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Özet: Çalışmada, heparin (I. grup), heparin+kafein (2. grup) ve kafein+kalsiyum ionofonın (3. grup) i/1 vi/ro spermatozoon
kapasitasyonu üzerine etkileri incelendi. Bu amaçla sperma ı. grupta iO, 25 ve iOC) JJg/ml heparin ile 5, 15 ve 60 dakikalık süreler
için inkübasyona bırakılırken 2. grupta 5, ıO, ı5 mM kafein, O, 5, 10, 25 JJg/ml heparin ile ve 3. grupta O, 5, 10 mM kafein. O.ı. 0.2.
0.3 JJM kalsiyum iyonofor ile kombine edilerek kuııanıldı. Kapasitasyonun sağlanmasından sonra spermaya 100 JJg/ml li-
7.Ofosfatidilkolin (LPC) ilave edilerek akrazam reaksiyonu (AR) indüklendi. Oluşan reaksiyonun ve spermatozoonların canlılıklarının
belirlenebilmesi için trypan blue ve Giemsa ile ikili boyama yapıldı. Bu boyama ile spermatozoonların canlılıkları ve reaksiyana gir-
meleri gruplandırılarak değerlendirildi. Gruplar: ı- Canlı, reaksiyon (-); 2- ÖLÜ.reaksiyon (-); 3- Canlı. reaksiyon (+); 4- ÖIli, re-
aksiyon (+) olarak adlandırıldılar. Buna göre, her üç grupta elde edilen en yüksek kapasitasyana uğramış spennatozoon oranları ı.
grupta (100 JJg/ml heparinle 60 dakika inkübasyon) %25.466, 2. grupta (15 mM kafein+25 JJg/ml heparin) %28.440 ve 3. grupta (10
mM kafein+0.3 JJM kalsiyum ionofor) %29.908 olarak bulundu. İlk grupta kuııanılan heparin konsantrasyonunun ve artan in-
kübasyon süresinin kapasite alımış spermatozoon oranlannı arttırdığı gözlendi. İkinci ve üçüncü gruplarda ise kullanılan kapasitör
maddelerin birbirlerinin etkilerini destekledikleri ve toplam konsantrasyonlarımn artmasına bağlı olarak kapasite ollııılŞ sper-
ımıtozoon oranlarının yükseldiği belirlendi.

Anahtar kelimeler: Boğa, heparin, i/1 vi/ro kapasitasyon, kafein, kalsiyum iyonofor

LLL vitro capacitation of frozen-thawed bull semen by different capacitating agents

Summary: In this study, the effects of heparin (I st group), caffein plus heparin (2nd group) and caffein plus calcium 10-

nophare (3rd group) on i/1 vi/ro capacitation of frozen-thawed bull semen were investigated. For this purpase, in the first group, three
dosages of heparin (ı O. 25, iDOJJg/ml) and three incubation time (5, 15, 60 min.) were cxamined. In the second group, 5. iO and 15
mM concentrations of caffein combined with O, 5, ı 0,25 JJg/ml heparin and in the third group. O, 5, LOmM concentrations of caffein
combined with D.ı, D.2, 0.3 JJM calcium ionophore. Af ter induction of capacitation by these agents, a dose of 100 mg/ml Iysop-
hosphatielylcholine (LPC) was added to medium to induce acrosame reaction for a period of 15 minutes. To determine the reaction
anel viability, sperIlıatozoa were stained by dual staining method using trypan blue and Giemsa. Four categories of spermatozoa were
identifieel and counted: 1- Intact acrosame, live; 2- Intact acrosame, dead; 3- Detached acrosame, live; 4- Detaehed acrosame. deael.
[n the first, second and third groups the highest results were 25.466% (l DOJJg/ml heparin, 60 min.). 28.440% (I 5 mM caffein plus 25
JJg/ml heparin) and 29.908% (10 mM caffein plus 0,3 JJM calcium ionophore), respectively. The mean proportions of cap,icitated
spermatozoa increased as the heparin dosage and incubation period inereased in the first group. A synergistic effect of caffein plus
heparin anel caffein plus calcium ionophore were observed in our study. The total dosages of eapacitating agents increased. mean pro-
portions of capacitated spermatozoa increased in the second and third groups.
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Giriş
Kapasitasyonun başlangıç aşamalarını spermato-

zoon plazma membranında absorbe edilmiş olan ve se-

mİnifer tubuller, epididimis, duktus deferens ve seminal

plazmadan köken alan bazı komponentlerin uzak-

laştırılması ya da yerlerinin değiştirilmesi oluşturur. Ka-

pasitasyon olgusunun en önemli bölümü bu koruyucu ta-

bakanın spermatozoon yüzeyinden ve özellikle akrozom

üzerinden uzaklaştırılması olmaktadır (12). Bu olay in

vivo ortamda hücrelerin dişi genital kanalında bir süre

kalmasından sonra meydana gelir (28). Kapasitasyon ovi-

duktal istmusun alt bölgelerinde tamamlanır. İstl1luSbun-

dan sonra bir rezervuar görevi yaparak kapasite olımış

spermatozoonlan ovulasyondan sonra ampullaya bırakır

(9). Bu olayda oviduktal epitel hücrelerinin önemli gö-

revleri olduğu düşünülmektedir (14).

Bu araştırma "DondUrlılmuş Boğa Spermasının Değişik Medyumlarda 1/1 \litro Kapasitasyoıııı" başlıklı dokıonı tezinden özet-
lenmiştir.
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Spermanın deneye hazırlanması i

Deneylerde 0,25 ml'lik payetlerd~ dondurulmuş
i

boğa sperması kullaıııldı. Çözülen sperlnalar 500 g' de
10' ar dakika santrifüj edilercik iki kez Ylekandıve ml' de
yaklaşık lOxlO6 hüere olacak şekilde yin~ aym mediumla
dillie edildi. i

Materyal ve Metot
Araştırmada dondurulmuJ boğa sperm'atozoonlarıl1In,

in vitro kapasitasyonları sağlqnarak kullaıbılan kapasitör
maddelerin etkisi belirlenmeye çalışılmışı'ır. Bu amaçla
kullanılan heparin farklı süreler ve dozlardL, kafein ile he-
parin ve kafein ile kalsiyum ionoforun faıjklı dozları bir-
birleri ile kombine edilerek kullanılmıştıı:. Kapasitasyo-. i

nun belirlenmesi için akrozom reaksiyonu li)~orosfatidilkolin
. i '

ile indüklenmiş ve sonrasında' trypan blue: ve Oiel11sa ile
boyanmaları sağlanmıştır.

i
brown-rose Bengal boyaları ile yapılan .boyal11alar yaygın
olarak kullanılmaktadır (1,20,26,29,30). ;

In vitro çalışmalarda değişik ekzogen Jı'aktör ya da
maddelerin de akrozom reaksiyo~lUnu farklı ~)Içülerde in-
düklediği belirtilmektedir. Bunlar arasındal, zona pel-
lucida ya da kumulus-oosit kompleksinin kOıiııponentleri,
füzogenik lipitler, kalsiyum iyonoforları ve Ca+2 iyon-
larının eksternal manüplasyonlatı (22,28); sjJermatozoon,
fosfolipaz A2 etkisi ile üretilen Iızofosfatidler (13,17 ,23);
füzogenik bir lipid olan LPC (23) değişik deterjanlar (13)
sayılabilir. i,

Boyama yöntemi ile spermatozoonla"da AR de-
ğerlendiren Cross ve Meizel (7), reaksiyona ,Lığrayanhüc-
relerin akrozonlarının boya almadığı halde rdaksiyona gir-
meyenlerin boya aldığını bildirmiştir. Bry~ll1 boyası ile
hücreleri boyayan Polerme ve i Steirteghenı (20) de re-
aksiyon geçirmemiş spermatozoonların ba!ş sınırlarının

i
yeşil, çekirdeğin koyu sarı renkte, reaksiyon geçirmiş
olanlarda ise uniform sarı renkte olduğunJı gözlemiştir.

i ~, ~ •

Yine ikili boyama yöntemi (dual stain) ile ~ptimum 8-10
dakikalık boyama süresinde ölü! ve canlı spctrmatozoonlar
ile gerçek ve yalancı AR belirlenmesi Iyapıldlğl be-
lirtilmektedir (26). i i

Bu araştırma in vitro fertilizasyon çalıimalarımn çok
önemli bir aşaması olan ve elde edilecek ibaşarıyı doğ-
rudan etkileyen in vitro spermatozoa kapa$itasyonu üze-
rine yapılmıştır. Bu amaçla heparin, hep4rin+kafein ve
kafein+kalsiyum iyonofor olmak üzere Jiç grup oluş-
turulmuş ve bu kapasitör ajanların etkileri iılıcelenmiştir.

i

Dişi genit,ı! kanalında meydana gelen kapasitasyona
yüksek konsantrasyonlarda bulunan glikoaminoglikanlar
neden olur (18). Boğalarda sen1İnal plazma, heparin bağ-
layıcı proteinler içerir. Bu proteinler kauda epi-
didimis' den ayrılan spermatozoonlara ejekülasyon sı-
rasında bağlanarak heparin ve heparin benzeri
glikoaminoglikanlara affiniteyi artırır (3,18).

Heparinin ve diğer glikoaminoglikanların ka-
pasi tasyonu indükleme yeteneği, ejekülasyon sırasıııda
spermatozoori yüzeyine bağlanan ve seminal plazmadan
köken alan proteinlerin aktivitelerinde meydana ge-
tirdikleri değişiklikler ve bunun sonucunda plazma
membranında meydana gelen modifikasyonlar sonucu or-
taya çıkar (5).

Memelilerde akrozom reaksiyonu (AR), daha ön-
ceden kapasitasyon geçirmiş spermatozoonlarda görülen
bir olgu olup fertilizasyon için mutlaka gerekli bir olay-
dır. Akrozomal şişme, vezikülasyon ve enzimlerin dışarı
akması reaksiyon esnasında meydana gelen belli başlı
morfolojik değişikliklerdir (27). Folliküler sıvı, kumulus
hücreleri ve zona pellusida ile temas kuran sper-
matozoonlarda AR indüklenebilir. Folliküler sıvı içindeki
ve dişi genitalkanalll1da bulunan heparin ve kondriotin
sülfat A gibi glikoaminoglikanlar bu etkiyi arttırırlar
(10;22). Memeli spermatozoonlannda iki tip AR gözlenir.
Bunlardan birisi dış akrozomal membran ile plazma
membranı arasındaki progressif vezikülasyon olaylarını
kapsayan gerçek AR, diğeri ise hücrenin ölümünden
sonra meydana gelen sahte ya da dejeneratif AR' dir (8).
Bu iki reaksiyonun birbirinden ayırt edilmesi sper-
matozoon fonksiyonlarının belirlenmesinde, spermanın
bulunduğu ortamın ve reaksiyonu aktive eden maddenin
değerlendirilmesinde önemlidir (6).

Kapasitasyon fertilizasyon olgusunun bir ön koşulu
olduğuna göre, kapasitasyon başarısının in vitro de-
ğerlendirilmesi spermanın fertilite yeteneğinin daha iyi
değerlendirilmesi olanağını da sağlar. Yani spermanın ka-
pasitasyonu stimüle eden maddelerle muamele edilmesi
fertilite düzeyinin belirlenmesinde önemli bir kriterdir
(4,31 ).

Sperınatozoonları kapasite eden faktörler arasındaki
farkın bulunması ya da kapasitasyonun başarısının öl-
çülmesi için iki temel yaklaşım vardır. Bunlardan birisi
spermayı kapasitasyon koşullarına tabi tuttuktan sonra
uygun aşamalardan geçirilmiş oositle muamele etmek ve
fertilizasyon sonuçlarına göre değerlendirme yapmak
(2,11,15,19,25), diğeri ise reaksiyona uğramış sper-
matozoonlarda AR'yi indükleyebilecek ajanlara tabi tu-
tarak bu reaksiyonun belirlenmesini sağlamaktır (24). Bu
amaçla Bryan boyası, trypan blue-Oiemsa, nigrosin-
eosin-Oiemsa, fast green-eosin B, trypan blue-Bismarck

Kullanılan mediumlar
Çalışmaııın 1. ve 2.

grubunda ise Brackett ve
kullaıııldı.

igruplarında spjT ALP (20), 3.
Oliphant (BO)1 mediul11u (21)

i
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Heparin (H) ile kapasitasyon
Deneye'hazırlanan sperma, 10, 25 ve 100 /lg/ml he-

parin (sodyum tuzu) ile S, IS ve 60'ar dakikalık sürelerde
inkübasyona bırakıldı.

Heparin (H) ve kafein (K) ile kapasitasyon
Bu grupta kafein (sodyum benzaat tuzu) S, 10 ve 15

mM, heparin ise O, S, 10 ve 25 mg/ml kullanıldı. Kafein
santrifüj öncesinde, hepaı"in santrifüj sonrasında ek-

lenerek 10 dakika daha inkübasyona bırakıldı.

Kafein (K) ve kalsiyum iyonofor (Ki) ile kapasitasyon
Bu grupta kafein O, S ve 10 mM, kalsiyum iyonolor

(A23l87) ise 0.1, 0.2 ve 0.3 /lM'lük konsantrasyonlarda

kullanıldı. Sperma bu grupta kafein içeren ancak BSA
içermeyen BO mediumuyla santrifüj edilerek yıkandıktan

sonra kalsiyum iyonofor A23187 ilavesi yapıldı. Tam bir
dakika sonra ise A23187'nin etkisini durdurmak için 2

mg/ml BSA ilave edildi.

Akrozom reaksiyonun indüklenmesi
100 l-.Lg/ml dozunda lizofosfatidilkolin ile 15 dak.

süre ile inkübasyona bırakıldı. (24).

Tablo I. Heparin dozuna bağlı canlı, reaksiyon oluşmamış sper-
matozoon ortalamaları (%).
Table i. Effect of heparin dosages on in vitro capacitation (%
live sperm with intact acrosome).

Reaksiyonunun belirlenmesi
% OYlik trypan blue ve %lO'luk Giemsa ile ikili

boyama yöntemi (26) uygulandı.

Değerlendirme
Trypan blue ve Giemsa ile yapılan ikili boyama yön-

teminde spermatozaonlar dört farklı görüntü altında de-
ğerlendirildi. Gözlemler, trypan blue ile ölü sper-
matozoonların postakrozomal bölgelerinin mavi olarak
boyanması, canlı olanların aynı bölgelerinin boya al-
madan kalması, Giemsa ile ise reaksiyon geçirmeyen
spermatozoonların akrozomal bölgelerinin kırmızı-pembe
renkte boyanırken reaksiyona uğrayanların akrozamal
bölgelerinin boya almadan kalması esasına dayandınldı.
Buna göre canlı olup reaksiyona uğrayanlar gerçek AR,
ölü olup reaksiyona uğrayanlar ise sahte AR olarak de-
ğerlendirildi (26).

Bulgular
Yapılan çalışmada heparin (H) grubuna ait sonuçlar

Tablo 1-8, heparin+kafein (H+K) grubuna ait soııuçlar
Tablo 9-12 ve kafein+kalsiyum iyonofor (K+Ki) grubuna
ait olanlar Tablo 13-15' de sunulmuştur.

Tablo 3. Heparin dozuna bağlı ölü, rcaksiyon oluşmamış sper-
matozoon ortalamaları (%).
Table 3. Effect of heparin dosages on in vitm capacitation (%

dead sperm with intact acrosome).

Heparin X:t Sx (%) n Mininıuıiı(%) Maksinıunı(% ) Heparin X:t Sx (%) n Mininıul11(%) Maksil11ul11(%)

(~g/1111) (~g/ml)

LO 62,li44 :t O,644h 24 61,519 64,168 ıo 21,744 :t 0,597" 24 20.516 22.971

25 59,832:t 0,644" 24 58,508 61,157 25 19,386 :t 0,597" 24 18,159 20,614

100 53,900 :t 0,644" 24 52,576 55,225 100 20,447 :t 0,597" 24 19,219 21.674

Kontrol 75,234:t 0,744" 18 73,704 76,763 Kontrol 12,792 :t 0,597h 18 11,374 14,209

Aynı slitunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki
farklılık istatistiki açıdan önemlidir.
ba: p<O.O.l bc: ca: p<O.OOI
h vs a Different superscripts within a column are different at the

p<O.O i levcl.
h.C vs c." Different superscripts within a eolumn are different at

the p<O.OOl level.

Tablo 2. Heparinle inkübasyon sliresine bağlı canlı, reaksiyon
oluşmamış sperınatozoon ortalamaları (%).
Table 2. Effect of incubation period of heparin-treated sper-
matozoa on in vitro capacitation (% .live sperm with intact ac-

!'Osome).

Aynı slitunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasıııdaki

farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O.05).
a,b Different superscripts within a column are clifferent at the

p<O,05 level.

Tablo 4. Heparinle inklibasyon sliresine bağlı ölü. reaksiyon
oluşmamış sperınatozoon ortalamaları (%).
Table 4, Effect of incubatioıı period of heparin-treated spcr-
matozoa on in vitro eapacitation (% dead sperm with intact ac-

rosome).

lnkübasyon X:tSx (%) n Minimum(%) Maksimunı(% ) lnkübasyon X:t Sx (%) n Minimum(%) Maksiıııum(% )
süresi (Dak.) süresi (Dak.)

5 67,953 :t 0,528" 24 66,867 69,039 5 17,597 :t 0,4 i9" 24 16,736 18,459

15 63,066 :t O,648b 24 61,734 64,398 15 18,412 :tO,624ah 24 17,128 19,695

60 57,839 :t 0,524" 24 56,762 58,916 60 19,768:t 0,552h 24 18,634 20,901

Aynı slitunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki
farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O,OOl).
a,h.c Different superscripts within a column are different at the

p<O.OOl !evel.

Aynı slitunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasmdaki
farklılık istatistiki açıdan öneml idir (p<O.05).
a,b Different superscripts within a column are different at the

p<0.05 level.
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i
Tablo 7. Heparin dozuna bağlı ölli, i-eaksiyon olıılşmus sper-
matozoon ortalamaları (%). i i >

Table 7. Effect of heparin dosages ori iıı ııi/ro capc}citation (DA,

dead sperm with detached acrosome). i

Tablo 5. Heparin dozuna bağlı canlı, reaksiyon oluşmuş sper-
matozoon ortalamaları (%).
Table 5. EtTect of heparin dosages on iıı vitro capaeitation (%

liye sperm with detaehed acrosame).

Heparin X:t Sx (%) n Minimum (%) Maksimum(%)
(ııg/nıl)

Heparin
(ııg/ml)

X:tSx(%) n Minimum(%) Mlaksinıum(%)
i

LO ı1,382:t 0,381' 24 10,599 ]2,165

25 16,371 :t 0,38] h 24 15.588 17,]54

100 21,167 :tO,381" 24 20,383 21,950

Kontrol 8,4 i3 :t O,440d 18 7,509 9,318

Ayııı sOtunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki
I'arklılık istatistiki açıdan öncmlidir (p<ü.OO]).
a.h,cd Different superscripts within a eolumn are different at the

p<O.OO lleyeL.

Tablo 6. Heparinle inkübasyon süresine bağlı canlı, reaksiyon
oluşmuş spermatozoon ortalamaları (%).
Table 6. £ffeet of incubation period of heparin-treated sper-
matozoa on iıı vi/ro eapaeitation (% liye sperm with detaehed

acrosome).

Il1kübasyon X:t Sx (%) n Minimum(%) Maksimum(% )

süresi (Dak.)

5 10,9 i9 :t 0,3 i3" 24 10,275 11,562

15 14,688 :t 0,476h 24 13,709 15,666

60 17,393:t O,4W 24 16.531 18,255

Aynı sütuncia farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki
farklılık istatıstiki açıdan önemlidir (p<llOOI).
a,h,c Different superseripts within a colıımn are difl'erent at the

p<O.OO1 Icı'el.

LO 4,OD8:t O,163h 24 3,673 4,343

25 4,4D3 :t O,163h 24 4,068 4.739

100 4,465 :t O,ı63h 24 4,129 4,800

Kontrol 3,541:tO,188" 18 3.154 ,3,928

Aynı sütunda farklı harıleri taşıyan grup ortalaıııala('ı aı'asındakı
farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<0.05). i
a,b Different superscripts within a column are difi'erent at the

. ı
p<O.05 lcyel. i

Tablo 8. Heparinle inkübasyon süresine bağlı öık reaksiyon
oluşmuş spermatozoon ortalamaları (%). ı
Table 8. Effect of ineubatian period of heparin-treated sper-

:~~~~~~e~n in vi/ro capaeitation (% dcad sperm \\1 ith detached

lnkübasyon X :t Sx (%) . n Miniımım(% ) ~1aksimunı(%)
süresi (Dak.)

5 3,509:t O,]69" 24 3,163 3.856

15 3,814:t0,157" 24 3,490 4.137

60 4,99D:t D,196h 24 4,588 i 5,392

Aynı sütLında farklı harıleri taşıyan grup onalamal:,lırı arasınd~ıki
farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<0.05). ,I
a,b Different superscripts within a cplumn are dillerent at the

p<0.05 lcyel.

Tablo 9. 5 mM, iO mM ye ] 5 mM kafein (K) ile Ü fig/ml heparine (H) ait bulgular (%).

Table 9. £ffeet of caffein (5 m"'1, iO mM, i5 mM) plus heparin (O fig/ml) on in vi/ro capacitation (%). ,
Hücre tipi Kapasitör X:t Sx (%) Minimum (%)

i .
n Maksimum (%) i

Canlı 5K+OH 8 60,586:t 1,2] 7 h 57,010 67,160
i

reaksiyon (-) 10K+OH 8 57,045 :t 0,883 a 53,520 61.770 i

15K+OH 8 56,33 i :t 1,2 13 a 5 LOOO i 61,410

Kontrol 6 73,650:t ],]49 c 70,410 77.180

ÖILi 5K+OH 8 15,21O:t 0,n9 10,940 17,67Ü

reaksi yon (.) 10K+OH 8 ] 6,337 :t 0,765 ]3,130 19,240

15K+OH 8 ] 5,523 :t ] ,336 10,080 20,290

Kontrol 6 13,645 :t 1,068 8,nO : 16.1 LO

Canlı 5K+OH 8 19,526 :t 0,582 h 17,350 21.920

reaksiyon (+) iOK+OH 8 21,843:t o,nı a 18,530 25,320

15K+OH 8 23,326:t 0,90 i a 20,740 27.380

Kontrol 6 8,218 :t 0,454 c 6,100 9,060

Ölü 5K+OH 8 4,663 :t 0,257 3,500 6.020

reaksiyon (+) IOK+OH 8 4,752:t D,331 3,16D 6.170

15K+OH 8 4,797 + D,589 2,210 7,450

Kontrol 6 4,47ü:t 0,552 2,670 6,66D

Aynı slitunda farklı hadleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık İstatistiki açıdan önemlidir (p<D.DD 1).1
<ı.h.c Different superscripts within a column are different at the p<O.DO IleyeL. :

i
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Tablo H). 5 mM, 1,0mM ve 15 mM kafeİn (K) ile 5 )..lg/mlheparine (H) aİt bulgular (%).
Table iO. Efteet of eaffeın (5 mM, LOmM, 15 mM) plus heparİn (5 )..lg/ml)on in vitro eapaeitation (%).

Hücre tipi Kapasitör n X:tSx(%) Minimum (%) Maksimum (%)
Canlı 5K+5H 8 57,550:t 1,082 a 54,600 63,240reaksiyon (-) iOK+5H 8 56,633 :t 1,298 a 51,960 62.82015K+5H 8 53,837:t 1,389 a 48,730 61.060

Kontrol 6 73,650:t 1,149 b 70,4~ O n,180
ÖLÜ 5K+5H 8 16,165:t 0,758 13,020 19,680reaksiyon (-) lOK+5H 8 16,983 :t 0,590 15,530 20,670

15K+5H 8 16,275:t 1,221 10,630 2 i ,000
Kontrol 6 13,645 :t 1,068 8,720 16.110

Canlı 5K+5H 8 21,291 :t 0,552 a 18,570 23,750
reaksiyon (+) iOK+5H 8 21,490:t 1,062 a 16,230 25,670

15K+5H 8 25,280:t 1,028 b 20,790 30,560
Kontrol 6 8,218 :t 0,454 c 6,100 9,060

ÖLÜ 5K+5H 8 4,981 :t0,514 2,370 6.690
reaksiyon (+) IOK+5H 8 4,872 :t 0,362 3,750 6,760

15K+5H 8 4,586 :t 0,549 3,340 7,390
Kontrol 6 4,470 :t 0,552 2,670 6,660

Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O.OOI).
a.b.cDifferent superseripts within a eolumn are different at the p<O.OOI level.

Tablo i i. 5 mM, iOmM ve i5 mM kafcin (K) ile LO)..lg/mlheparine (H) ait bulgular (%).
Table ı i. Effeet of eaffein (5 mM, ı OmM, i5 mM) plus heparin (lO )..lg/ml)on in vitro eapaeitation (%).

Hücre tipi Kapasİtör n X:t Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%)
Canlı 5K+IOH 8 57,948 :t 0,740 a 55,000 61.000
reaksi yon (-) IOK+IOH 8 56,273 :t 0,608 a 54,080 59,130

15K+l0H 8 52,297 :t 0,907 b 48,330 55,760
Kontrol 6 73,650:t 1,149 c 70,410 n,180

ÖLÜ 5K+IOH 8 15,737 :t 0,66 i 13,280 18,850
reaksiyon (-) IOK+IOH 8 15,260:t 0,669 12,710 17,460

15K+IOH 8 16,841 :t 0,767 14,530 20,140
Kontrol 6 13,645 :t 1,068 8,720 16, i iO

Canlı 5K+IOH 8 21,395 :t 0,572 a 19,130 23,820
reaksiyon (+) 10K+IOH 8 23,237 :t 0,7 i9 a 20,080 25,900

15K+I0H 8 25,457 :t 0,756 b 21,190 28,380
Kontrol 6 8,2 ı8 :t 0,454 c 6,100 9,f)60

ÖLÜ SK+IOH 8 4,897 :t 0,43 i 3,070 6,690
reaksiyon (+) IOK+IOH 8 5,21O:t 0,358 3,310 6,250

15K+IOH 8 5,372 :t 0,456 3,940 7,040
Kontrol 6 4,470:t 0,552 2,670 6,660

Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O.OOl).
a,b.cDifferent superseripts within a eolumn are dİfferent at the p<O.ooı level.

Tablo 12. 5 mM, iOmM ve i5 mM kafein (K) ile 25 )..lg/mlheparine (H) ait bulgular (%).
Table 12. EtTeet of eatTein (5 mM, iOmM, 15 mM) plus heparin (25 /lg/ml) on in vitro eapaeitation (% ).

Hücre tipİ Kapasitör n X:t Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%)

Canlı 5K+25H 8 56,117:t 0,800 'i 52,470 59.l)40
reaksiyon (-) iOK+25H 8 53,645:t 1,094 ab 46, ı80 55,300

ISK+25H 8 50,322:t 2,173 b 40,430 59,380
Kontrol 6 73,650:t1,]49C 70,4ıo n,180

5K+25H 8 16,668 :t 0,560 ı5,OOO 19,430
IOK+25H 8 17,398:tO,617 15,100 20,170
J 5K+25H 8 15,597:t L245 ı0,890 20,930
Kontrol 6 13,645 :t 1,068 8,720 16.110

SK+25H 8 21,766:t 0,816 a ]9,440 25,740
iOK+25H 8 23,902 :t 0,629 a 20,970 26,900
15K+25H 8 28,440:t ı,472 b 21,600 35,330
Kontrol 6 8,218 :t 0,454 c 6.1 00 9,060

5K+25H 8 5,430:t 0,312 4,120 6,480
iOK+25H 8 5,031 :t 0,38 i 3,530 6,720
i5K+25H 8 5,62 i :t 0,661 3,420 8, 100
Kontrol 6 4,470 :t 0,552 2,670 6,660

Aynı sütunda farklı harıleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O.OO1).
a,b.cDifferent superseripts within a eolumn are different at the p<O,OO] leveL.
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Tablo 13. 0.1 J.lM,0,2 J.lMve 0,3 ~tM kalsiyum iyonofor (Ki) ile OmM kafeine (K) ait bulgular (%). i '

Table 13. Effect of caleium ionophore (O,i J.lM,0,2 J.lM,0,3 J.lM)plus caffein (OmM) on in vi/ro capacitation (%).1
Hücre tipi Kapasitör n X:t Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%) i

Canlı OK+O,l Ki 8 69,365 :t 0,598 b 66,180 73.910 i
reaksiyon (_) OK+0,2 Ki 8 66,883 :t 0,804 ab 63,830 71.310

OK+0,3 Ki 8 64,665 :t 0,930 a 61,530 69.300
Kontrol 6 74,413 :t 0,598 c 72,620 76,540

OK+O.i Ki 8 15,738 :t 0,939 12,0 LO 20,140
OK+0,2 Ki 8 16,248 :t 0,797 13.130 19,390
OK+O,3Ki 8 17,463:tO,957 12,700 22,110
Kontrol 6 13,680 :t 0,392 11,930 14.820

OK+O.l Ki 8 10,401 :t 0,521 a 8,540 112.980
DK+0.2Ki 8 12,146:t0,795 ab 8.910 15.620
OK+0,3 Ki 8 l3,128:t 0,641 b 10.390 p.910
Kontrol 6 8,060:t 0,000 c 7,880 8,370

DK+O.1 Ki 8 4,476 :t 0,2] i 3.840 1
5,590

OK+0,2 Ki 8 4,727 :t 0,328 3.160 6. i70
OK+O,3 Ki 8 4,721 :t 0,309 3.960 6.630
Kontrol 6 3,830 :t 0,248 3,000 ' 4.560

Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O.OO1).
a.b.c Oiffercnt superscripts within a co1umn are different at the p<O.OOl !eve!. i

Tablo 14. D,l J.lM.0,2 J.lMve 0,3 J.lMkalsiyum iyonofor (Ki) ile 5 mM kafeine (K) ait bulgular (%). ,I
Table 14. Effect of caleium ionophore (D,1 J.lM,0,2 J.lM,0,3 J.lM)plus caffein (5 mM) on in vi/ro c~pacitation (%!).

Hücre tipi Kapasitör n X:t Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%) i
Canlı 5K+O.l Ki 8 60.772:t 1.027 a 57.200 166. i50 i
reaksiyon (-) 5K+O,2 Ki 8 56.381 :t 1. i IL b 51.040 62.050 i

5K+O,3 Ki 8 52.537 :t 0,764 c 49.360 54.950
Kontrol 6 74,413:t 0,598 ct 72,620 '76.540

5K+O.IKi 8 15,186:t0,645 11.780 17.470
5K+O.2 Ki 8 15.376:t 1.152 10.960 ' 18.940
5K+O.3 Ki 8 16.883 :t 0.680 14.850 20.000
Kontrol 6 13,680:t 0,392 ] i.930 i 14.820

5K+0,IKi 8 19.220:tO.538a 17.110 22.070
5K+0.2 Ki 8 23.635 :t 0,609 b 22.020 i 26.400
5K+0,3 Ki 8 25.338 :t 0.549 c 22.320 27.270
Kontrol 6 8,060:t 0,000 ct 7.880 8.370

5K+O,1 Ki 8 4,800:t 0,234 3.910 6.090
5K+O.2 Ki 8 4,587 :t 0,372 3,370 6.570
5K+0,3 Ki 8 5.220:t 0,401 3,840 6.920
Kontrol 6 3,830:t 0,248 3,000 4.560

~ırnı sütll.nda farklı hartleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık istatistiki açıdan önemlidir (p<O.OOI).
, ,c,J Oıfferent superscrıpts wıtlıın a co1umn are dıfferent at the p<O.OOl leve!.

Tablo i5. O,i J.lM,0,2 J.lMve 0,3 J.lMkalsiyum iyonofor (Ki) ile iOmM kafeine (K) ait bulgular (%). i
Table 15. Effect of calcium ionophore (0,1 J.lM,0,2 J.lM,0,3 J.lM)plus caffein (I OmM) on in vitro' capacitation i%),

i

Hücre tipi Kapasitör n X :t Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%) i
Canlı ]OK+O,l Ki 8 57.061 :t 1,462 a 51.720 64,780
reaksiyon (-) iOK+0,2 Ki 8 53.620:t 1.337 a 49.580 60,460

1DK+O.3 Ki 8 48.985 :t 0.677 b 43.310 i 57580
Kontrol 6 74,413 :t 0,598 c 72.620 76.540

ıOK+D.i Ki 8 16.867 :t 0,635 14.950 20.850
iOK+O.2 Ki 8 16.256:t 1.002 ] i .7DO 20.000
iOK+0,3 Ki 8 16. i03 :t 0,074 12.260 21.050
Kontrol 6 13,680:t 0,392 i 1.930 14.820

]OK+O,l Ki 8 21.446:t 1.145 a 15,490 26.100
1OK+0,2 Ki 8 25,407 :t 0,714 b 22,480 28,420
1OK+O,3 Ki 8 29.908 :t 0,938 c 24.900 34.430
Kontrol 6 8,060:t 0,000 J 7.880 8.370

iOK+O.l Ki 8 4,606 :t 0,278 3.75D 5.850
1OK+0.2 Ki 8 4,698 :t 0,354 3,480 6.220
IOK+0,3 Ki 8 5.976:t 0,412 3.860 6.890
Kontrol 6 3,830 :t 0,248 3,000 , 4,560

Aynı sütunda farklı harfleri taşıyan grup ortalamaları arasındaki farklılık istatİstiki açıdan önemlidir (p<O.OO]).!
,Lb,c.J Dıfferent superscripts within a column are different at the p<O.OOI leve!. i i
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Tartışma ve Sonuç
Araştırmadan elde edilen veriler arasında canlı, re-

aksiyon oluşmuş spermatozoonlara ait olanlar oldukça
önemli görülmektedir. Çünkü bu spermatozoonlar tüm
manüplasyonlar sırasında canlı kalabilen ve mediuma
ilave edilen maddenin etkisi ile kapasitasyona ve sonuçta
akrozom reaksiyonuna uğrayan spermatozoonların ora-
nını yansıtmaktadır.

Kullanılan heparin konsantrasyonu ve inkübasyon
süresinin baz olarak alındığı. 1. grupta artan inkübasyon
süresi ve dozun spermatozoonların kapasitasyon oran-
larını arttırdığı, bunun yanında bu faktörlerin sper-
matozoonların yaşama yetenekleri üzerine önemli bir
olumsuz etkisinin olmadığı gözlenmiştir. Çalışmada elde
edilen bu yöndeki bulgular Parrish ve ark. (22)'nın bul-
gularına benzerlik göstermektedirler. Fukui (lO)'nin yap-
tığı çalışmada spermayı 100 flg/ml heparin içeren me-
diumda 15 dakika inkübe ettikten sonra %13-18 oranında
akrozom reaksiyonu elde ettiğini bildirmiştir. Elde edilen
bu oran bu çalışmada aynı doz ve sürede elde edilen oran-
dan (%23.219) daha düşük bulunmuştur. Bu durum bo-
ğalar arasında bireysel farklılığa ve mediunllın glukoz
içermesine bağlanabilir. Handrow ve ark. (l4)'nın yap-
tıkları ve 1Oflg/ml heparinle 4 saat inkübe ettikleri sper-
mada elde ettikleri (fo58:t8 oranın bu çalışmada elde edi-
len oranlardan fazla olması ise yine bireysel farklılığa ve
inkübasyon süresinin uzunluğuna bağlanabilir. Fukui ve
ark. (ll)'nın spermayı O, 5,10,25,50, 100 ve 200 flg/ml
heparinle 0,5, 15,30,45,60, 120,180 ve 240 dakika sü-
relerde inkübasyona bırakarak fertilizasyon oranlarına
göre değerlendirdikleri çalışmada en yüksek fertilizasyon
oranlarını heparinin 25 ile 100 flg/ml dozları arasında
elde ederken en iyi inkübasyon sürelerinin 5 ile 60 dakika
arasında olduğunu belirtmişlerdir. Bu çalışmada kul-
lamlan 10, 25 ve 100 flg/ml heparinle fertilizasyon oran-
larının artması bizim yaptığımız çalışmada AR oranları-
nın artması ile benzerlik göstermektedir.

Birbirleri ile yaygın şekilde kombinasyonları ya-
pılarak in vitro kapasitasyon amacı ile kullanılan, heparin
ile kafein ve kafein ile kalsiyum ionoforun değişik kon-
santrasyonlarının kapasitasyona ne derecede etkili olduğu
çalışmadan çıkarılan diğer bir sonuçtur. Bu gruplarda ka-
pasitör maddelerin toplam konsantrasyonlarının artması-
nın kapasitasyon üzerindeki olumlu etkiler yaptığı ve artan
toplam konsantrasyona paralel kapasite olmuş sper-
matoZGon oranlarının arttığı gözlenmiştir.

Bu sonuçlar, Niwa ve Ohgoda (19), Park ve ark.
(21) ile Kim ve ark. (15)'111n fertilizasyon mediumuna
ilave ettikleri kafein ve hepariilin oosit penetrasyon oran-

larını belirgin oranda arttırdıklarını (p<O.OO1) ve bu iki
kapasitör maddenin kapasitasyon üzerinde sinerjik olarak
etki ettiklerini bildirmeleri ile uyuşmaktadır. Benzer bul-
gular kafein ve kalsiyum ionoforu kullanan Yang ve ark.
(31) ile Aoyagi ve ark. (2) tarafından da bildirilmektedir.

Her üç grupta elde edilen en yüksek kapasitasyona
uğramış spermatozoon oranları 1. grupta cı 00 /lg/ml he-
parinle 60 dakika inkübasyon) %25.466, 2. grupta (lS
mM kafein+25 flg/ml heparin) %28.440 ve 3. grupta (10
mM kafein+0,3 flM kalsiyum ionofor) %29.908 olarak
bulundu. Buna göre kullanılan kapasitör maddeler ara-
sında en iyi sonuçların 10 mM kafeinle 0,3 flM kalsiyum
ionoforun kombinasyonundan elde edildiği görüldü. Bu
oranların diğerlerine göre daha yüksek olması bir avantaj
yaratmakla birlikte heparin grubunda tek bir kimyasal
madde ile çalışma kolaylığı ve heparinin daha kolay ve
ucuz bulunabilmesi bu gruba bir avantaj sağlamaktadır.
Sonuç olarak, çalışmada kullanılan tüm kapasitör mad-
delerin birbirlerine büyük bir üstünlük sağlayamadıkları
ve her üç yönteminde in vitro kapasitasyon çalışmala-
rında kullanılabileceği görülmüştür.
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