boliinmesiyle elde edilir. Ug temel hiz
parametresinin en diisiik degere sahip olanidir. VAP degeri diizenli
ve diiz yol lizerinde siiregelen spermatozoon hareketinde; genelde
VSL’ye ¢ok yakin iken; dogrusal olmayan hareketlerde ise VAP,
VSL’ye gore oldukea yiiksektir. (Sonmez & Firat, 2022). Bogalarda
ortalama VSL degeri 102-151 (um/s)’dir (Farrell et al., 1998).
Tekelerde VSL degeri 109.1 + 4.9 (um/s)’dir (Cox et al., 2006).
Robayo et al. (2008), koglarda VSL degerini 99.8 + 3.1 um/s olarak
bildirirken, Jawandi et al. (2024), 146.10 + 47.74 pum/s olarak
bildirmislerdir. Sekil 5.’de spermatozoon dogrusal hiz degerinin
sematize edilmis gosterimi verilmistir.

Sekil 5. Spermatozoonun dogrusal hiz degerinin sematize edilmis

gosterimi

VSL (Velocity of Straight Line) Degeri
Dogrusal Hiz-(pm/s)

— —

-~ LY

Spermatozoonun Spermatozoonun son
harekete basgladig konumu
konum

Dogrusal Hiz (pm/s)

VSL: Spermatozoonun basinin, belirli bir siire
icerisinde tespit edilen ilk noktadan son noktaya
gidene kadar olusturdugu diz ¢izgi boyunca aldi
ortalama hiz degeridir.
VSL:

Van de Hoek et al. (2022), gore yeniden ¢izilmistir.
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Ortalama Yol Hiz1 (VAP- Velocity of Avarage Path - pm/s)

Spermatozoon basinin ortalama yolaktaki hizi. Bu yolak
egrisel yolun BDSA cihazlarindaki algoritmalara  gore
diizlestirilmesi ile hesaplanir. Bu algoritmalar cihazlar arasinda
farklilik gosterebilecegi i¢in VAP farkli BDSA sistemleri arasinda
mukayese edilebilir bir 0Ol¢iit degildir (Serefoglu, 2011) Bu
parametre, spermatozoonun izledigi egrisel yolun (VCL*nin),
BDSA cihazlarindaki algoritmalara gore diizlestirilmesi ile
hesaplanan ortalama deger olup bu algoritmalar, cihazlarin
yazilimlar1  arasinda  farklilik  gosterebilir. VAP degeri,
spermatozoonun hedefe dogru ortalama kat ettigi yol bilgisini
vermekte olup her zaman i¢in ii¢ hiz degeri icinde aradaki degerdir
(Sonmez & Firat, 2022). Bogalarda VAP degeri 10 um/sn’de az ise
yavas, 10-25 um/sn arasinda ise orta, 50 pm/sn’den yiiksek ise hizl
olarak degerlendirilir (Farrell et al., 1998). Tekelerde VAP degeri
129.6 = 4.7 (um/s)’dir (Cox et al., 2006). Robayo et al. (2008),
koglarda VAP degerini 121.6 + 2.3 um/s olarak bildirirken, Jawandi
et al. (2024), 156.24 + 44.27 um/s olarak bildirmislerdir. Ratlarda
VAP degeri Sprauge-Dawley 1irkinda 121.5 +3.94, F344 irkinda 129.
7 + 3.8’dir. Sekil 6.’da spermatozoon ortalama yol hiz degerinin
sematize edilmis gosterimi verilmistir.

Sekil 6.Spermatozoonun ortalama yol hiz degerinin sematize
edilmis gosterimi

VAP (Velocity of Average Path) Degeri

Ortalama Yol Hizi - (pum/s)
LS.
///" ~2
/ Sy
“ spermatozc in Sk
harekete bagladif ke
ko num
VAP: Spermatozoon bagimin izledigi egrisel yolun, ortalama
degerler Gzerinden dogrusal bir eksen seklinde belirtildigi hiz

N Van
de Hoek et al. (2022), gore yeniden ¢izilmistir.
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Yanal Bas Yer Degistirme Genligi (ALH- Amplitude of Lateral
Head Displacement - pm/s)

Spermatozoon basinin yanal hareketinin genisligi, basin
ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptig1 uzakliktir ve mesafe
maksimum veya ortalama deger halinde verilir (Peter et al., 2021;
WHO, 2021; Demirhan, 2020; Serefoglu, 2011). ALH,
spermatozoon kapasitasyon sirasinda elde edilen ve kiimiiliis hiicre
katmanlar1 ve zona pellusida gibi oositi g¢evreleyen dollenme
bariyerlerine penetrasyonu gerceklestirmek i¢in gerekli olan 6nemli
bir hareketlilik parametresi olarak kabul edilir (Gadea, 2005).
Bogalarda ortalama ALH degeri 4-6 pm/sn ‘dir (Farrell et al., 1998).
Tekelerde ALH degeri 4.6 £ 0.3 (um/s)’dir (Cox et al., 20006).
Robayo et al. (2008), koglarda ALH degerini 6.1 + 0.2 pm/s olarak
bildirirken, Jawandi et al. (2024), 1.93 + 0.59 um/s olarak
bildirmislerdir. Sekil 7.’de spermatozoon basinin yana olan
degistirme genligi sematize edilmis gosterimi verilmistir.

Sekil 7.Spermatozoon basinin yana olan degistirme genligi
degerinin sematize edilmis gosterimi

ALH (Amplitude Lateral Head Displacement) Degeri
Basin Yana Olan Yer Degistirmesi- (um/s)

harekete basladif
konum

ALH:Spermatozoon basinin ortalama yolda ilerlerken laterale dogru saptig
ortalama uzakhg (iceriye dogru olusan dalgalanmasimin uzunlugu) ifade eder.

ALH: F—

Van de Hoek et al. (2022), gore yeniden ¢izilmistir.
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Capraz Frekans Gecisi (Beat Cross Frequency — BCF - Hz)

Spermatozoonun yoriingesi ile yaptigi ortalama kesisme
frekansi olarak ifade edilmektedir (Selvi, 2021; WHO, 2021). BCF
kuyruk hareketlerinin yon degistirme ritminin incelenmesi a¢isindan
onemli olabilmektedir (Sonmez & Firat, 2022). Bogalarda ortalama
BCF degeri 15-16 Hz’dir (Farrell et al., 1998). Sekil 8.’de
spermatozoon c¢apraz ge¢is degerinin sematize edilmis gosterimi
verilmistir.

Sekil 8. Spermatozoonun ¢apraz gegis degerinin sematize edilmig
gosterimi

BCF (Beat Cross Frequency) Degeri
Capraz Frekans Gegisi (Hz)

~ Spermatozoonun Spermatozoonun
harekete basladig son konumu
konum

BCF: Spermatozoon basinin egrisel yolda (VCL) ilerlerken

ortalama yoldan gegme frekansini ifade eder.
scr: O

Van de Hoek et al. (2022), gore yeniden ¢izilmistir.

Dengeleme/Yalpalama (WOB - Wobbel Balancing -%)

Spermatozoonun kat etmis oldugu yolda ilerlerken izlenen
dalgalanmasinin 6l¢iisiidiir (Selvi, 2021; WHO, 2021). Kararsizlik,
sapma olarakta ifade edilebilmektedir (Demirhan, 2020). VAP/VCL
x 100 ile dlgtiliir 0-100 arasinda degerlendirilir. Deger ne denli 100°e

--131--



yakinlagir ise spermatozoonun yalpalanmasinin veya kararsizliginin
o kadar azaldigina isaret eder (Sonmez & Firat, 2022).

Egrisel Yolun Dogrusalligi (LIN- Linearity -%)

VSL / VCL x 100 formiilii ile hesaplanir. Spermatozoonun
hareketinin diizgiin ¢izgisel harekete yatkinlik oranini simgeler
(Selvi, 2021; WHO, 2021). Ayn1 zamanda spermatozoalarin
dogrusal yoldan ne 6l¢iide saptigini da ifade eder. LIN parametresi
0-100 araliginda degerlendirilmektedir. 100’e olan yakinligi ne
oOlglide artar ise spermatozoonun ilerlemesinin diizliigii de o denli
artmis demektir (Sonmez & Firat, 2022).

Gidis Dogrultusu (Straightness - STR- %)

Spermatozoonun kat etmis oldugu ortalama yolun
dogrusalligin1 ifade eder. Spermatozoonun dogrusal hizinin,
ortalama yol hizina bolinmesiyle (VSL/VAPX100) hesaplanir
(Selvi, 2021; WHO, 2021; Sonmez ve Firat 2022). STR o6lg¢iitii 0-
100 deger araligindadir. Deger 100°e ne kadar yakin olursa
spermatozoonun ilerleme yoriingesinin dogrusalligi da o kadar
artacaktir (Sonmez & Firat, 2022).

Ortalama Agisal Yer Degistirme (MAD - Mean Angular
Displacement - °)

Spermatozoon basinin egri ¢izgisel yolu boyunca anlik doniis
acisinin zamana gore ortalama mutlak degerleri (WHO, 2021).
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Genetik Farkhligin BDSA Kinematik Parametleriyle iliskisi

Genetik gruplar arasindaki motilite farkliliklarini kabaca
tahmin edebilmek amaciyla, spermatozoon hareket parametreleri
karsilastirilmistir. Ancak, farkli ¢aligmalarin degisken parametre
ayarlari nedeniyle sonuglar dogrudan
karsilagtirilamamaktadir. Ayn1 BDSA parametreleri altinda yapilan
bir arastirmada, siit¢ii irklardan Holstein-Friesian ile et¢i irklardan
Belcika Mavisi bogalarinin  spermatozoon motilite 6zellikleri
incelenmistir. Bu ¢alismada, Belgika Mavisi bogalarinda Holstein-
Friesian’a kiyasla daha fazla hareketsiz spermatozoa ve daha diisiik
hizl1 hareket eden spermatozoa bulundugu belirlenmistir. Ayrica, TM
ve PM spermatozoon yiizdeleri ile VAP, VSL ve STR gibi hiz
parametrelerinin Belgika Mavisi irkinda daha diisiik oldugu rapor
edilmistir. Bunun yani sira, Belgika Mavisi bogalarinin kinetik
aktivitesinin daha diisiik oldugu, BCF degerlerinin daha az ve ALH
seviyelerinin ise daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir (Hoflack et
al., 2007). Tablo 5.’de farkli boga 1rklarinda dondurma 6ncesi, tablo
6.’da BDSA ¢6ziim sonu BDSA degerleri verilmistir.

kullanmasi

Tablo 5. Farkli boga wklarinda dondurma oncesi BDSA degerleri

Dondurma Oncesi

Irk - Jersey Belcika Holstein-
Mavisi Friesian

TM (%) 89 95.94+0.5 70.4£15.2 82.9+12.0
PM (%) 70 54.1£1.9 53.8+14.8 68.9+11.7
VAP (um/s) 138 127.1£3.4 114.0+18.3 120.9+14.4
VSL (um/s) 127 88.4+1.9 98.8+1.8 109.4+14.2
VCL (um/s) 144 239.346.1 - -
ALH (um/s) |5 10.442 5.0£1.0 4.5+0.8
BCF (um/s) 15 25.7+0.8 36.9+3.7 39.0+3.0
STR (%) 92 69.2+1.2 84.9+4.0 89.2+3.1
LIN (%) 88 38.1+0.8 - -
Kaynaklar Farrell et Karthikeya Hoflack et al. | Hoflack et al.

al. (1998) (2003) (2007) (2007)

(Kathiravan et al., 2011)
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Tablo 6. Farkli boga wklarinda ¢oziim sonu BDSA degerleri

Coziim Sonrasi
. Friesian x

Irk Holstein Jersey Kangaam Sahiwal
TM (%) 67.242.3 65.442.2 64.8+1.8 48.243.8
PM (%) 36.6+5.1 35.1+1.7 39.5+0.9 24.3+£2.3
VAP (um/s) 95.3£1.5 98.8+2.2 89.2+1.9 86.9+£2.5
VSL (um/s) 84.5+2.0 74.8+1.5 69.9+1.6 68.1+1.9
VCL (um/s) | 163.4+5.4 184.9+5.5 169.2+4.2 172.2+5.4
ALH (um/s) | - 9.3+0.3 9.0+0.2 9.5+0.3
BCF (um/s) - 27.6+1.0 27.9£0.5 28.1+0.4
STR (%) - 73.4+1.0 74.8+0.6 76.4+0.8
LIN (%) - 40.5+0.9 48.0+0.7 40.3+0.7

Hallap et al. | Karthikeya Rengarajan Hoflack et
Kaynaklar (20061; 2003) (200g4) : al, (2007)

(Kathiravan et al., 2011).

VCL ve VAP, Duroc x Pietrain domuzlarinda, Pietrain
domuzlaria gore daha ytiksekken, VSL, LIN ve STR gibi progresif
motilite degiskenleri Pietrain'de Duroc x Pietrain domuzlarina gore
daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Tim kinematik degiskenlerin
tahmini degerlerinin Duroc x Pietrain domuzlarinda Pietrain
domuzlarina gore ortalama degerlere daha yakin oldugunu
gostermistir (Barquero et al., 2021).

Staffordshire, Bull Terrier, Labrador Retriever, Spanish
Mastiff, Valencian Rat Hunting Dog, British Bulldog ve Chihuahua
arasinda yapilan ¢aligmada parametrelerin ¢ogu tiim 1rklar arasinda
onemli farkliliklar géstermistir. En yiiksek VCL, VSL, VAP ve BCF
Staffordshire Bull Terrier'de, en yiiksek LIN, STR ve WOB Ingiliz
Bulldog'da ve en yiiksek ALH Labrador Retriever ve Ispanyol
Mastiff'te goriilmiistiir. Tiim parametreler i¢in en diisiik degerler
Chihuahua'da elde edilmistir (Valverde et al., 2019a). Tablo 7.’de
farkli kopek 1rklarina ait BDSA degerleri verilmistir.
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Tablo 7. Farkh kopek wklarina ait BDSA degerleri

BB: British Bulldog;, CHI: Chihuahua; LR: Labrador Retriever,
SBT: Staffordshire Bull Terrier; SM: Spanish Mastiff; VRH:

Valencian Rat Hunting.
© SBT LR SM VRH BB CHI
®
£
o
[
o
VCL 158.4+ | 150.1+ | 130.3+ | 124.7+ | 939+ 815+
54.4 48.4 50.0 50.0 42.0 53.5
VSL 66.2 + 57.0+ 49.8 + 47.4 53.0+ 27.5+
34.7 33.1 31.9 32.0 35.9 26.4
VAP 95.1+ 83.7 76.6 = 66.7 + 67.3 44.0 =
31.8 29.9 324 30.1 35.1 29.9
LIN 419+ 371+ 37.3 36.5+ 51.5+ 30.7 =
18.4 18.1 18.4 19.1 24.3 16.1
STR 67.0 = 64.4 + 61.9=+ 65.8 = 719+ 55.6 +
23.4 24.2 24.0 26.1 26.4 23.7
WOB | 61.1+% 559+ 58.5+ 53.3+ 68.1+ 53.7 =
11.5 11.4 11.5 12.5 14.2 10.8
ALH 3.6+ 3.7+ 3.7+ 3.1+ 3.3+ 2.8+
1.2 1.2 1.4 1.1 1.3 1.2
BCF 18.3+ 16.3 = 145+ 145« 10.3 = 9.5+
5.9 5.5 6.7 6.0 4.5 6.2

(Valverde et al., 2019a)

IVF ortamindaki VCL, BCF ve ALH'deki tiir farkliliklari,
kapasitasyon ajanlarma verilen yanitin tiirler arasinda degistigini
gostermektedir. Spermatozoon plazma zar1 bilesimindeki potansiyel
tiir farkliliklar, antilop tiirleri arasindaki ALH, VSL, LIN ve STR
farkliliklarinin -~ gdsterdigi  gibi  kapasitasyon  derecesindeki
farkliliklar1 agiklayabilir (Chatiza et al., 2012).
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Sonug

Son yillarda in vitro sperma degerlendirme yontemlerinde
kaydedilen teknolojik gelismeler, spermatozoalarin fertilite ile
iligkili 6zelliklerinin daha objektif, hassas, hizli ve tekrarlanabilir
bigimde degerlendirilmesine 6nemli katkilar saglamistir. Geleneksel
spermatolojik  yontemlerin O6nemli bir boliimiiniin  gdzlemci
deneyimine ve subjektif degerlendirmeye dayanmasi, o6zellikle
motilite, morfoloji ve konsantrasyon gibi temel parametrelerde
gozlemciler aras1 farkliliklara ve Olgiim hatalarina neden
olabilmektedir. Bu baglamda gelistirilen BDSA sistemleri,
spermatozoalarin gorlintii temelli olarak otomatik ve kantitatif
bicimde degerlendirilmesini saglayarak sperma analizinde
standardizasyon ve objektiflik agisindan énemli bir ilerleme ortaya
koymustur. BDSA sistemlerinin sagladigir en dnemli avantajlardan
biri, kisa silire icerisinde ¢ok sayida spermatozoonun analiz
edilebilmesi ve bdylece sperma Orneginin daha genis bir hiicre
poplilasyonu iizerinden degerlendirilmesine olanak saglamasidir.
Ozellikle spermatozoon motilitesi ve kinematik dzelliklerinin VCL,
VSL, VAP, LIN, STR, WOB, ALH ve BCF gibi ¢cok sayida parametre
iizerinden degerlendirilmesi, spermatozoon hareketinin yalnizca tek
bir yiizde degeriyle ifade edilmesinin 6tesine gegilmesini miimkiin
kilmaktadir. Bu yaklasim, spermatozoalarin farkli hareket
modellerinin ve sperma drnegi igerisindeki heterojen spermatozoon
alt popiilasyonlarinin daha ayrintili bigimde ortaya konmasina katki
saglamaktadir. Dolayisiyla BDSA, yalnizca klasik spermatolojik
parametrelerin otomatik olarak ol¢iilmesini saglayan bir teknoloji
degil, ayn1 zamanda spermatozoon hareket davranisinin nicel olarak
karakterize edilmesine olanak taniyan ileri bir analiz platformu
olarak degerlendirilmelidir. Bununla birlikte, BDSA ile elde edilen
parametrelerin tek basma erkek fertilitesinin biitiin yonlerini
aciklamas1  beklenmemelidir.  Spermatozoonun fertilizasyon
kapasitesi; motilite ve morfolojinin yani sira hiicresel ve molekiiler
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diizeyde ¢ok sayida fonksiyonun birlikte etkisiyle belirlenmektedir.
Bu nedenle BDSA sonuglarinin fertilite agisindan yorumlanmasinda
yalnizca yiiksek motilite veya belirli bir kinematik parametrenin
iistiinliigline dayali degerlendirmeler yerine, spermatozoon hareket
ozelliklerinin fertilizasyon sonuglariyla iliskisini ortaya koyan
kontrollii ve tiirlere 6zgii ¢alismalarin sonuglar1 dikkate alinmalidir.
Ozellikle farkli hayvan tiirlerinde ve farkli iiretim kosullarinda
belirlenen  kinematik  Ozelliklerin  fertilite  ile  iliskisinin
degisebilmesi, BDSA parametreleri i¢in evrensel esik degerlerin
olusturulmasini giiglestirmektedir. BDSA sistemlerinin giivenilirligi
ve farkli calismalar arasinda elde edilen sonuglarin
karsilastirilabilirligi de onemli Olglide standardizasyon diizeyine
baglidir. Numune hazirlama kosullari, spermatozoon yogunlugu,
kullanilan goriintiileme sistemi, biiylitme ve optik 6zellikler, analiz
yazilimi, algoritmalar, degerlendirme kriterleri ve kullanilan esik
degerler ayn1 6rnekten elde edilen sonuclari etkileyebilmektedir. Bu
nedenle BDSA sonuglarimin yalnizca cihazin teknik o6zellikleri
iizerinden degerlendirilmemesi; ornek hazirlamadan goriintii elde
edilmesine, goriintii analizinden veri yorumlamaya kadar biitiin
siirecin standardize edilmesi gerekmektedir. Cihazlarin diizenli
kalite kontrol ve kalibrasyonlarinin yapilmasi, analiz protokollerinin
acik bicimde tanimlanmasi ve laboratuvarlar arasi1 metodolojik
farkliliklarin  azaltilmasi, elde edilen verilerin giivenilirliginin
artirilmasi agisindan temel Onem tagimaktadir. Gelecekte BDSA
teknolojilerindeki gelismelerin yalnizca analiz hizinin artirilmasina
degil, spermatozoonun fertilite potansiyelini daha dogru bi¢imde
yansitan yeni gOriintli temelli biyobelirteclerin belirlenmesine
odaklanmas1 beklenmektedir. Ozellikle yapay zekd ve makine
Ogrenmesi tabanli gorlintii  analiz  algoritmalarinin  BDSA
sistemlerine  entegrasyonu, spermatozoalarin morfolojik ve
kinematik Ozellikleri arasindaki karmagik iligkilerin ortaya
cikarilmasina ve insan kaynakli degerlendirme farkliliklarinin

azaltilmasma olanak saglayabilir. Biiyiikk veri havuzlarinin
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kullanilmastyla olusturulacak modeller, gelecekte yalnizca mevcut
sperma kalitesinin tanimlanmasindan ziyade belirli bir sperma
orneginin veya erkegin fertilite potansiyelinin Ongoriilmesine
yonelik yeni yaklagimlarin gelistirilmesini miimkiin kilabilir. Ancak
bu tiir modellerin giivenilir bigimde kullanilabilmesi i¢in farkl tiir,
ik, yas, sperma isleme yontemi ve fertilite diizeylerini iceren genis
veri setleriyle gerceklestirilecek bagimsiz validasyon ¢alismalarina
ihtiya¢ bulunmaktadir.

Sonug olarak BDSA sistemleri, sperma degerlendirmesinde
subjektif gozlemci etkisini azaltan, ¢ok sayida spermatozoonun kisa
stirede analiz edilmesine olanak saglayan ve spermatozoon
motilitesi, morfolojisi, konsantrasyonu ve kinematik o6zelliklerini
objektif ve kantitatif bicimde ortaya koyabilen énemli teknolojik
araglardir. Bununla birlikte, BDSA'nin gercek degeri yalnizca daha
hizli veya daha ayrintili 6l¢iim yapabilmesinde degil, elde edilen
nicel spermatozoon oOzelliklerinin gercek fertilite sonuclariyla
iligkilendirilebilmesinde = yatmaktadir. Bu nedenle gelecekte
yapilacak arastirmalarin, BDSA parametreleri ile ger¢ek dol verimi
arasindaki iliskilerin farkli tiirlerde ve kontrollii kosullarda
belirlenmesine, tlirlere 6zgii referans degerlerin olusturulmasina ve
analiz protokollerinin standardize edilmesine Oncelik vermesi
gerekmektedir. Yapay zeka ve makine 6grenmesi destekli analizlerin
yayginlagsmasiyla birlikte BDSA teknolojilerinin, klasik sperma
kalitesi degerlendirmesinin oOtesine gegerek fertilite tahmini,
damizlik se¢iminde karar destegi ve ilireme biyoteknolojilerinin
optimizasyonunda daha etkin bigimde kullanilacagi
ongoriilmektedir.
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BOLUM 4

YARDIMCI UREME TEKNIKLERINDE SPERM
AYIRMA VE SECME YONTEMLERININ TEK
KATMANLI SANTRiFUJ TEKNIiGIi iLE
KARSILASTIRILMASI

IAHMET CiHAD GOK
2AYHAN ATA

Giris

Fertilite hem erkek hem de disi faktorleri igeren karmasik ve
cok yonlii bir olgudur. Geleneksel olarak damizlik hayvanlarin
fertilitesi Oncelikle sperm kalitesine baglanirken, spermanin diger
onemli bileseni olan seminal plazmanin rolii gogu zaman goz ardi
edilmistir (Goodla et al., 2014). Sperm kalitesini artirmaya yonelik
stratejilerden biri, ejakiilat igerisinden en canli spermatozoalarin
secilmesidir. Rodriguez-Martinez & Morrell'e (2009) gore, yalnizca
yliksek kaliteli spermatozoalar1 izole etmekle kalmayip ayni
zamanda bunlar1 seminal plazmadan etkili bi¢imde ayiran yeni
sperm se¢me teknikleri gelistirilmistir.
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Dogal iireme siirecinde spermatozoalar disi iireme kanalinda
cesitli se¢ilim mekanizmalarina maruz kalir ve bu mekanizmalar
kusurlu veya olgunlagsmamis sperm hiicrelerinin uzaklastirilmasini
saglar. Boylece yalnizca fonksiyonel olarak yeterli ve saglikli
spermatozoalarin  fertilizasyon bdlgesi olan isthmus-ampullar
birlesim noktasina ulagmasi beklenir (Morrell & Rodriguez-
Martinez, 2010; Morrell, 2011). Yardimc1 {ireme uygulamalarinda
laboratuvar sperm se¢me yontemleri bu dogal siiregleri taklit edecek
sekilde tasarlanmistir ve biyomimetik teknikler olarak adlandirilir.
Bu yontemler iki ana gruba ayrilabilir: filtrasyon, kolloid santrifiijii
ve migrasyon gibi sperm se¢me teknikleri ile yalnizca seminal
plazmay1 uzaklagtiran sperm yikama yontemleri (Morrell et al.,
2010).

Sperm Ornekleri laboratuvar ortaminda farkli yontemlerin
kullanildigr bir dizi asamayla hazirlanir. Bu islemler, spermin
fertilizasyon kapasitesini belirleyen en 6nemli iki parametre olan
motilite ve morfolojiyi iyilestirebilir. Seminal plazma, 6li veya
hasarli anormal spermatozoalar, olgunlasmamis germ hiicreleri,
bakteriler, hiicresel artiklar ve beyaz kan hiicreleri uzaklastirilir
(Duracka et al., 2023). Ayrica son yillarda spermde reaktif oksijen
tirlerinin (ROS), DNA fragmantasyonunun, apoptozun ve
mitokondriyal membran potansiyelinin 6nemini gosteren ¢aligmalar
da dikkat cekmektedir (Gok, 2021).

Sperm hazirlama, yardimci iireme tedavilerinde seminal
plazmanin uzaklastirilmasi ve canli spermlerin seg¢ilmesi agisindan
kritik bir asamadir. In vitro fertilizasyon programlarinda optimum
sonuglar elde etmek amaciyla sperm se¢me yoOntemlerinden
yararlanilir. Spermatozoalarin seminal plazmadan izolasyonu igin
yikama/santrifiij, swim-up, hyaliironik asit baglanma teknigi,
yogunluk gradyan santrifiijii, tek katman teknigi, Manyetik Aktive
Hiicre Ayirma (MACS) ve sperm analizinde akis sitometrisi gibi

cesitli yontemler tanimlanmistir.
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Ureme, bilim insanlari tarafindan heniiz tam olarak
aciklanamamistir. Fertilite hem erkek hem de disi bilesenlerden
olusan karmasik ve ¢ok yonlii bir olgudur. Bunun nedeni erkek ve
disi iireme sistemlerinin karmasik yapisidir. Iliskilendirilmis
damizlik hayvanlarin fertilitesi Oncelikle sperm kalitesiyle
iliskilendirilmis, ancak seminal plazmanin rolii siklikla géz ardi
edilmistir. Sperm se¢me yontemleri, liremeyi dogrudan etkileyen
temel faktorler arasindadir. Bu segme yontemleri kullanilarak sperm
kalitesinin ve fertilizasyon yeteneginin artirilmasinda sperm
motilitesi ve morfolojisinin 6nemli oldugu gdsterilmistir. Sperm
secme yoOntemleri ayrica istenmeyen seminal plazma, 6li veya
hasarli anormal spermatozoa, olgunlasmamis germ hiicreleri,
bakteriler, hiicresel artiklar ve beyaz kan hiicreleri gibi unsurlari
uzaklastirir. Bu boliimde yikama/santrifiij, swim-up, hyaliironik asit
baglanma teknigi, yogunluk gradyan santrifiijii, tek katman teknigi
ve Manyetik Aktive Hiicre Ayirma (MACS) yontemi ele
alinmaktadir. Ardindan Tek Katmanli Santrifiij (SLC) tekniginin
avantajlar1 ve sinirliliklar tartisilmaktadir.

Yikama

Basit sperma yikama, sperma orneginden seminal plazmanin
ve ¢oOziinebilir seminal bilesenlerin uzaklastirilmasi amaciyla
kullanilan en temel sperm hazirlama yontemlerinden biridir. Yontem
esas olarak sperma 0rneginin uygun bir sperm hazirlama veya kiiltiir
medyumu ile seyreltilmesi, santrifiij edilmesi, iist sivinin
uzaklastirilmasi ve tiipilin tabaninda olusan sperm pelletinin yeniden
stispanse edilmesine dayanir. Diger sperm sec¢im tekniklerinden
farkl1 olarak basit sperm yikama, spermatozoalari hareketlilik,
morfoloji, membran Ozellikleri veya DNA biitiinligii gibi belirli
kalite ozelliklerine gore giiclii bicimde segmez. Bu nedenle teknik
daha ¢ok bir sperm preparation yontemi olarak degerlendirilir;
yiksek derecede segici bir sperm selection yontemi degildir (World

Health Organization (WHO, 2021).
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Basit sperm yikamanin temel amaclarindan  biri,
spermatozoalarin seminal plazmadan ayrilmasi ve yardimci lireme
uygulamalarinda kullanilabilecek uygun bir sperm siispansiyonunun
elde edilmesidir (Mortimer & Mortimer, 1992; World Health
Organization (WHO), 2021). Seminal plazma, spermatozoalarin
ejakiilasyon sonrasindaki fonksiyonlarin desteklenmesinde 6nemli
rol oynayan kompleks bir biyolojik sividir. Insanlarda seminal
plazmanin biiyiik boliimii seminal vezikiiller ve prostat bezinden
kaynaklanmakla birlikte epididimis, bulbouretral ve diger yardimci
iireme bezlerinin salgilar1 da seminal plazmanin bilesimine katkida
bulunmaktadir (Juyena & Stelletta, 2012; Druart & de Graaf, 2018).
Seminal plazma; proteinler ve peptitler, lipidler, karbonhidratlar,
elektrolitler ve diger inorganik iyonlar, metabolitler, enzimler,
hormonlar, antioksidanlar ve c¢esitli biyolojik olarak aktif
molekiillerden olusan karmasik bir ortamdir (Juyena & Stelletta,
2012; Druart & de Graaf, 2018). Bu bilesenler spermatozoalarin
hareketliliginin diizenlenmesi, membran stabilitesinin korunmasi,
enerji metabolizmasiin desteklenmesi, kapasitasyon ve akrozom
reaksiyonu gibi fertilizasyonla iligkili siire¢lerin diizenlenmesi ve
spermatozoalarin disi tireme kanalindaki ¢evresel kosullara karsi
korunmas1 gibi 6nemli fizyolojik fonksiyonlara sahiptir (Druart &
de Graaf, 2018).

Bununla birlikte, seminal plazmanin ejakiilat igerisindeki
fizyolojik yararlari, spermatozoalarin yardimci iireme teknikleri i¢in
hazirlanmas1 sirasinda seminal plazmanin tamamen korunmasi
gerektigi anlamina gelmemektedir. Sperm hazirlama islemlerinde
spermatozoalarin seminal plazmadan hizli ve kontrollii bi¢imde
ayrilmasi, fertilizasyon kapasitesi daha uygun bir sperm
popiilasyonunun elde edilmesinin temel basamaklarindan biri olarak
kabul edilmektedir (Mortimer & Mortimer, 1992). Bu amagcla basit
sperm yikama igsleminde sperma 6rnegi uygun kiiltiir medyumu ile
seyreltilmekte, santrifiij yoluyla spermatozoalar pellet haline
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getirilmekte  ve  seminal plazmayr iceren  siipernatant
uzaklastirilmaktadir. Sperm pelleti daha sonra taze kiiltiir
medyumunda yeniden siispanse edilerek sonraki laboratuvar veya
yardimci iireme uygulamalari i¢in hazirlanmaktadir (WHO, 2021).
Dolayisiyla basit sperm yikamanin temel islevi seminal plazmay1 ve
¢Ozlinmiis seminal bilesenlerin 6nemli bir boliimiinii uzaklastirarak
spermatozoalar1 kontrollii bir kiiltiir ortamina aktarmaktir.

WHO’nun Laboratory Manual for the Examination and
Processing of Human Sperma kilavuzunun altinci baskisinda basit
yikama islemi, 6zellikle sperma kalitesi iyi olan 6rneklerde yiiksek
sperm  geri kazanimi saglayabilen bir ydntem olarak
tanimlanmaktadir. Bununla birlikte WHO, basit yikamanin sperma
orneginde bulunan hiicresel artiklar1 ve l6kositleri etkili sekilde
elimine etmedigini 6zellikle belirtmektedir (WHO, 2021). Bu 6zellik
yontemin en énemli sinirlamalarindan biridir.

Basit yikama yonteminin temel islevlerinden biri
spermatozoalarin seminal plazmadan ayrilmasi ve seminal plazma
konsantrasyonunun 6nemli Olclide azaltilmasidir. Seminal plazma
ejakiilat icerisinde spermatozoalarin fizyolojik fonksiyonlarnin
desteklenmesinde Onemli roller {iistlenmekle birlikte, yardimci
iireme teknikleri i¢in sperm hazirlanirken spermatozoalarin seminal
plazmadan hizli ve etkili bicimde ayrilmas1 gerekmektedir. Nitekim
seminal plazmada spermatozoalarin fertilizasyon kapasitesini inhibe
edebilecek faktorlerin bulunabildigi ve bu nedenle yardimc lireme
uygulamalar1 Oncesinde seminal plazmanin uzaklagtirilmasinin
sperm hazirlamanin temel amaclarindan biri oldugu bildirilmistir
(Mortimer & Mortimer, 1992; World Health Organization (WHO),
2021).

Spermatozoalarin seminal plazmadan ayrilmasi ozellikle
intrauterin  tohumlama  (Intrauterine  Insemination-IUI)  gibi

--158--



uygulamalarda 6nemlidir. Ham sperma dogrudan uterus igerisine
verilmek yerine, sperma Orne8i laboratuvarda islenerek
spermatozoalar seminal plazmadan ayrilir ve uygun kiiltiir medyumu
igerisinde klinik kullanima hazir bir sperm siispansiyonu olusturulur.
Bu islem seminal plazma ve igerisindeki prostaglandinler basta
olmak tlizere ¢esitli seminal bilesenlerin  6nemli Olcilide
uzaklagtirilmasini saglar (Mortimer & Mortimer, 1992; WHO,
2021).

Bununla birlikte basit yikama, spermatozoalari seminal
plazmadan ayirmak agisindan etkili olmasina ragmen, sperma
icerisindeki biitlin istenmeyen hiicresel elemanlar1 secici bicimde
uzaklagtiran bir sperm se¢im yontemi degildir. Basit yikamada
sperma kiiltir medyumu ile seyreltilerek santrifiij edilir,
spermatozoalar1 iceren pelet elde edilir, seminal plazmay1 igeren
stipernatant uzaklastirilir ve pelet uygun medyum igerisinde yeniden
siispanse edilir. Dolayisiyla yontem spermatozoalarin spesifik
fonksiyonel veya morfolojik 6zelliklerine dayanan ileri bir se¢im
mekanizmasi icermez (Mortimer & Mortimer, 1992; WHO, 2021).

Basit yikamanin Onemli avantajlarindan biri sperm geri
kazanimimin gorece yiiksek olabilmesidir. Swim-up ydnteminde
sperm sec¢imi, spermatozoalarin kiiltlir medyumuna aktif olarak
ylzebilme yetenegine dayandi§indan, yalnizca yeterli progresif
hareketlilige sahip spermatozoalar sec¢ilen fraksiyona ulasir. Bu
yliksek secicilik, elde edilen toplam spermatozoa sayisinin
azalmasina neden olabilir. Basit yikamada ise spermatozoalar
santrifiij yoluyla pellet igerisinde toplandigindan baslangi¢
ornegindeki sperm hiicrelerinin daha biiyiikk bir boliimii geri
kazanilabilir. WHO (2021), basit yikama ydnteminin 6zellikle iyi
kalitedeki sperma Orneklerinde yiiksek spermatozoa verimi
saglayabildigini belirtmektedir. Bu 6zellik, baslangic sperma
kalitesinin yeterli oldugu ve ileri diizey sperm se¢iminin gerekli
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olmadig1r durumlarda yontemi pratik bir secenek haline getirebilir
(WHO, 2021). Ancak yiiksek sperm geri kazanimi her zaman yiiksek
sperm kalitesi anlamina gelmez. Basit yikamanin segiciliginin sinirli
olmasi1 nedeniyle hareketli spermatozoalarla birlikte immotil veya
morfolojik olarak anormal spermatozoalar ve sperma Orneginde
bulunan diger hiicresel elemanlarin bir kismi pelet igerisinde
kalabilir. Bu nedenle basit yikamanin yiiksek sperm recovery
avantaji, daha secici sperm hazirlama yontemlerine kiyasla daha
diisiik diizeyde hiicresel ayristirma ile birlikte degerlendirilmelidir
(Mortimer & Mortimer, 1992; WHO, 2021).

Sperma Orneginde bulunan 10kositler ve diger reactive
oxygen species (ROS) iiretebilen hiicreler, sperm hazirlama
yonteminin se¢iminde ayrica Onem tagimaktadir. Fizyolojik
diizeylerde ROS sperm fonksiyonlarmin diizenlenmesinde rol
oynayabilmekle birlikte, asir1 ROS iiretimi spermatozoalarda
oksidatif strese neden olabilir. Ozellikle sperm plazma membraninda
bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyona duyarli olmasi
nedeniyle yiiksek ROS diizeyleri lipid peroksidasyonuna, sperm
fonksiyonunda bozulmaya ve hareketlilik kaybina katkida
bulunabilir. ROS olugumunun sperm hazirlama tekniklerinin
etkinligini 6nemli Ol¢iide etkileyebilecegi ve oOzellikle santrifii
sirasinda  ROS  iireten hiicrelerin  fonksiyonel spermatozoalar
iizerinde zararli etkiler olusturabilecegi gosterilmistir (Aitken &
Clarkson, 1988; Shekarriz et al., 1995).

Basit sperm yikama, 16kositler ve diger istenmeyen hiicresel
elemanlar1 spermatozoalardan yliksek secicilikle ayirmak igin
tasarlanmis bir yontem degildir. Santrifiij sirasinda spermatozoalar
ve sperma igerisinde bulunan diger hiicresel elemanlar ayni pelet
icerisinde yogunlasabilir. Bu nedenle 16kosit veya hiicresel debris
icerigi yiiksek sperma Orneklerinde basit yikama yerine density
gradient centrifugation gibi daha segici sperm hazirlama yontemleri
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tercih  edilebilir.  Density gradient ydntemlerinin  motil
spermatozoalart se¢menin yani sira 10kositlerin  ve diger
kontaminant hiicrelerin 6nemli bir boliimiiniin uzaklastirilmasina
katkida bulunabildigi bildirilmistir (WHO, 2021).

Basit sperm yikama santrifiij temelli bir yontem oldugundan,
santrifiij kosullarinin sperm kalitesi lizerindeki potansiyel etkileri
ayrica dikkate alinmalidir. Aitken & Clarkson (1988), motil
spermatozoalarin  ayrilmasindan  Once santrifiij = uygulanan
fraksiyonlanmamig sperm siispansiyonlarinda ROS {iretiminin
arttifimi ve  bu ROS'un ayni siispansiyondaki fonksiyonel
spermatozoalarin ozelliklerini olumsuz etkileyebildigini
gostermistir. Arastirmacilar bu etkiyi 6zellikle diisiik hareketlilik ve
fertilizasyon kapasitesine sahip ROS iireten sperm alt
popiilasyonlariyla iliskilendirmistir.

Benzer sekilde Shekarriz et al. (1995), IVF ve 1UI i¢in
kullanilan sperm hazirlama tekniklerinde spermatozoalarin seminal
plazmadan ayrilmasi amaciyla uygulanan santrifiijiin ROS aracili
iyatrojenik sperm hasarma katkida bulunabilecegini arastirmistir.
Calismanin  sonuglari, santrifiij kosullarinin spermatozoalarin
oksidatif hasar agisindan maruz kaldig: riski etkileyebilecegini ve
sperm hazirlama protokollerinde santrifiij kosullarinin dikkatli
bicimde optimize edilmesi gerektigini gostermektedir (Shekarriz et
al., 1995).

Santrifiij sirasinda spermatozoalarin ROS {ireten hiicrelerle
ayni ortamda yogunlastirilmasi1 ozellikle diisiik kaliteli sperma
orneklerinde Oonem kazanabilir. Bu nedenle sperm hazirlama
sirasinda gereksiz yliksek santrifiij kuvvetlerinden ve uzun veya
tekrarlayan santrifiij basamaklarindan kaginilmasi énemlidir. WHO
(2021) sperm hazirlama protokollerinde santriflij kosullarin1 xg ve
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stire temelinde standardize etmekte ve uygulanacak yonteme gore
kontrollii santrifiij kosullar1 6nermektedir.

Basit yikamanin temel amaci yiiksek motiliteye sahip
spermatozoalart se¢gmek degildir. Bu nedenle islem sonunda
progresif hareketlilik oraninda swim-up gibi dogrudan motiliteye
dayanan sperm se¢im yOntemlerinde goriilen dilizeyde bir
zenginlesme beklenmez. Swim-up yonteminde yalnizca yeterli
hareket yetenegine sahip spermatozoalar kiiltiir medyumuna
gecerken, basit yikamada hareketli ve hareketsiz spermatozoalar
birlikte santrifiij peletine girebilir. Dolayisiyla basit yikamanin
hareketlilik acisindan seciciligi sinirhidir (Mortimer & Mortimer,
1992; WHO, 2021).

Benzer sekilde basit sperm yikamada sperm bast, orta parcast
veya kuyrugunun morfolojik 6zelliklerine gore dogrudan bir se¢im
mekanizmasi bulunmamaktadir. Bu nedenle yontem normal
morfolojiye sahip spermatozoalar1 spesifik olarak zenginlestirmek
amaciyla kullanilmaz. Baslangi¢ 6rneginin sperm konsantrasyonu ve
hareketliliginin yeterli, hiicresel kontaminasyonunun ise diisiik
olmasi1 basit yikamanin uygulanabilirligini artirmaktadir (WHO,
2021).

Sperm DNA biitiinliigii agisindan da basit yikamanin 6nemli
bir  smirliligt  bulunmaktadir.  Yontem  yiksek  DNA
fragmantasyonuna  sahip  spermatozoalar1  diisik  DNA
fragmantasyonuna sahip spermatozoalardan dogrudan ayiran
herhangi bir biyolojik veya fiziksel se¢im mekanizmasina sahip
degildir. DNA biitiinliigli bozulmus bir spermatozoa hareketliligini
koruyabilir ve diger spermatozoalarla birlikte santrifiij peletinde
bulunabilir. Dolayisiyla basit sperm yikama sperm DNA
fragmantasyonuna dayali1 dogrudan bir sperm se¢im yontemi olarak
degerlendirilmemelidir.
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Buna ek olarak santrifiij sirasinda ortaya ¢ikabilecek ROS
iretimi oksidatif sperm hasar1 acisindan dikkate alinmalidir.
Fraksiyonlanmamis sperma drneklerinin santriflij edilmesinin ROS
olusumunu artirabilecegi ve bunun normal fonksiyonel
spermatozoalar1  olumsuz etkileyebilecegi deneysel olarak
gosterilmistir (Aitken & Clarkson, 1988). Shekarriz et al. (1995) da
sperma santrifiijii sirasinda olusabilecek ROS aracili iyatrojenik
sperm hasarini azaltmak amaciyla santrifiij protokollerinin optimize
edilmesinin 6nemini ortaya koymustur. Bu nedenle 6zellikle ROS
iireten hiicrelerin fazla oldugu diisiik kaliteli sperma Orneklerinde
santrifiijiin potansiyel etkileri daha dikkatli degerlendirilmelidir.

Zimmerman et al. (1994), basit yikamay1 hiyaliironat temelli
bir sperm migrasyon yontemiyle karsilastirmis ve basit yikamada
hareketli sperm geri kazaniminin belirgin sekilde daha yiiksek
oldugunu bildirmistir. Bununla birlikte hiyaliironat temelli se¢imin,
elde edilen spermatozoalarin hareketlilik, canlilik ve morfolojik
ozelliklerini daha fazla zenginlestirdigi goriilmiistiir. Bu bulgu basit
yikamanin temel avantajinin yiiksek sperm geri kazanimi oldugunu,
ancak daha secici yontemlerin daha yiiksek kaliteli bir sperm alt
poplilasyonu saglayabilecegini gostermektedir (Zimmerman et al.,
1994).

Basit yikama santrifiij temelli bir yontem oldugu igin
santrifiijiin sperm hiicreleri iizerindeki potansiyel etkileri onem
tagimaktadir. Santrifiijiin sperma orneklerinde ROS olusumunu
artirabilecegi uzun siiredir bilinmektedir. Shekarriz et al. (1995),
farkli santrifiij siireleri ve kuvvetlerinin ROS iiretimi {izerindeki
etkisini arastirmis ve oOzellikle uzun santrifiij siiresinin ROS
olusumunda 6nemli oldugunu gostermistir. On dakikalik santrifiijiin
iki dakikalik santrifiije kiyasla daha fazla ROS olusumuna neden
oldugu bildirilmistir (Shekarriz et al., 1995).
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Santrifiij sirasinda olusan oksidatif stres yalnizca sperm
hareketliligini degil, sperm DNA biitiinliglinii de etkileyebilir.
Aitken & Clarkson (1988) tarafindan yapilan ¢alismada yikanmis
sperm peletinden swim-up ile hazirlanan orneklerde, seminal
plazmadan dogrudan ayrilan spermatozoalara kiyasla daha yiiksek
ROS iiretimi ve daha fazla DNA hasar1 tespit edilmistir. ilging olarak
sperm hareketliliginde belirgin bir bozulma olmadan DNA hasarinin
artabilmesi, yalnizca konvansiyonel sperm parametrelerinin
degerlendirilmesinin  hiicresel hasar1  her zaman ortaya
koymayabilecegini gostermektedir.

Rappa et al, (2016) sperm hazirlama tekniklerini
degerlendiren derlemesinde de geleneksel santrifiij temelli
yontemlerde tekrar eden santriflij basamaklarinin ROS olusumunu
artirabilecegi ve bunun sperm DNA biitiinliigii lizerinde olumsuz etki
olusturabilecegi vurgulanmaistir.

Henkel & Schill (2003), sperm ayirma tekniklerinin
gelisiminin esas olarak immotil, morfolojik olarak yetersiz veya
fertilizasyon kapasitesi diislik spermatozoalardan fonksiyonel
hiicrelerin ayrilmasi ihtiyacindan kaynaklandigini belirtmistir. Basit
yikama bu tekniklerin en erken ve en az secici bigimlerinden biridir.

Bu yontemin temel amact spermleri seminal plazmadan
ayirmak ve istenen hacimde yogunlagtirmaktir (Risopatrén et al.,
1996). Bu amagla steril, konik tabanl santrifiij tlipleri kullanilir.
Biyogiivenlik agisindan tiiplerin santrifiij kullanimina uygun olmasi
onemlidir. Likefiye ornek kiiltlir soliisyonu ile bire bir oraninda
seyreltilerek 2.000 rpm'de 2 dakika santrifiij edilir (Nguyen et al.,
2023). Buradaki temel prensip, santrifiij sirasinda reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) olusumunu 6nlemek i¢in optimum hiz ve siirenin
belirlenmesidir (Parinaud et al., 1997). Yikama yontemi yogunluk
gradyan santrifiijii, swim-up veya manyetik hiicre ayirma gibi farkli
sperma hazirlama protokolleriyle birlikte uygulanabilecegi gibi

--164--



normozoospermik olgularda tek bagina da kullanilabilir (Ozkavukcu
& Aras, 2017).

Sonug¢ olarak basit sperm yikama, seminal plazmanin
uzaklastirilmasi ve yiiksek sayida spermatozoanin kiiltiir medyumu
icerisinde geri kazanilmasi i¢in basit ve pratik bir sperm hazirlama
yontemidir. Bununla birlikte yontemin yiiksek sperm geri kazanima,
siirlt sperm segiciligi ile birlikte degerlendirilmelidir. Basit yikama
motilite, morfoloji, apoptoz veya DNA biitiinliigiine gére dogrudan
secim yapmadigindan, 16kosit, hiicresel debris, diisik kaliteli
spermatozoa veya yiiksek oksidatif stres iceren sperma drneklerinde
swim-up veya density gradient centrifugation gibi daha secici sperm
hazirlama yontemleri daha uygun olabilir (Mortimer & Mortimer,
1992; WHO, 2021).

Swim-up

Swim-up, yardimci iireme tekniklerinde hareketli
spermatozoalarin sperma Orneginden ayrilmasi amaciyla kullanilan
en eski ve yaygin konvansiyonel sperm hazirlama yontemlerinden
biridir. Yontemin temel prensibi, hareketli spermatozoalarin seminal
plazmadan veya 6nceden hazirlanmis sperm peletinden uygun kiiltiir
medyumuna dogru aktif olarak yiizebilme yetenegine dayanir.
Boylece hareketliligi yliksek spermatozoalar kiiltiir medyumunda
zenginlesirken, hareketsiz spermatozoalarin ve hiicresel artiklarin
onemli bir kism1 baslangi¢ 6rneginde kalir (Henkel & Schill, 2003).

Swim-up islemi temel olarak iki farkli sekilde gerceklestirilebilir:

1.Direct swim-up: Spermatozoalarin santrifiij uygulanmadan
dogrudan sivilagsmis sperma Orneginden kiiltiir medyumuna
yilizmesine dayanir.

2.Pellet swim-up veya conventional swim-up: Sperma 6rnegi once
medyumla yikanir ve santrifiij edilerek sperm pelleti olusturulur.
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Daha sonra pelletin {izerine kiiltiir medyumu eklenir ve hareketli
spermatozoalarin bu medyuma ylizmesi beklenir.

Bu iki yaklasim arasindaki en Onemli fark, swim-up
oncesinde santrifiij uygulanip uygulanmamasidir. WHO, miimkiin
oldugunda sperma 6rneginin swim-up oncesinde seyreltilip santrifiij
edilmemesini 6nermektedir. Bunun nedeni santrifiij isleminin sperm
membranlarinda peroksidatif hasar olusturma potansiyelidir. Bu
nedenle WHO, hareketli spermatozoalarin ayrilmasi amactyla direct
swim-up yontemini tercih edilen yaklasim olarak tanimlamaktadir
(WHO, 2021).

Swim-up  yOntemi, spermatozoalarin  motilitesinden
yararlanilarak hiicrelerin belirli bir ortamda toplanmasi prensibine
dayanir. Yikanmis 6rnekler diisiik hacimde siispanse edilerek steril
tiiplere yerlestirilir. Hazirlanan sperm siispansiyonunun iizerine
yaklagik 1 mL kiiltiir s1vist eklenir. Kiiltiir sivisi tlipiin tabanina da
eklenebilir; bu durumda yontem swim-down olarak adlandirilir,
ancak temel prensip aynidir. Her iki yontemde de sivilarin
karismamast ve tabakalarin korunmasi gerekir. Tabakalama
sonrasinda ylizey alanini en list diizeye ¢ikarmak amaciyla tiipler 45°
egimde, 37°C'de 1 saat inkiibe edilir. Santrifiijj sonrasi pellet
uzaklagtirllmadan  {izerindeki  sivi  kolonunun  dikkatlice
yenilenmesiyle de aymi yontem uygulanabilir. Bu durumda
stipernatant uzaklastirilir ve yaklasik 0,5-1 mL taze sperm medyumu
dikkatlice eklenir. Yeterli inkiibasyon siiresinden sonra motil
spermleri igeren siipernatant baska temiz bir tiipe aktarilir. Swim-up
yonteminde inkiibasyon siiresi, sperm hazirlama amaci ve baslangig
sperm parametrelerine gore degistirilebilir (Madrid-Bury et al.,
2003). Temel ama¢ motil sperm hiicrelerini motil olmayanlardan
ayirmaktir. CoOziindiiriilmiis sperma {izerine uygun miktarda
medyum eklenir ve motil sperm hiicreleri bu medyuma dogru gog
eder. Boylece ¢ok yliksek motiliteye sahip sperm hiicreleri elde

edilebilir; ancak elde edilen sperm miktar1 diisiiktiir. Ozellikle pahali
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sperma kullanildiginda bu durum goéz Oniinde bulundurulmalidir
(Gordon, 2003). Dondurulmus spermain motilitesi genellikle
degiskenlik  gdosterir. Swim-up islemi, dondurulmus boga
spermainde ¢ozlindiirme sonrasi gozlenen motilite farkliliklarini
azaltarak yiiksek motiliteli sperma elde edilmesini saglar
(Ozkavukcu & Aras, 2017).

Swim-up yonteminin en Onemli avantajlarindan biri
progresif hareketliligi yiiksek spermatozoalarin  secilmesidir.
Yalnizca kiiltiir medyumuna aktif olarak hareket edebilecek yeterli
motiliteye sahip spermatozoalar  sec¢ilmis fraksiyona
ulagabildiginden, islem sonrasinda progresif hareketli sperm orani
genellikle baslangic sperma Ornegine goére belirgin bicimde
artmaktadir.

Amano et al. (2024), calismasinda islenmemis sperma
orneklerinde progresif sperm hareketliligi %53.1 iken, swim-up
sonrasinda bu oran %92.9'a yiikselmistir. Aym1 ¢alismada density
gradient centrifugation sonrasinda progresif hareketlilik %81.3
olarak bulunmustur. Dolayistyla swim-up ile elde edilen sperm
fraksiyonu bu calismada density gradient centrifugation ile elde
edilenden de daha ytiksek progresif hareketlilik gdstermistir (Amano
et al., 2024).

Bu durum swim-up ydnteminin temel biyolojik segiciligini
gostermektedir: yiiksek hareketlilik yalnizca yontemin sonucunda
olgiilen bir 6zellik degil, ayn1 zamanda spermatozoalarin se¢ilmesini
saglayan temel mekanizmadir.

Swim-up sperm morfolojisine gore dogrudan se¢im yapan bir
yontem degildir. Bununla birlikte morfolojik olarak normal
spermatozoalarin ¢ogunlukla daha iyi hareket Ozelliklerine sahip
olmas1 nedeniyle motiliteye dayali secim, normal morfolojiye sahip
spermatozoalarin dolayli olarak zenginlesmesini saglayabilir.
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Amiri et al. (2012), swim-up ve density gradient
centrifugation yontemlerini yliksek motilite, normal morfoloji ve
diisiik DNA fragmentasyonuna sahip spermatozoalar1 geri kazanma
kapasiteleri agisindan karsilastirmistir. Calisma, sperm hazirlama
yontemlerinin baslangi¢ Ornegine gore daha kaliteli sperm
fraksiyonlarinin elde edilmesini saglayabildigini gostermistir (Amiri
etal., 2012).

Swim-up yoOnteminin Onemli arastirma alanlarindan biri
sperm DNA biitiinliigii tizerindeki etkisidir. Hareketliligi yiiksek
spermatozoalarin DNA biitiinliigiiniin de daha iyi olabilecegi
diisiincesi nedeniyle swim-up isleminin DNA fragmentasyonu diisiik
sperm popiilasyonlarini zenginlestirebilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Younglai et al. (2001), santrifiij iceren conventional swim-up
ile santrifiij icermeyen direct swim-up yontemlerini DNA
fragmentasyonu agisindan karsilastirmistir. Aragtirmada iki swim-up
yontemi arasinda DNA fragmentasyonu bakimindan anlamli bir fark
goriilmemis ve kullanilan conventional swim-up protokoliiniin
normal sperma Orneklerinde direct swim-up'a kiyasla ek DNA hasari
olusturdugu gosterilmemistir (Younglai et al., 2001).

Swim-up  yoOnteminde yiikksek  hareketlilige  sahip
spermatozoalarin secilmesi dolayli bicimde daha iyi morfolojik
ozelliklere sahip sperm popiilasyonunun zenginlesmesine katkida
bulunabilir. Benzer sekilde, density gradient centrifugation
yogunluk ozellikleri iizerinden daha olgun ve morfolojik olarak
normal spermatozoalar1 zenginlestirebilir. Basit yikamada ise bu
diizeyde secici bir mekanizma bulunmamaktadir.

Conventional veya pellet swim-up yonteminde sperma
orneginin swim-up Oncesinde santrifiij edilmesi potansiyel bir
dezavantajdir. Santrifiij sirasinda spermatozoalarin 16kositler,
immotil spermatozoalar ve diger hiicresel elemanlarla birlikte pellet

olusturmasi reactive oxygen species (ROS) olusumunu artirabilir.
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WHO bu nedenle miimkiin oldugunda sperma 6rneginin swim-up
oncesinde seyreltilip santrifiij edilmemesini ve direct swim-up
uygulanmasimn1 O6nermektedir. WHO'ya gore On santrifiij sperm
membranlarinda peroksidatif hasar meydana getirebilir (WHO,
2021).

Bununla birlikte, santriflij iceren swim-up'in her durumda
DNA hasart olusturdugu sodylenemez. Younglai et al. (2001)
calismasinda santrifiij iceren swim-up ile direct swim-up arasinda
DNA fragmentasyonu agisindan anlamli fark bulunmamistir.
Dolayistyla santrifiijiin etkisi baslangi¢ sperma kalitesi, santrifiij
kuvveti, siiresi ve kullanilan laboratuvar protokoliine bagl olabilir
(Younglai et al., 2001). Bu nedenle, santrifiijiin sperm iizerinde
oksidatif/peroksidatif hasar olusturma potansiyeli bulundugu ve bu
nedenle WHO tarafindan direct swim-up'in tercih edildigi, ancak
uygun kontrollii santrifiijiin mutlaka DNA hasarina yol agtiginin
sOylenemeyecegidir.

Hyaliironik Asit(HA) Baglanma Teknigi

Hyaliironik asit (HA), ekstraselliiller matriksin 6nemli bir
bilesenidir ve hiicre hareketi, hiicre—hiicre etkilesimi ve farklilasma
gibi ¢esitli biyolojik siireglerde rol oynar. Ureme sistemi agisindan
HA'nin sperm penetrasyonu ve gamet etkilesimindeki rolii uzun
stiredir bilinmektedir. Ranganathan, Ganguly ve Datta (1994), rat,
fare, boga ve insan spermatozoalarinda yaklasitk 68 kDa
biiyiikliigiinde hiicre yiizeyi hyaliironik asit baglayici glikoproteinin
varligin1 immunoblot ve immiinofloresan yontemlerle gostermistir.
Ayni calisgmada bu proteinin epididimal olgunlasma sirasinda
dagiliminin degistigi, motil spermatozoalarda fosforile oldugu ve
anti-HABP antikorlariyla sperm—oolemma adezyonunun inhibe
edilebildigi  bildirilmistir. Bu bulgular, sperm ylizeyindeki
hyaliironik asit baglayici proteinin sperm olgunlagmasi, motilitesi ve
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fertilizasyon siireclerinde rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir
(Ranganathan et al., 1994).

Hyaltironik aside baglanabilme kapasitesi bu nedenle
spermatozoanin yalnizca morfolojik goriiniimiinii degil, fonksiyonel
olgunlugunu da yansitabilecek bir 6zellik olarak degerlendirilmistir.
Veteriner reprodiiksiyonunda bu yaklagim 6zellikle damizlik erkek
fertilitesinin tahmin edilmesi, sperm fonksiyonunun
degerlendirilmesi ve daha kaliteli sperm alt popiilasyonlarinin
belirlenmesi agisindan arastirilmaktadir. Ornegin Nili-Ravi manda
bogalarinda yapilan bir c¢alismada hyaliironan baglanma testi
(hyaluronan binding assay; HBA) ile ger¢ek fertilite arasinda giiclii
pozitif korelasyon bulunmustur (r = 0.824; p <0.01). Ayn1 calismada
HBA degeri sperm canlilig1, motilitesi, plazma membran biitiinligii,
normal akrozomal yap1, sperm olgunlugu ve non-fragmented DNA
orani ile de pozitif iliskili bulunmustur (Awan et al., 2021).

Bu sonuglar, HBA'nin veteriner hekimliginde yalnizca
sperm—HA etkilesimini Olgen bir laboratuvar testi degil, ayni
zamanda sperm fonksiyonel yeterliligi ve damizlik erkek
fertilitesinin degerlendirilmesine yardimci olabilecek potansiyel bir
biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte HBA, sperm
DNA biitiinliiglinii veya membran biitiinliiglinii dogrudan 6l¢en bir
test degildir; bu parametrelerle iliskili dolayli bir fonksiyonel
degerlendirme yontemi olarak ele alinmalidir. Nitekim Awan et al.
(2021), HBA'nin tek basina Nili-Ravi manda bogalarinda fertilite
varyasyonunun yaklasik %67.9'unu agiklayabildigini bildirmistir.

Veteriner yardimer iireme uygulamalarinda HA'nin etkisi
yalnizca baglanma testi ile sinirli degildir. Boga spermatozoalarinda
HA igeren fertilizasyon ortamlarinin sperm motilitesi, kapasitasyon
ve akrozomal durum iizerinde etkili olabildigi de gosterilmistir.
Fonseca Junior et al. (2020), HA ilavesinin fertilizasyon ortaminin
viskozitesini degistirdigini ve diisiik HA konsantrasyonlarinda motil,
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hizl1 ve progresif spermatozoa oranini artirabildigini bildirmistir. Bu
durum HA'nin sperm fonksiyonlarinin diizenlenmesinde de
biyolojik bir role sahip olabilecegini desteklemektedir.

Awan et al. (2021), Nili-Ravi manda bogalarinda
spermatozoalarin hyaliironana baglanma kapasitesi ile gercek
fertilite arasindaki iliskiyi incelemistir. Calismada diisiik, orta ve
yiiksek fertiliteye sahip bogalarin dondurulmus sperma ornekleri
degerlendirilmistir. Yiiksek fertiliteli bogalarda hyaliironana
baglanan sperm orani yaklasik %57.2 iken, orta fertiliteli bogalarda
%42.5 ve diisiik fertiliteli bogalarda yaklasik %29.7 bulunmustur.En
Oonemlisi, sperm HBA degeri ile fertilite arasinda giiclii pozitif
korelasyon bulunmustur. Tek basina HBA skoru fertilitedeki
varyasyonun yaklasik %67.9'unu agiklamistir. HBA, sperm canliligi,
motilitesi, plazma membran biitlinliigii, normal akrozom yapisi ve
diisiik DNA fragmentasyonu gibi baska sperm kalite gostergeleriyle
de pozitif iligkili bulunmustur.

Bu sonug veteriner hekimligi agisindan olduk¢a Snemlidir.
Geleneksel sperma degerlendirmesinde sperm konsantrasyonu,
motilite ve morfoloji gibi parametreler kullanilmasina ragmen, bu
ozellikler tek basma fertiliteyi her zaman yeterince
ongorememektedir. HBA'nin bu klasik parametrelere eklenmesi,
ozellikle suni tohumlama merkezlerinde damizlik bogalarin fertilite
potansiyelinin degerlendirilmesinde yardimci bir fonksiyonel test
olabilir.

Hyaliironik asit yalnizca fertilitenin degerlendirilmesi i¢in
degil, aynm1 zamanda spermatozoalarin fiziksel olarak secilmesi
amaciyla da aragtirilmistir.

Liaudat et al. (2022), boga spermatozoalarim1 se¢mek
amaciyla hyaliironik asit igeren 6zel hidrojel ylizeyleri gelistirmistir.
Calismada dondurulup ¢oziindiiriilmiis boga spermatozoalar1 HA

iceren semi-interpenetrating polymer network hidrojeller ile temas
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ettirilmistir. Hareketli spermatozoalarin bir kism1 HA igeren yiizeye
giiclii sekilde baglanmis ve daha sonra hyaliironidaz uygulanarak bu
hiicrelerin bir bolimii yiizeyden ayrilmistir.

Arastirmada spermatozoalarin yaklasik %59'u HA igeren
hidrojele baglanmig, bunlarin yaklastk %31'1 daha sonra
hyaliironidaz yardimiyla geri kazanmilmistir. Seg¢ilmis sperm
popililasyonu yaklasik %50 progresif motilite, iyi canlilik ve diistik
akrozom reaksiyonu gostermistir. Arastirmacilar HA igeren hidrojel
sisteminin toksik olmadigini ve yardimci ilireme tekniklerinde
kullanilabilecek yiiksek kaliteli boga spermatozoalarinin se¢imi igin
potansiyel tasidigini bildirmistir.

Sperm se¢iminde kullanilan kriterlerden biri, sperm plazma
membraninda hyaliironik asit baglanma bolgelerinin bulunmasidir.
Hyaliironik aside baglanma yetenegi sperm olgunlagmasi hakkinda
bilgi verir. Sperm hiicreleri, hyaliironik asit igeren bolgenin karsi
ucuna dogru olusturulan diisiik hacimli kiiltiir sivis1 kanallarinda
ilerler. On bes dakikalik inkiibasyonun ardindan hyaliironik aside
baglanan spermler intrastoplazmik sperm enjeksiyonu pipetiyle
toplanir. Kreatin kinaz, heat shock-related protein-2 ve anilin mavisi
boyamas1 gibi olgunluk gostergeleri bu yontemin olgun spermleri
secebilmesini destekler. Literatiirde hyaliironik asit baglama
kapasitesine sahip spermatozoalarin yiiksek canlilik ve motilite
gosterdigi, akrozom reaksiyonu gostermedigi ve diisiik kaspaz-3
aktivasyonuna sahip oldugu bildirilmistir (Huszar et al.., 2006; Yagci
et al., 2010). Ayrica hyaliironik asit baglanma kapasitesine gore
secilen spermlerde, yalnizca yogunluk gradyan santrifiijii ve yikama
uygulanan spermlere kiyasla daha diisik DNA fragmantasyonu
bildirilmistir (Tarozzi et al., 2009). Hyaliironik asit servikal mukus,
kumulus hiicreleri ve folikiiler stvinin dogal bir bileseni oldugundan
toksisite riski diistiktiir.
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Manyetik Aktive Hiicre Ayirma (MACS) Yontemi

MACS basglangigta somatik hiicreler i¢in gelistirilmistir ve
cok cesitli protein belirteclerine uyarlanabilen ileri bir tekniktir.
Giliniimlizde 6zellikle apoptotik olmayan spermatozoalarin
secilmesinde kullanilmaktadir. MACS, programlanmis hiicre
Olimiiniin erken bir belirteci olan ve hiicre membraninin dis
ylizeyine tasinan fosfatidilserin molekiillerine Annexin-V'nin
baglanma afinitesine dayanir. Yikama sonrasinda sperm hiicreleri,
Annexin-V  bagli manyetik mikrokiirelerden olugan  bir
siispansiyonda oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir. Ardindan
mikrokiire-hiicre karisimi metal bir plakaya sabitlenmis manyetik
kolondan  gecirilir. ~ Fosfatidilserine  baglanmis  Annexin-V
mikrokiirelerini tasiyan apoptotik spermler kolonda tutulurken,
apoptotik olmayan spermler kolondan geger. Manyetik mikrokiireler
biyolojik olarak parcalanabilir ve hiicre canliligim1 etkilemez.
Bununla birlikte, apoptotik olmayan sperm siispansiyonunda serbest
manyetik mikrokiirelerin bulunabilecegi ve rutin uygulamalarda
embriyotoksisite riskinin dikkatle degerlendirilmesi gerektigi
belirtilmektedir (Ozkavukcu & Aras, 2017).

Manyetik aktive hiicre ayirma (Magnetic-Activated Cell
Sorting; MACS), yardimct iireme tekniklerinde apoptotik 6zellik
gosteren spermatozoalarin uzaklastirilmast ve daha yiiksek
fonksiyonel kaliteye sahip sperm popiilasyonunun elde edilmesi
amaciyla gelistirilen iler1 sperm se¢im yoOntemlerinden biridir.
Swim-up ve density gradient centrifugation gibi geleneksel
yontemler spermatozoalar1 agirlikli olarak hareketlilik ve fiziksel
ozelliklerine gore ayirirken, MACS hiicre membranindaki apoptozla
iligkili molekiiler degisikliklerden yararlanir (Gil et al., 2013).

ACS ile sperm se¢iminin temelinde phosphatidylserine (PS)
ve Annexin V arasindaki baglanma bulunmaktadir. Normal ve canli
spermatozoalarda phosphatidylserine agirlikli olarak plazma
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membraninin i¢ yapraginda bulunur. Hiicrenin apoptotik siireglere
girmesi ve membran biitiinliigiiniin bozulmasiyla phosphatidylserine
dis membran ylizeyine dogru transloke olabilir. Bu durum apoptotik
degisikliklerin erken gostergelerinden biri olarak kullanilmaktadir.

Annexin V, phosphatidylserine'e yiiksek afiniteyle baglanan
bir proteindir. MACS sisteminde Annexin V, siiperparamanyetik
mikroboncuklara baglanarak kullanilir. Annexin V ile kaplanmig
manyetik mikroboncuklar dis yiizeyinde phosphatidylserine bulunan
spermatozoalara baglanir. Bdylece apoptotik oOzellik gdsteren
spermatozoalar manyetik olarak isaretlenmis olur (Paasch et al.,
2003).

Paasch et al. (2003) Annexin V-MACS sonrasinda elde edilen
Annexin  V-negatif  fraksiyonda  aktive kaspaz tasiyan
spermatozoalarin oraninin azaldigint gostermisti. Bu  sonug
MACS'min  apoptotik  Ozellik  gOsteren  spermatozoalari

ayirabilmesinin biyolojik temelini desteklemektedir (Paasch et al.,
2003).

Said et al. (2006), kriyoprezervasyon {iizerine yaptigi
caligmada Annexin V-negatif spermatozoalarim  dondurma—
¢Oziindiirme sonrasinda, MACS uygulanmamis spermatozoalara ve
Annexin V-pozitif spermatozoalara gore daha yliksek motilite
gosterdigi bulunmustur. Ayn1 zamanda Annexin V-negatif sperm
poplilasyonunda cryosurvival rate daha yiiksek bulunmustur (Said et
al., 2006).

Bu sonug, Annexin V-negatif spermatozoalarin yalnizca
apoptoz gostergeleri acisindan degil, bazi fonksiyonel sperm
ozellikleri  bakimmmdan da daha avantajli  olabilecegini
diistindiirmektedir.

Said et al. (2006), density gradient centrifugation sonrasinda
MACS uygulanmasimnin sperm recovery iizerindeki etkisini
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incelemistir. MACS sonrasinda Annexin V-negatif fraksiyonun
Annexin V-pozitif fraksiyondan daha biiyiik oldugu ve toplam sperm
recovery oraninin yaklasik %73.8 + 12.1 oldugu bildirilmistir.
Arastirmacilar DGC ile MACS kombinasyonunun belirgin hiicre
kaybina neden olmadan non-apoptotic  spermatozoalari
zenginlestirebilecegi sonucuna varmistir.

Bu bulgu ozellikle diisiik sperm konsantrasyonuna sahip
hastalarda 6nemlidir. Bununla birlikte sperm geri kazanimi1 baslangig
sperma Ozelliklerine ve MACS 0Oncesinde uygulanan hazirlama
yontemine bagl olarak degisebilir.

Sperm Analizinde Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi, siispansiyon halindeki tek tek hiicrelerin
ozelliklerini hizli ve ¢ok parametreli olarak analiz edebilen gelismis
bir laboratuvar yontemidir. Floresan akis sitometrisinde isaretlenmis
hiicreler lazer 15181yla uyarilir; floresan boyalarla lazer arasindaki
etkilesim sonucu olusan sinyaller 1s18a duyarli dedektorler
tarafindan algilanir ve elektriksel sinyallere doniistiiriiliir. Bu
sinyallerin siddeti yayilan 1sikla iliskilidir ve her bir hiicre hakkinda
ayrintili bilgi saglar (Garner et al., 1996). Yontem ozellikle X ve Y
kromozomu tastyan spermlerin ayrilmasiin degerlendirilmesinde
etkilidir. Canliligin degerlendirilmesinde propidyum iyodiir ve
SYBR-14 gibi floresan boyalar kullanilabilir. Motilite, zaman
atlamali fotomikrografi ile gorsel olarak olgiilebilir (Gok, 2021).
Otomatik akis sitometri sistemlerinin yliksek maliyeti rutin ticari
laboratuvar kullanimini smirlandirsa da yiiksek hassasiyetleri
nedeniyle arastirma ve 6zel uygulamalarda 6nemli bir yere sahiptir.
Hossain et al. (2011), floresan isaretli bilesiklerdeki gelismelerin ve
florokromlara erigimin artmasimin sperm canlili§i, mitokondriyal
membran potansiyeli, ROS ve kromatin biitiinligli gibi bir¢ok sperm
parametresinin  analizinde akis  sitometrisinin  kullanimim
genislettigini bildirmistir. Bilgisayar destekli sperm analiz sistemleri
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(CASA) ise morfometrik ve kinetik parametrelerin objektif ve
tekrarlanabilir bicimde degerlendirilmesini saglayarak analizlerin
dogrulugunu artirmaktadir (Verstegen et al., 2002).

Akis sitometrisinin avantajlar1 arasinda hizli ve hassas 6l¢lim
yapabilmesi, biiyiik hiicre hacimlerini analiz edebilmesi ve hiicre
basina birden fazla parametreyi es zamanl degerlendirebilmesi yer
alir (Azkur & Aslan, 2012). Bununla birlikte, ¢cogu akis sitometri
cihazi baslangigta yalnizca tek bir hiicreden elde edilen toplam veya
maksimum floresan sinyalini 6lgmek {izere tasarlandigindan
hiicresel yapilarin ayrintili morfolojik tanimlanmasi sinirlidir. Bu
sorun, hedef yapilara secici olarak baglanan veya hedef dist
elemanlar1 dislayan optik olarak aktif molekiiller kullanilarak
kismen agilabilir (Dalva & Gulbas, 2005). Ayrica cihazlarin kiiciik
ornek hacimleriyle ¢alismasi nedeniyle dogru kalibrasyon ve cihaz
ayarlar kritik neme sahiptir (Karaboz et al., 2008).

Yogunluk Gradyan Santrifiijii (DGC) Teknigi

Bu yontemde ejakiilat, steril konik bir tiip icerisinde farkli
yogunluklara sahip sivi tabakalarindan olusan bir kolonun iizerine
yerlestirilir. Sivilar tek bir siirekli yogunluk degisimi olusturuyorsa
stirekli gradyan santrifiijii; birden fazla tabaka {ist tiste hazirlaniyorsa
kesikli gradyan santrifiijii olarak adlandirilir. Tabakalar arasindaki
yogunluk farki, ticari olarak farkli formlarda bulunan silan kapl
kolloidal silika partikiilleri i¢eren kiiltiir ortamlartyla olusturulur.
Ayirma, hiicrelerin veya diger partikiillerin yogunluk farkliliklarina
bagli olarak gradyan sivilarinin santrifiij kuvvetine kars1 gosterdigi
direng iizerinden gergeklesir (Ozkavukcu & Aras, 2017). Normal
morfolojiye ve hizli ileri motiliteye sahip sperm hiicrelerinin daha
olgun sitoplazmalari nedeniyle farkli yogunluk tabakalarindan
gecerek konik tliplin tabanina ulagsmasi beklenir. En kaliteli
spermleri elde etmek i¢in tiipilin en alt tabakasi en yiliksek yogunluga
sahip olacak sekilde hazirlanmalidir.
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DGC'nin 6zellikle morfoloji ve DNA biitiinliigli acisindan
swim-up yoOnteminden stiin olabildigini gosteren yayinlar
bulunmakla birlikte, iki yontemin genel sperm se¢cme kapasitelerinin
benzer oldugu da  belirtilmektedir =~ DGC'nin  mutlak
endikasyonlarindan biri, intrastoplazmik sperm enjeksiyonu
oncesinde testikiiler spermin hazirlanmasidir. Testisten elde edilen
orneklerde seminifer tiibiillerin pargalanmasi ¢ok sayida hiicre tipi,
hiicresel artik ve bag dokusu bileseninin agiga ¢ikmasina neden olur;
DGC bu istenmeyen materyalin uzaklastirilmasinda degerlidir
(Ozkavukcu & Aras, 2017).

Percoll, yogunluk farkina dayali sperm ayirma
yontemlerinden biridir (Bolton & Braude, 1984). Normal
morfolojiye sahip saglikli spermatozoalar ejakiilat icerisindeki en
yiiksek yogunluga sahip hiicreler oldugundan gradyanin tabaninda
toplanir. Percoll, 15-30 nm ¢apinda ve polivinilpirolidon (PVP) ile
kaplanmis kolloidal silika partikiilleri igeren bir ¢ozeltidir (Avery &
Greve, 1995). Bu c¢ozeltiden 1,0-1,3 g/mL arasinda yogunluklara
sahip gradyanlar olusturulabilir. Percoll yogunluk gradyani yontemi
sperma igerisindeki yabanci partikiillerin, bakterilerin, hiicre
parcalarinin ve Olii spermatozoalarin uzaklastirilmasma yardimei
olur. Ancak baz1 endotoksik etkiler nedeniyle Percoll'iin insan
tibbindaki klinik kullanimi birakilmistir (Chen & Bongso, 1999).

Percoll yontemi yogunluk farkliliklarina, swim-up yontemi
ise motiliteye dayanir. Cesitli caligmalar bu yontemlerin sperm
morfolojisi, canlilig1 ve motilitesi lizerindeki etkilerini incelemistir.
Dondurma iglemi soguk soku ve ozmotik degisiklikleri baglatmakta;
ozellikle plazma membrani ve akrozom biitiinliigiinde hasara, hiicre
membraninda morfolojik bozulmaya ve lipid bilesiminde
degisikliklere neden olmaktadir (Amann & Pickett, 1987). Arias et
al. (2017), boga spermainin swim-up ve Percoll santrifiijiiyle
ayrilmasinin sperm hiicrelerinin yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri

iizerindeki etkilerini degerlendirmistir. Plazma membran biitiinliigii
-177--



Percoll grubunda %89,8, swim-up grubunda %74,9 ve kontrolde
%70,3 olarak bildirilmistir. Akrozomal membran bitiinligii ise
Percoll grubunda %87,5, swim-up grubunda %63,3 ve kontrol
grubunda %62,4 bulunmustur. Bununla birlikte sicaklik kosullarina
bagl farkliliklar gozlenmistir.

Mehmood et al. (2009), bes manda bogasindan elde edilen
dondurulmus-¢oziindiiriilmiis  6rneklerde swim-up ve Percoll
yontemlerini karsilagtirmistir. Swim-up ile ayrilan spermlerde
motilite daha yiiksekken, Percoll grubunda motil sperm geri kazanim
oraninin daha yiiksek oldugu bildirilmisti. Membran biitiinliigl
swim-up ile ayrilan spermlerde %77,3, Percoll ile ayrilanlarda
%70,5 olarak bulunmustur. Akrozomal biitiinliik agisindan ise iki
yontem arasinda anlamli bir farklilik saptanmamustir.

Tek Katmanh Santrifiij (SLC) Teknigi

Bu teknik, yogunluk gradyan santrifiijiiniin (DGC)
basitlestirilmis bir bicimidir. Tek katmanli santrifiijjde (SLC)
yalnizca tek bir kolloid tabakasi kullanilir; bdylece farkh
yogunluklarda birden fazla kolloid tabakasi hazirlama gereksinimi
ortadan kalkar. Santrifiij sirasinda spermatozoalar konik santrifiij
tiiplinlin tabanmma dogru ilerlerken seminal plazma kolloid
tabakasinin lizerinde kalir. Sharma et al.. (1997), insan
spermatozoalariin izolasyonunda tek katman Percoll kullanimini
ilk bildiren arastirmacilardir. Baslangicta SLC ile elde edilen sperm
kalitesinin geleneksel DGC yontemlerinden daha diisiik oldugu
diistiniilmiistiir. Daha sonra hayvan spermleri i¢in tiire 6zgii yeni
kolloid formiilasyonlarinin gelistirilmesiyle SLC kullanilarak
DGC'ye benzer sperm kalitesi elde etmek miimkiin olmustur. Bu
durum taze aygir spermai, dondurulmus-¢oziindiiriilmiis boga
spermai ve taze veya saklanmis domuz spermai g¢alismalarinda
gosterilmistir.
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SLC'de seyreltilmis sperma bir kolloid {izerinden gegirilir ve normal
morfolojiye, yliksek motiliteye ve saglam kromatine sahip
spermatozoalar seminal plazma ve diisiik kaliteli spermlerden ayrilir.
Ayirma tamamen kusursuz degildir; son sperm pelletinde motil
olmayan spermatozoalar bulunabilir. Bununla birlikte SLC ile
islenen ornekler genel olarak santrifiij uygulanmamis 6rneklerden
daha yiiksek kalitededir ve depolama sirasinda daha iyi canlilik
gosterebilir (Johannisson et al., 2009; Morrell et al., 2009). SLC ile
secilen spermatozoalarin sperma toplandiktan sonra 96 saate kadar
fertilizasyon yetenegini koruyabildigi bildirilmistir (Lindahl et al.,
2012). Ayrica yontem daha biylik ejakiilat hacimlerine
olgeklenebilir (Rodriguez-Martinez & Morrell, 2009).

Geleneksel DGC ile SLC arasindaki temel fark, kolloid
tabakalarinin sayis1 ve uygulama bi¢imidir. DGC bir gradyan
olusturmak i¢in iki veya daha fazla kolloid tabakasi kullanirken SLC
yalmizca tek tabaka kullanir. SLC'de yaygin olarak kullanilan
kolloidlerden biri glisidoksipropiltrimetoksisilan kapli silika
yapisindaki Ovicoll'diir; DGC protokollerinde ise Percoll siklikla
kullanilmistir. SamardZija et al. (2006), boga sperminin islenmesinde
BoviPure ve Percoll kullanilan DGC protokollerini degerlendirmis
ve islem sonrasinda motilite, membran aktivitesi, akrozomal
biitiinliik ve membran biitlinliigiinde artig bildirmistir.

Koglarda Ovicoll kullanimi1  heniliz kapsamli bi¢imde
incelenmemis olmakla birlikte, benzer SLC {iriinleri olan Androcoll-
E gibi kolloidler farkl tiirlerde umut verici sonuglar gostermistir.
Morrell et al. (2014), fertil Warmblood aygirlarindan elde edilen
spermade Androcoll-E  kullanimmnin  kromatin  biitlinliiglini
iyilestirdigini, hidrojen peroksit iliretimini azalttifint ve sperm
motilitesini artirdigini bildirmistir. Ortiz et al. (2014), Equicoll
kullannminin 24 saatlik soguk depolama ve kriyoprezervasyon
sonrasinda motilite, morfoloji ve canlilik gibi temel sperm kalite

parametrelerini artirdigini gostermistir. SLC'nin kog
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spermatozoalarinda saglam akrozom ve plazma membrani, yiiksek
mitokondriyal aktivite, progresif motilite ve saglam DNA segebildigi
ve dondurma  Oncesinde  uygulandiginda  kriyotoleransi
iyilestirebildigi bildirilmistir.

Bireyler arasinda SLC'ye ve kriyoprezervasyona yanit
acisindan onemli farkliliklar bulunmaktadir. Genetik agidan degerli
ancak dondurulabilirligi diisiik hayvanlarin genetik materyalinin
korunmasinda veya c¢oziindiirme sonrasi kalitesi yetersiz sperm
bankalarinin iyilestirilmesinde bu teknik yararli olabilir (Loomis &
Graham, 2008). Garcia et al. (2011), cok sayida taze ve
dondurulmus-¢oziindiiriilmiis aygir ejakiilatin1 inceleyerek sogutma
ve depolama sirasinda sperm kalite parametrelerini izlemistir. SLC
sonras1 motil spermatozoa i¢in ortalama geri kazanim orani %53,4
olarak bildirilmistir (Morrell et al., 2009). Diger tiirlerde gosterilen
etkiler g6z oniine alindiginda Ovicoll'tin SLC ile kullanildiginda kog
sperma kalitesini de artirabilecegi One siiriilmekte, ancak bu
etkinligin acik bi¢cimde belirlenmesi i¢in daha fazla calisma
onerilmektedir.

Tek Katmanh Santrifiij (SLC) Tekniginin Avantajlar1 ve
Simirhiliklar:

SLCin yiiksek kaliteli spermatozoalarin secilmesi ve
islenmesinde ¢esitli avantajlar1 vardir. Bunlardan biri esneklik ve
pratikliktir. SLC, biiyiik hacimlerden hasar gérmemis ve fonksiyonel
olarak yeterli spermatozoalarin hizli bi¢imde geri kazanilmasini
saglar; tiim ejakiilatlarin iglenmesine Olceklenebilir ve geleneksel
DGC'de gerekli olan tiip sayisini1 énemli dlgiide azaltir. Ornegin tam
bir aygir veya domuz ejakiilatinin DGC ile islenmesi 70'ten fazla tiip
gerektirebilirken SLC ile yalnizca 4-8 tiip yeterli olabilir (Morrell et
al., 2009).

Bir diger 6nemli avantaj patojen yiikiiniin azaltilmasidir.

SLC ile hazirlanmis domuz spermatozoalarinin  sperma
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sulandiricisina antibiyotik eklenmeden oda sicakliginda secilmemis
spermlerden daha uzun siire canli kaldig1 bildirilmistir. Deneysel
olarak porcine circovirus eklenen domuz spermainde SLC islemi
viral ylki anlamli Olgiide azaltmistir. Tiirlere 6zgii kolloid
formiilasyonlariin 6zellikle kegi gibi tiirlerde ¢oziindiirme sonrasi
sperm kalitesini iyilestirme potansiyeli de bildirilmistir (Jiménez-
Rabadan et al., 2012). SLC, ¢ok katmanli DGC'ye gore daha kolay
uygulanir; ¢linkli santrifiij tiiplerinde birden fazla kolloid
cozeltisinin  dikkatli  bigimde hazirlanip  tabakalanmasini
gerektirmez.

SLC, akrozom biitiinliigii, membran biitiinliigii ve kromatin
biitiinliigli gibi sperm parametrelerinin 1iyilestirilmesiyle de
iligkilendirilmistir. Yalnizca canli ve fonksiyonel spermatozoalarin
secilmesi sayesinde, dondurulmus pipetlerin birlestirilip islenmesi
durumunda geleneksel vajinal inseminasyon i¢in gereken sperm
sayisinin azaltilmasina katki saglayabilir.

Bununla birlikte SLC'nin  smirhliklart  da  vardir.
Kriyoprezervasyon sirasinda ortaya ¢ikan ozmotik stres sperm
hiicrelerinin canliligint olumsuz etkileyebilir ve o6zellikle at
tirlerinde uygun sulandiricilarin, kriyoprotektanlarn, santrifiij
protokollerinin  ve sogutma-¢oziindiirme hizlarimin optimize
edilmesi Onemini korumaktadir. Bazi kosullarda cam yiinii
filtrasyonu, Sephadex kolon ayirma veya iki katmanli DGC gibi
alternatif yontemler daha etkili olabilir. Morrell et al. (2008),
DGC'nin baz1 kosullarda SLC'ye kiyasla yiiksek motilite, saglam
kromatin ve normal morfolojiye sahip sperm fraksiyonlarin1 daha
etkili bicimde se¢ebildigini bildirmistir.

SLC biiyiik oranda morfolojik olarak normal spermatozoalari
secer. Morfoloji sperma kalitesinin degerlendirilmesindeki en
onemli kriterlerden biridir ve SLC sonrasinda morfolojik olarak
normal spermatozoa yiizdesinde artis ve akrozomal biitiinliigiin
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korunmasi bildirilmistir. Ko¢ spermainde Garcia-Alvarez et al.
(2010), DGC'nin sperm kalitesini belirgin bigimde iyilestirdigini,
ancak secilen 6rneklerde DNA fragmantasyon indeksinin arttigini ve
bunun bazi durumlarda genetik biitiinliik izerinde olumsuz bir etki
olabilecegini bildirmistir. Gok'un (2021) calismas1 ise SLC
isleminde Ovicoll kullannominin kog¢ sperm morfolojisini belirgin
bigimde 1iyilestirdigini gostererek yontemin kiigiik ruminantlarda
sperma kalitesini artirma potansiyelini desteklemistir.

Tablo 1: Sperm Hazirlama ve Se¢im Yontemlerinin Karsilastirilmasi

siispanse edilir
(WHO, 2021).

Ozellik Basit Yikama | Swim-Up DGC

Temel prensip Sperma Motil Hiicreler farkli
medyumla spermatozoalarin | yogunluklardaki
seyreltilir, kiiltiir gradientlerden
santrifiij edilir; | medyumuna aktif | santrifiijle
seminal plazma | olarak yiizmesine | gegirilerek ayrilir
uzaklagtirilir ve | dayanir  (WHO, | (WHO, 2021).
pellet yeniden | 2021).

Ana segim kriteri

Spesifik kalite
secimi yoktur.

Progresif motilite
(WHO, 2021).

Hiicresel yogunluk
ve buna eslik eden
kalite farkliliklart

(WHO, 2021).
Secim diizeyi Diisiik Motilite agisindan | Yiiksek
yiiksek
Santrifiij Evet (WHO, | Direct swim-up'ta | Evet (WHO,
2021). on santrifiij | 2021).
gerekmez; pellet
swim-up'ta
kullanilir (WHO,
2021).
Gradient Yok Yok Genellikle iki
kullanim1 katmanl
discontinuous
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Ozellik Basit Yikama | Swim-Up DGC
gradient (WHO,
2021).
Motil sperm | Diisiik Cok yiiksek | Yiksek  (WHO,
se¢imi (WHO, 2021). 2021).
Sperm geri | lyi kaliteli | Gorece diisiiktiir; | Orta—yiiksek;
kazanimi1 spermalerde yalnizca go¢ eden | swim-up'a  gore
yiiksek olabilir | sperm  toplanir | daha yiiksek
(WHO, 2021). | (WHO, 2021). recovery
saglayabilir
(WHO, 2021).
Debris Diisiik; debris | Iyi (WHO, 2021). | Cok iyi; debris'ten
uzaklastirma etkili  sekilde biiyiik Olciide
elimine arindirilmig
edilmeyebilir fraksiyon  saglar
(WHO, 2021). (WHO, 2021).
Lokosit Smirl;; WHO | Gorece iyi. Cok iyi; kontamine
uzaklastirma etkili 16kositlerden
eliminasyon biiyiik Olciide
saglamadigint arindirabilir
belirtir (WHO, (WHO, 2021).
2021).
Morfolojik kalite | Spesifik Dolayli Daha
morfolojik zenginlesme kaliteli/morfolojik
secim yoktur. olabilir. acidan uygun
sperm fraksiyonu
zenginlesebilir
(WHO, 2021).
Apoptotik sperm | Hayir Hayir Dogrudan degil
se¢imi
Sperm olgunlugu | Hayir Hayir Dogrudan degil
DNA Dogrudan Dogrudan DNA | Dogrudan = DNA
fragmentasyonu | se¢im yapmaz. | se¢imi  degildir; | secimi  degildir;
secilmis motil | daha diisiik DFI'li

fraksiyonda daha
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Ozellik Basit Yikama | Swim-Up DGC
diistik hasar | fraksiyon
goriilebilir. zenginlesebilir.
ROS / oksidatif | Santrifiij Direct swim-up | Santrifiij icerir;
stres nedeniyle on santrifiijii | kuvvet ve siire
uygun onledigi icin | kontrol edilmelidir.
olmayan/uzun | avantajli olabilir
islemlerde risk | (WHO, 2021).
artabilir.
Ozel ekipman Diisiik Diisiik Orta; gradient
medyumu gerekir
Maliyet Diisiik Diisiik Orta
Islem Cok diisiik Diisiik Orta
karmasiklig
ICSI ile iliskisi Ornek ICSI oncesi | ICSI 6ncesi yaygin
hazirlamada hazirlamada hazirlama yontemi
kullanilabilir kullanilabilir

Baglica avantaj

Basitlik, diisiik
maliyet, yiiksek

Yiiksek motiliteli
ve temiz sperm

Motilite/kalite
se¢imi ile debris ve

recovery. fraksiyonu. 16kosit
uzaklastirmay1
birlikte saglar.
Baslica Diisiik Diisiik sperm | Santrifiij, sperm
dezavantaj segicilik. recovery. kaybt ve daha
karmagik hazirlik.
Genel kullanim | lyi kaliteli | Yeterli progresif | Heterojen,
mantig1 sperma ve | motil sperm | debris/l16kosit
temel bulunan 6rnekler. | iceren veya daha
hazirlama. giiclii ayirma

gereken ornekler.
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Ozellik SLC MACS HA/PICSI
Temel prensip Sperma tek Apoptotik spermde dis | Olgun
bir yogunluk | membrana ¢ikan spermatozoalari
katmani phosphatidylserine, n hyaliironik
iizerine Annexin V kapli aside baglanma
yerlestirilir manyetik kapasitesine
ve santrifiij mikroboncuklarla dayanir;
edilir (Zhou | baglanir; apoptotik baglanan sperm
et al., hiicreler tutulur (Gil et | ICSI igin segilir
2010). al., 2013). (Miller et al.,
2019).
Ana se¢im Tek Apoptotik durum / Fonksiyonel
kriteri yogunluk phosphatidylserine olgunluk / HA
esigini ekspresyonu (Gil et al., | baglanma
gegebilme; ., 2013). kapasitesi
secicilik (Miller et al.,
kullanilan 2019).
yogunluga
baglidir
(Zhou et al.,
2010)
Secim diizeyi Orta—yiiksek | Yiiksek; fonksiyonel Yiiksek; bireysel
se¢im olgun sperm
se¢imi
Santrifiij Evet (Zhou Genellikle DGC/swim- | Son se¢im
et al., up gibi bir 6n asamasinda
2010). hazirlamadan sonra gerekmez; 6rnek
uygulanir. ¢ogunlukla
onceden
hazirlanir.
Gradient Tek Yok; manyetik kolon Yok; HA kapl
kullanim1 yogunluk kullanilir. ylizey/ortam
katmani kullanilir.
(Zhou et al.,
2010).
Motil sperm Orta— Motilite ana kriter Motil
se¢imi yiksek; degildir. spermatozoalar
yogunluga arasindan ek
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Ozellik SLC MACS HA/PICSI
bagli (Zhou fonksiyonel
etal., 2010). secim yapilir.

Sperm geri Gorece Ek secim asamasi Yiiksek hiicre

kazanimi ylksektir; sperm sayisini recovery'si temel
iki katmanli | azaltabilir. amag degildir;
gradientten ICSI igin
daha yiiksek bireysel se¢im
recovery yapilir.
bildirilmistir
(Zhou et al.,

2010).

Debris Basit Temel hedef debris Debris

uzaklastirma yikamadan degildir; 6n hazirlama uzaklastirma
daha iyi; iki | belirleyicidir. yontemi
katmanh degildir.
DGC kadar
kademeli
degildir
(Zhou et al.,

2010).

Lokosit Round-cell Temel hedef degildir. Temel hedef

uzaklagtirma yogunlugun degildir.
u azaltabilir
(Zhouet al.,

2010).

Morfolojik DGCl'ye Annexin V-negatif HA baglanan

kalite benzer fakat | fraksiyonda daha iyi spermatozoalar
tek esik sperm kalite olgunluk ve
nedeniyle parametreleri morfolojik kalite
secicilik bildirilebilir (Gil et al., | ac¢isindan
daha diisiik 2013). zenginlesebilir
olabilir. (Miller et al.,

2019).
Apoptotik Dogrudan Evet; yontemin temel Dogrudan
sperm se¢imi degil hedefidir (Gil et al., ., | apoptotik marker
2013). kullanmaz.
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Ozellik SLC MACS HA/PICSI

Sperm Dogrudan Dolayli; apoptotik HA baglanmasi

olgunlugu degil olmayan hiicre se¢imi fonksiyonel
olgunluk
gostergesi olarak
kullanilir (Miller
etal., .,2019).

DNA Temel se¢im | DNA HA baglanan

fragmentasyon | kriteri DNA | fragmentasyonunu spermde daha iyi

u degildir. azaltabildigine dair DNA biitiinliigii

meta-analitik kanit bildirilmistir;

vardir (Falquet Guillem | klinik sonug

etal., ., 2026). istiinligii kesin
degildir (Miller
etal., .,2019).

ROS / oksidatif | Santrifiij Se¢im manyetik Son se¢im

stres igerir. baglanmayla yapilir; asamasi santrifiij

fakat ¢ogu protokol 6n | gerektirmez; 6n

hazirlama igerir. hazirlama
yontemi
onemlidir.

Ozel ekipman | Orta; tek Yiiksek; manyetik HA kapli PICSI
katmanli kolon/miknatis/Annexi | dish veya 6zel
yogunluk n V mikroboncuklari HA ortami
medyumu
gerekir

Maliyet Orta; Yiiksek Klasik
DGC'den yontemlerden
daha basit daha yiiksek
olabilir

Islem DGC'den Yiiksek Orta

karmasiklig daha basit

ICSI ile iliskisi | ICSI 6ncesi | Klasik hazirlamadan Dogrudan ICSI
alternatif sonra ileri sperm se¢imi | sperm se¢imine
hazirlama icin kullanilabilir yoneliktir.
yontemi (PICSI)

Baglica avantaj | Daha basit Apoptotik spermleri Fonksiyonel
gradient diglayarak DNA olarak olgun,
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Ozellik SLC MACS HA/PICSI
sistemi ve biitiinligii daha iyi bir HA baglayan
yliksek fraksiyon se¢cme spermlerin
recovery potansiyeli (Gil vet al., | secimi.

(Zhou et al., | , 2013; Falquet Guillem
., 2010). etal., ., 2026).

Baslica Iki katmanli | Ozel ekipman/maliyet, | Klinik

dezavantaj DGC kadar | sperm kaybr; klinik gebelik/canli
secici fayda tiim hastalarda dogum acisindan
olmayabilir | kesin degildir. standart ICSI'ye
(Zhou et al., tistlinliigii kesin
., 2010). degildir (Miller

etal., .,2019).

Genel kullanim | Recovery'ni | Yiiksek apoptotik ICSI sirasinda

mantig1 n korunmas1 | sperm yiikii veya fonksiyonel
ile kalite yiksek DNA olarak olgun
secimi fragmentasyonu gibi sperm se¢iminin
arasinda sec¢ilmis durumlarda amaglandigi
denge tamamlayict yaklagim. | durumlar.
gereken
durumlar.

Not: Basit yikama, swim-up, density gradient centrifugation (DGC) ve single-
layer centrifugation (SLC) esas olarak sperm hazirlama/ayirma; MACS ve
hyaliironik asit baglanmasi1 (HA/PICSI) ise ileri sperm se¢im yaklagimlaridir.

Sonuc¢

Sperm sec¢imi, saglikli spermlerde en 1iyi motilite ve
morfolojinin  belirlenmesi agisindan  krittk 6neme sahiptir.
Yikama/santrifiij, swim-up, hyaliironik asit baglanma teknigi,
yogunluk gradyan santrifiijii (DGC), tek katmanl santrifiij (SLC) ve
MACS gibi farkli sperm se¢me yontemleri kullanilmaktadir. Cesitli
caligmalar, bu yontemler arasinda SLC'nin sperm iizerinde daha az
zararli veya hasar olusturucu olabilecegini gostermistir. Patojen
yiikiiniin azaltilmasima katkis1 sayesinde sperma ¢dziindiirme
islemlerinde daha az antibiyotik kullanimina olanak saglayabilir ve

geleneksel vajinal inseminasyonda gereken sperm sayisinin
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azaltilmasia katkida bulunabilir. Bununla birlikte teknigin bazi
olumsuz ydnleri de vardir. Kriyoprezervasyon sirasinda ortaya ¢ikan
ozmotik stres sperm hiicrelerini olumsuz etkileyebilir. Ozellikle
Ovicoll ¢ozeltisinin kullanildigir calismalarda akis sitometrisiyle
degerlendirilen mitokondriyal aktivite ve reaktif oksijen kapasitesi
gibi bazi parametrelerde olumsuz sonuglar gézlenmis olsa da sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ilizerinde olumlu etkiler
bildirilmistir.
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