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Dondurulmu§ boga spermasimmn degisik kapasitor maddelerle in vitro
kapasitasyonu*
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Ozet: Cahgmada, heparin (1. grup), heparin+kafein (2. grup) ve kafein+kalsiyum ionoforun (3. grup) in vitro spermatozoon
kapasitasyonu iizerine etkileri incelendi. Bu amagla sperma 1. grupta 10, 25 ve 100 pg/ml heparin ile 5, 15 ve 60 dukikalik siireler
igin inkiibasyona birakilirken 2. grupta 5, 10, 15 mM Kkafein, 0, 5, 10, 25 wg/m! heparin ile ve 3. grupta (), 5, 10 mM kafein. 0.1, 0.2,
0.3 pM kalsiyum iyonofor ile kombine edilerek kullanildi. Kapasitasyonun saglanmasindan sonra spermaya 100 pg/ml li-
zofosfatidilkolin (LPC) ilave edilerek akrozom reaksiyonu (AR) indiiklendi. Olusan reaksiyonun ve spermatozoontarin canhliklarinin
belirlenebilmesi igin trypan blue ve Giemsa ile ikili boyama yapildi. Bu boyama ile spermatozooniarin canhliklar ve reaksiyona gir-
melert gruplandinlarak degerlendirildi. Gruplar: 1- Canl, reaksiyon (-); 2- Olii, reaksiyon (-); 3- Canl, reaksiyon (+); 4- Olii, re-
aksiyon (+) olarak adlandinldilar. Buna gére, her ii¢ grupta elde edilen en yiiksek kapasitasyona uframiy spermatozoon oranlari 1.
grupta (100 pg/mi heparinle 60 dakika inkiibasyon) %25.466, 2. grupta (15 mM kafein+235 pg/ml heparin) %28.440 ve 3. grupta (10
mM kafein+0.3 pM kalsiyum ionofor) %29.908 olarak bulundu. 1k grupta kullamlan heparin konsantrasyonunun ve artan in-
kiibasyon siiresinin kapasite olmus spermatozoon oranlarmni arturdigi gozlendi. Ikinci ve iigiincii gruplarda ise kullantlan kapasitor
maddelerin birbirlerinin etkilerini destekledikleri ve toplam konsantrasyonlarimin artmasina bagli olarak kapasite olmug sper-
matozoon oranlarinin yiikseldigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Boga, heparin, in vitro kapasitasyon, kafein, kalsiyum iyonofor
In vitro capacitation of frozen-thawed bull semen by different capacitating agents

Summary: In this study, the effects of heparin (1% group), caffein plus heparin (2" group) and caffcin plus calcium io-
nophore (3" group) on in virro capacitation of frozen-thawed bull semen werc investigated. For this purpose, in the first group, three
dosages of heparin (10, 25, 100 pg/ml) and three incubation time (5, 15, 60 min.) were cxamined. In the second group, 5. 10 and 15
mM concentrations of caffein combined with 0, 5, 10, 25 ug/ml heparin and in the third group, 0, 5, 10 mM concentrations of caffein
combined with 0.1, 0.2, 0.3 UM calcium ionophore. After induction of capacitation by these agents, a dose of 100 mg/ml lysop-
hosphatidyicholine (LPC) was added to medium to induce acrosome reaction for a period of 15 minutes. To determine the reaction
and viability, spermatozoa were stained by dual staining method using trypan blue and Giemsa. Four categorics of spermatozoa were
identified and counted: 1- Intact acrosome, live; 2- Intact acrosome, dead; 3- Detached acrosome, live; 4- Detached acrosome, dead.
[n the first, second and third groups the highest results were 25.466% (100 pg/ml heparin, 60 min.). 28.440% (15 mM caffein plus 25
Hg/ml heparin) and 29.908% (10 mM caffein plus 0,3 UM calcium ionophore), respectively. The mean proportions of capacitated
spermatozoa increased as the heparin dosage and incubation period increased in the first group. A synergistic effect of caffein plus
heparin and caffein plus calcium ionophore were observed in our study. The total dosages of capacitating agents increased. mean pro-
portions of capacitated spermatozoa increased in the second and third groups.
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Giris lizerinden uzaklastirilmas: olmaktadir (12). Bu olay in
Kapasitasyonun baslangic asamalarin1  spermato- vivo ortamda hiicrelerin disi genital kanalinda bir siire
zoon plazma membraminda absorbe edilmis olan ve se-  kalmasindan sonra meydana gelir (28). Kapasitasyon ovi-

minifer tubuller, epididimis, duktus deferens ve seminal duktal istmusun alt bélgelerinde tamamlanir. Istmus bun-

plazmadan koken alan bazi komponentlerin uzak-  dan sonra bir rezervuar gérevi yaparak kapasite olmus
lagnlmast ya da yerlerinin degistirilmesi olusturur. Ka-  spermatozoonlan ovulasyondan sonra ampullaya birakir
pasitasyon olgusunun en énemli boliimii bu koruyucu ta- (9). Bu olayda oviduktal epitel hiicrelerinin énemli go-

bakanin spermatozoon yiizeyinden ve ¢zellikle akrozom  revleri oldugu diisiiniilmektedir (14).

Bu aragirma "Dondurulmug Boga Spermasinin Degisik Medyumlarda fn Vitro Kapasitasyonu” baglikli doktora tezinden 6zet-
lenmistir.
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Disi genital kanalinda meydana gelen kapasitasyona
yiiksek konsantrasyonlarda bulunan glikoaminoglikanlar
neden olur (18). Bogalarda seminal plazma, heparin bag-
layicr  proteinler igerir. Bu proteinler kauda epi-
didimis’den ayrilan spermatozoonlara ejekiilasyon si-
rasinda  baglanarak  heparin  ve heparin  benzeri
glikoaminoglikanlara affiniteyi arturir (3,18).

Heparinin  ve diger glikoaminoglikanlarin  ka-
pasitasyonu indiikleme yetenegi, ejekiilasyon sirasinda
spermatozoon yiizeyine baglanan ve seminal plazmadan
koken alan proteinlerin aktivitelerinde meydana ge-
tirdikleri degisiklikler ve bunun sonucunda plazma
membraninda meydana gelen modifikasyonlar sonucu or-
taya ¢ikar (5).

Memelilerde akrozom reaksiyonu (AR), daha on-
ceden kapasitasyon gecirmig spermatozoonlarda goriilen
bir olgu olup fertilizasyon i¢in mutlaka gerekli bir olay-
dir. Akrozomal sisme, vezikiilasyon ve enzimlerin digan
akmas! reaksiyon esnasinda meydana gelen belli bagh
morfolojik degisikliklerdir (27). Follikiiler sivi, kumulus
hiicreleri ve zona pellusida ile temas kuran sper-
matozoonlarda AR indiiklenebilir. Follikiiler siv1 i¢indeki
ve disi genital kanalinda bulunan heparin ve kondriotin
siilfat A gibi glikoaminoglikanlar bu etkiyi arturirlar
(10,22). Memeli spermatozoonlarinda iki tip AR gdzlenir.
Bunlardan birisi dig akrozomal membran ile plazma
membran arasmdaki progressif vezikiilasyon olaylarim
kapsayan gergek AR, digeri ise hiicrenin Oliimiinden
sonra meydana gelen sahte ya da dejeneratif AR’dir (8).
Bu iki reaksiyonun birbirinden aymt edilmesi sper-
matozoon fonksiyonlarinin belirlenmesinde, spermanin
bulundugu ortamun ve reaksiyonu aktive eden maddenin
degerlendirilmesinde 6nemlidir (6).

Kapasitasyon fertilizasyon olgusunun bir 6n kogulu
olduguna gore, kapasitasyon basansimn in vitro de-
serlendirilmesi spermamin fertilite yeteneginin daha iyi
degerlendirilmesi olanagim da saglar. Yani spermanin ka-
pasitasyonu stimiile eden maddelerle muamele edilmesi
fertilite diizeyinin belirlenmesinde onemli bir kriterdir
(4,31).

Spermatozoonlar kapasite eden faktorler arasindaki
farkin bulunmasi ya da kapasitasyonun basarisimn &l-
ciilmesi igin iki temel yaklasim vardir. Bunlardan birisi
spermayr kapasitasyon kosullarma tabi tuttuktan sonra
nygun asamalardan gegirilmis oositle muamele etmek ve
fertilizasyon sonuglarma gore degerlendirme yapmak
(2,11,15,19,25), digeri ise reaksiyona ugramig sper-
matozoonlarda AR’yi indiikleyebilecck ajanlara tabi tu-
tarak bu reaksiyonun belirlenmesini saglamakur (24). Bu
amagla Bryan boyasi, trypan blue-Giemsa, nigrosin-

eosin-Giemsa, fast green-cosin B, trypan blue-Bismarck

!
brown-rose Bengal boyalar ile yapilan -boyaqlla]ar yaygim
olarak kullanﬂrimktadu (1,20,26,29,30). ‘

In vitro galigmalarda degisik ekzogen faktdr ya da
maddelerin de akrozom reaksiyohunu farkl1 @lgtilerde in-
diikledigi belirtilmektedir. Bunlar arasinda, zona pel-
lucida ya da kumulus-oosit kompleksinin ko’imponemlerj,
fiizogenik lipitler, kalsiyum iyonoforlan ve Ca*? iyon-
larinin eksternal maniiplasyonlari (22.28); spermatozoon
fosfolipaz A2 etkisi ile liretilen l'izofosfalidlei’r (13.17,23);
fiizogenik bir lipid olan LPC (23) degisik deferjanlar (13)
sayilabilir. | |

Boyama yontemi ile spe‘rmatozoonlairda AR de-
gerlendiren Cross ve Meizel (7), reaksiyona ugrayan hiic-
relerin akrozonlarinin boya almadig halde reaksiyona gir-
meyenlerin boya aldigim bildirmisgtir. Bryz‘lm boyas ile
hiicreleri boyayan Polerme ve‘Steirteghcmi. (20) de re-
aksiyon gegirmemis spermatozoonlarin bag smirlarinin
yesil, cekirdegin koyu sar1 renkte, reaksiyon gegirmig
olanlarda ise uniform sar1 renkte oldugunﬂl gozlemistir.
Yine ikili boyama yontemi (dual stain) ile sptimum 8-10
dakikalik boyama siiresinde 611 ve canh spirmatozoonlar
ile gergek ve yalanct AR belirlenmesi iyaplldlgl be-
lirtilmektedir (26). ! |

Bu arastirma in vitro fertilizasyon gahénmlarmm cok
onemli bir asamas: olan ve elde edilecck |bagartyr dog-
rudan etkileyen in vitro spermatozoa kapas';itasyoml tize-
rine yapilmustir, Bu amacla heparin, hepzlfl‘ill+ka‘fei11 ve
kafein+kalsiyum iyonofor olmak lizere ch grup olus-

turulmug ve bu kapasitor ajanlarin etkileri ix}lcclenmi\glir.
I
|

Materyal ve Metot

Arastirmada dondurulmus boga spermiatozoonlarinin
in vitro kapasitasyonlar1 saglanarak ku]lm’mlan kapasitor
maddelerin etkisi belirlenmeye ga11§11m1§1':1r. Bu amagla
kullanilan heparin farkl siireler ve dozlarda, kafein ile he-
parin ve kafein ile kalsiyum ionoforun farkl dozlart bir-
birleri ile kombine edilerck kullamlnn§1nj‘. Kapasitasyo-
nun belirlenmesi igin akrozom reaksiyonu lizofosfatidilkolin
ile indiiklenmis ve sonrasinda trypan blug ve Giemsa ile

boyanmalari saglanmigtir. |

Kullanilan mediumlar _ ;

Calismanm 1. ve 2. grdplarmda sp+TALP (20), 3.
grubunda ise Brackett ve Oliphant (BO)f mediumu (21)
kullamldi. |

Spermanin deneye hazirlanmasi |

Deneylerde 0,25 ml’lik payetlerde dondurulmus
boga spermasi kullanildi. (;i‘)'z‘ulen spermalar 500 g’de
10’ar dakika santrifiij edilerek iki kez yf,kandl ve ml’de
yaklagik 10x10° hiicre olacak sekilde yinc}. ayni mediumla
diliie edildi. | l‘

| _‘
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Heparin (H) ile kapasitasyon

Deneye hazirlanan sperma, 10, 25 ve 100 pg/ml he-
parin (sodyum tuzu) ile 5, 15 ve 60’ar dakikalik siirelerde
inkiibasyona birakildi.

Heparin (H) ve kafein (K) ile kapasitasyon

Bu grupta kafein (sodyum benzoat tuzu) 5, 10 ve 15
mM, heparin ise 0, 5, 10 ve 25 mg/m] kullanildi. Kafein
santrifiij ©ncesinde, heparin santrifiij sonrasinda ek-
lenerek 10 dakika daha inkiibasyona birakildi.

Kafein (K) ve kalsiyum iyonofor (Ki) ile kapasitasyon

Bu grupta kafein 0, 5 ve 10 mM, kalsiyum iyonofor
(A23187) 1se 0.1, 0.2 ve 0.3 uM’liik konsantrasyonlarda
kullamldi. Sperma bu grupta kafein i¢eren ancak BSA
icermeyen BO mediumuyla santrifiij edilerek yikandiktan
sonra kalsiyum iyonofor A23187 ilavesi yapildi. Tam bir
dakika sonra ise A23187’nin etkisini durdurmak igin 2
mg/ml BSA ilave edildi.

Akrozom reaksiyonun indiiklenmesi
100 ug /ml dozunda lizofosfatidilkolin ile 15 dak.
siire ile inkiibasyona birakildi. (24).

Tablo 1. Heparin dozuna bagh canli, reaksiyon olugmarmg sper-
matozoon ortalamalan (%).

Table . Effect of heparin dosages on in vitro capacitation (%
live sperm with intact acrosome).

Reaksiyonunun belirlenmesi
% 0,1’lik trypan blue ve %10’luk Giemsa ile ikili
boyama y&ntemi (26) uygulands.

Degerlendirme

Trypan blue ve Giemsa ile yapilan ikili boyama yon-
teminde spermatozoonlar dort farkli goriintli altinda de-
gerlendirildi. Gozlemler, trypan blue ile 06lii sper-
matozoonlarin postakrozomal - bélgelerinin mavi olarak
boyanmasi, canhi olanlarin aym bélgelerinin boya al-
madan kalmasi, Giemsa ile ise reaksiyon gegirmeyen
spermatozoonlarin akrozomal bolgelerinin kirmizi-pembe
renkte boyanirken reaksiyona ugrayanlarin akrozomal
bélgelerinin boya almadan kalmas: esasina dayandirald.
Buna gore canl olup reaksiyona ugrayanlar ger¢ek AR,
olii olup reaksiyona ugrayanlar ise sahte AR olarak de-

gerlendirildi (26).

Bulgular
Yapilan calismada heparin (H) grubuna ait sonuglar
Tablo 1-8, heparint+kafein (H+K) grubuna ait sonuglar
Tablo 9-12 ve kafein+kalsiyum iyonofor (K+Ki) grubuna
ait olanlar Tablo 13-15’de sunulmusgtur. .

Tablo 3. Heparin dozuna bagh 6lii, reaksiyon olusmamig sper-
matozoon ortalamalan (%). )

Table 3. Effect of heparin dosages on in virro capacitation (%
dead sperm with intact acrosome).

Heparin X = Sx (%) n  Minimum(%) Maksimum(%) Heparin X = Sx (%) n Minimum(%) Maksimum(%)
(pg/ml) (ng/ml)

10 62,844 £0,644> 24 61,519 64,168 10 21,744 £0,597 24 20,516 22,971

25 59,832 £ (0,644 24 58,508 61,157 25 19,386 + 0,597 24 18,159 20,614

100 53,900 £ 0,644* 24 52,576 55,225 100 20,447 + 0,597% 24 19,219 21.674
Kontrol 75,234 £ 0,744 18 73,704 76,763 Kontrol 12,792 + 0,597° 18 11,374 14,209

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalart arasindaki
farklilik istatistiki agidan onemlidir.
ba: p<0.01 be: ca: p<0.001
bvsaDifferent superscripts within a column are different at the
p<(.01 level.
h.cvs ca Different superscripts within a column are different at
the p<0.001 level.

Tablo 2. Heparinle inkiibasyon siiresine bagli canli, reaksiyon
olugmamig spermatozoon ortalamalart (%).

Table 2. Effect of incubation period of heparin-treated sper-
matozoa on in vitro capacitation (% live sperm with intact ac-

Ayni siitunda farklr harfleri tasiyan grup ortalamalary arasindaki

farkhilik istatistiki agidan énemlidir (p<0.05).

ab Different superscripts within a column are different at the
p<0.05 level.

Tablo 4. Heparinle inkiibasyon siiresine bagh olii. reaksiyon
olugmamig spermatozoon ortalamalart (%).

Table 4. Effect of incubation period of heparin-treated sper-
matozoa on in vitro capacitation (% dead sperm with intact ac-

rosome). rosome).
Inkiibasyon X £ Sx (%) n  Minimum(%) Maksimum(%) Inkiibasyon X + Sx (%) n Minimum(%) Maksimum(%)
stiresi (Dak.) siiresi (Dak.)
5 67,953 = (0,528% 24 66,867 69,039 5 17,597 £ 0,419* 24 16,736 18,459
15 63,066 +0,648> 24 61,734 64,398 15 18,412 0,624 24 17,128 19,695
60 57,839 £0,524° 24 56,762 58,916 60 19,768 +0,552" 24 18,634 20,901

Aynt siitunda farklh harfleri tagtyan grup ortalamalar arasindaki

farkhilik istatistiki agidan onemlidir (p<0,001).

ab¢ Different superscripts within a column are different at the
p<0.001 level.

Ayni siitunda farkly harfleri tagiyan grup ortalamalart arasindaki

farklilik istatistiki agidan énemlidir (p<0.03).

ab Different superscripts within a column are different at the
p<0.05 level.
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Tablo 5. Heparin dozuna bagli canli, reaksiyon olugmus sper-

matozoon ortalamalari (%).
Table 5. Effect of heparin dosages on in vitro capacitation (%

live sperm with detached acrosome).
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Tablo 7. Heparin dozuna bagh &lii, feaksiyon olu|§mU§ sper-
matozoon ortalamalart (%). | !
Table 7. Effect of heparin dosages on in vitro capdcitation (%
dead sperm with detached acrosome). , /

Heparin X £ 8x (%) n  Minimum (%) Maksimum(%) Heparin X + Sx (%) n  Minimum(%) M‘|z|ksimum(‘%:)
(ng/ml) (ug/mi) .
10 11,382 £ 0,381 24 10,599 12,165 10 4,008 +0,163P 24 3,673 ’ 4,343
25 16,371 £ 0,381" 24 15.588 17,154 25 4,403 £ 0,163" 24 - 4,068 L4739
100 21,167 £ 0,381 24 20,383 21,950 100 4,465 £ 0,163" 24 4,129 I 4,800
Kontrol 8,413 + 0,440¢ 18 7,509 9,318 Kontrol 3,541 +0,188* 18 © 3,154 ‘ 3,928
|

Aym siitunda farklt harfleri tagtyan grup ortalamalari arasindaki

farklilik istatistiki acrdan Snemlidir (p<0.001).

ab.ed Different superscripts within a column are different at the
p<0.001 level.

Tablo 6. Heparinie inkiibasyon siiresine bagh canh, reaksiyon
olugmug spcrmatomon ortalamalart (%).

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalaft arasindaki

farklilik istatistiki agidan énemlidir (p&0.05). |

b Different superscripts within a column are different at the
p<0.05 level. f |

Tablo 8. Heparinle inkiibasyon siiresine bagh Olfi. reaksiyon
olusmusg spermatozoon ortalamalari (%). }

Table 8. Effect of incubation period of heparin-freated sper-

Table 6. Effect of incubation period of heparin-treated sper-
matozoa on in vitro capacitation (% live sperm with detached  matozoa on in vitro capacitation (% dead sperm \\liLh detached
ACTOSOME). acrosome). :
X & Sx (%) n  Minimum(%) Maksimum(%) Inktibasyon X = Sx (%) -n l\hinimum(%} I\/ihksinmm(%)

Inkiibasyon

stiresi (Dak.) . i

stresi (Dak.)
3 10,919 = 0,313* 24 10,275 11,562 5 3,509+0,169" 24 [ 3,163 | 3,856
15 14,688 = 0,476" 24 13,709 15,666 15 3814+0,157¢ 24 3,490 | 4,137
60 17,393 £ 0,419 24 16,531 18,255 60 4,990 £0,196° 24 4,588 ] 5,392

Ay siitunda farklt harfleri tagiyan grup ortalamalart arasindaki

farkhilik istatistiki agidan énemlidir (p<0.001).

ah< Different superscripts within a column are different at the
p<0.001 level.

Tablo 9. 5 mM, 10 mM ve 15 mM kafein (K) ile 0 pg/ml heparine (H) ait bulgular (%).
Table 9. Effect of caffein (5 mM, 10 mM, 15 mM) plus heparin (0 pg/ml) on in vitro capacitation (%).

Aynt stitunda farkh harfleri tagiyan grup OI'[tll'dm‘d[:II'll'l arasindaki

farklilik istatistiki agidan Snemlidir (p<0.05). )

ab Different superscripts within a column are different at the
p<0.05 level. |

M;{ksimum (%) |

Hiicre tipi Kapasitor n X £ Sx (%) Minimum (%)
Canli SK+0H 8 60,586 + 1,217 P 57,010 | 67,160 !
reaksiyon (-) 10K+0H 8 57,045 + 0,883 2 53,520 61,770 {
15K+0H 8 56,331 £1,2132 51,000 161,410 ‘
Kontrol 6 73,650 £ 1,149 ¢ 70,410 77,180 :
Olii 5K+0H 8 15,210 + 0,729 10,940 } 17,670 |
reaksiyon (-) 10K+0H 8 16,337 + 0,765 13.130 . 19,240 !‘
15K+0H 8 15,523 + 1,336 10,080 20,290 J
Kontrol 6 13,645 + 1,068 8,720 C16.110 ‘
I
Canh SK+0H 8 19,526 = 0,582 P 17,350 21.920 |
reaksiyon (+) FOK+0OH 8 21,843 £ 0,721 2 18,530 © 25,320 j
15K+0H 8 23,326 £ 0,901 2 20,740 27.380 i
Kontrol 6 8,218 £ (3,454 ¢ 6,100 | 9,060 |
Olii S5K+0H 8 4,663 + 0,257 3,500 6,020 I
reaksiyon (+) 10K+0H 8 4,752 + 0,331 3,160 6.170 ;
1SK+0H 8 4,797 + 0,589 2,210 7.450 i
Kontrol 6 4,470 + 0,552 2,670 6.660 i

Aynt siitunda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalan arasindaki farklilik istatistiki acidan &nemlidir (p<0.001). ’
ah.¢ Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

J



Tablo 10. 5 mM, 10 mM ve 15 mM kafein
Table 10. Effect of caffein (5 mM, 10 mM,
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(K) ile 5 pg/ml heparine (H) ait bulgular (%).
15 mM) plus heparin (5 ug/ml) on in vitro capacitation (%).

Hiicre tipi Kapasitor n X+ Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%)
szh. 5K+5H 8 57,550+ 1,0824 54,600 63,240
reaksiyon (-) 10K+5H 8 56,633 + 1,298 4 51,960 62.820
15K+5H 8 53,837 +1,389 2 48,730 61,060
Kontrol 6 73,650+ 1,149 b 70,410 77.180
Ol ' S5K+5H 8 16,165 + 0,758 13,020 19,680
reaksiyon (-) 10K+5H 8 16,983 + 0,590 15,530 20,670
15K+5H 8 16,275 + 1,221 10,630 21,000
Kontrol 6 13,645 + 1,068 8.720 16,110
Canh 5K+5H 8 21,291 £ 0,5522 18,570 23,750
reaksiyon (+) 10K+5H 8 21,490 + 1,062 4 16,230 25,670
15K+5H 8 25,280+ 1,028 20,790 30,560
Kontrol 6 8,218 +0,454 ¢ 6,100 9.060
Olia S5K+5H 8 4,981 £ 0,514 2.370 6.690
reaksiyon (+) 10K+5H 8 4,872 + 0,362 3,750 6.760
15K+5H 8 4,586 + (.549 3,340 7.390
Kontrol 6 4,470 £ (1,552 2,670 6,660

Ayni siitunda farkir harfleri tagiyan grup ortalamalari arasindaki farklilik istatistiki agidan Snemlidir (p<0.001).
&b Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

Tablo 11.5 mM, 10 mM ve 15 mM kafein (K) ile 10 pg/ml heparine (H) ait bulgular (%).
Table 1. Effect of caffein (5 mM. 10 mM, 15 mM) plus heparin (10 ug/ml) on in vitro capacitation (%).

Hiicre tipi Kapasitor n X £ Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%)
Canly SK+10H 8 57,948 £ 0,740 ¢ 55,000 61.000
reaksiyon (-) 10K+10H 8 56,273 £ 0,608 2 54,080 59,130
15K+10H 8 52,297 + 0,907 © 48,330 55.760)
Kontrol 6 73,650+ 1,149 € 70,410 77,180
Olii SK+10H 8 15,737 £ 0,661 13,280 18,850
reaksiyon (-) 10K+10H 8 15,260 x 0,669 12,710 17,460
15K+10H 8 16,841 £ 0,767 14,530 20,140
Kontrol 6 13,645 + 1,068 8,720 16,110
Canli S5K+10H 8 21,395+ 0,5722 19,130 23,820
reaksiyon (+) [0K+10H 8 23,237 £ 0,719 20,080 25,900
15K+10H 8 25,457 + 0,756 P 21,190 28.380
Kontrol 6 82180454 ¢ 6,100 9,060
Olii 5K+10H 8 4,897 + 0,431 3,070 6.690
reaksiyon (+) 10K+10H 8 5,210 £ 0,358 3,310 6,250
15K+10H 8 5,372 £ 0,456 3,940 7,040
Kontrol 6 4,470 £ 0,552 2,670 6.660

Ayni siitunda farkl harfleri tagiyan grup ortalamalar: arasindaki farklilik istatistiki agidan énemlidir (p<0.001).
ab<Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

Tablo 12. 5 mM, 10 mM ve 15 mM kafein (K) ile 25 pg/ml heparine (H) ait bulgular (%).
Table [2. Effect of caffein (5 mM, 10 mM, 15 mM) plus heparin (25 pg/ml) on in vitro capacitation (%).

Hiicre tipi Kapasitor n X+ Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%)
Canh S5K+25H 8 56,117-+ 0,800 ¢ 52,470 59.040
reaksiyon (-) 10K+25H 8 53,645 + 1,094 20 46,180 55300
15K+25H 8 50,322 +2,173 40,430 59,380
Kontrol 6 73,650 £ 1,149 ¢ 70,410 77.180
Olii SK+25H 8 16,668 + 0,560 15,000 19,430
reaksiyon (-) 10K+25H 8 17.398 £ 0,617 15,100 20.170
15K+25H 8 15,597 + 1,245 10,890 20,930
Kontrol 6 13,645 + 1,068 8.720) 16,110
Canh 5K+25H 8 21,766 £ 0,816 4 19,440 25,740
reaksiyon (+) 10K+25H 8 23,902 £ 0,629 2 20,970 26.900
I5K+25H 8 28,440 x 1,472 " 21,600 35,330
Kontrol 6 8,218 £ 0,454 ¢ 6,100 9.060
Olii 5K+25H 8 5,430+ 0,312 4,120 6,480
reaksiyon (+) 10K+25H 8 5,031 £ 0,381 3,530 6.720)
15K+25H 8 5,621 £ 0,661 3,420 8.100
Kontrol 6 4,470 £ 0,552 2,670 6,660

Ayn siitunda farklt harfleri tagiyan grup ortalamalar arasindaki farkhilik istatistiki agidan 6nemlidir (p<0.001).
ab< Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

S
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Tablo 13. 0.1 uM, 0,2 uM ve 0,3 UM kalsiyum iyonofor (Ki) ile 0 mM kafeine (K) ait bulgular (%). |

Table 13. Effect of calcium ionophore (0,1 M, 0.2 uM, 0,3 uM) p

|

lus caffein (0 mM) on in vitro capacitation (%).]

Maksimum (%)

J

Hiicre tipi Kapasitor n X £ Sx (%) Minimum (%) |
Canh 0K+0,1 Ki 8 69,365 0,598 © 66,180 73,910 :
reaksiyon (-) 0K+0,2 Ki 8 66,383 + 00,804 2 63,830 71,310 _
0K+0,3 Ki 8 64,665 £ 0,930 61,530 69,300 i
Kontrot 6 74,413 £0,598 ¢ 72,620 76,540 :
Olii 0K+0,1 Ki 8 15,738 £ 0,939 12,010 20,140 |
reaksiyon (-) 0K+0,2 Ki 8 16,248 £ 0,797 13,130 19,390
0K+0,3 Ki 8 17,463 + 0,957 12,700 22,110 |
Kontrol 6 13,680 + 0,392 11,930 14,820
Canli 0K+0,1 Ki 8 10,401 + 0,521 * 8,540 ?1%,98()
reaksiyon (+) 0K+0,2 Ki 8 12,146 + 0,795 8,910 13.62() ‘
’ OK+0,3 Ki 8 13,128 + 0,641 " 10,390 15910 j
Kontrol 6 8,060 = (0,000 ¢ 7,880 8,370
Olii 0K+0.1 Ki 8 4,476 0,211 3,840 1 5,590 _
reaksiyon (+) OK+0,2 Ki 8 4,727 £0,328 3,160 6.170 i
0OK+0,3 Ki 8 4,721 £ 0,309 3,960 6,630 ;
Kontrol 6 3,830 + 0,248 3,000 4,560 .

Ay siitunda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalari arasindaki farkhlik istatistiki agidan dncmlidW (p<0.001).
B¢ Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

Tablo 14. 0,1 uM, 0,2 uM ve 0,3 1M kalsiyum iyonofor (Ki) ile 5 mM kafeine (K) ait bulgular (%).

Table 14. Effect of calcium ionophore (0,1 uM, 0,2 uM, 0,3 uM) plus caffein (5 mM) on in vitro ce’ipacimtion {(%)).

Maksimum (%)

Hiicre tipi Kapasitor n X = 5x (%) Minimum (%)
Canh S5K+0,1 Ki 8 60.772 = 1.027 * 57.200 66.150
reaksiyon (-) SK+0,2 Ki 8 56381« 1.111° 51.040 62.050 |
5K+0,3 Ki 8 52.537+0,764 ¢ 49.360 54.950 i
Kontrol 6 74,413 0,598 4 72,620 176,540 |
Olii SK+0,1 Ki 8 15,186 * 0,645 11.780 17.470 :
reaksiyon (-) 5K+0,2 Ki 8 15376 + 1.152 10.960 ' 18.940 |
SK+0,3 Ki 8 16.883 + 0,680 14.850 20.000 ‘
Kontrol 6 13,680 + 0,392 11,930 | 14.820 ‘
Canh 5K+0,1 Ki 8 19.220 + 0,538 2 17.110 22.070 !
reaksiyon (+) SK+0,2 Ki 8 23.635 £ 0,609 © 22.020 | 26.400 !
5K+0,3 Ki 8 25.338£0,549 ¢ 22.320 27.270 j
Kontrol 6 8,060 = 0,000 9 7,880 | 8,370 |
Olii 5K+0,1 Ki 8 4,800 = 0,234 3,910 - 6.090 |
reaksiyon (+) 5K+0.2 Ki 8 4,587 £ 0,372 3,370 . 6,570 |
5K+0,3 Ki 8 5.220 £ 0,401 3,840 [ 6,920 .
Kontrol 6 3,830 £ 0,248 3,000 4,560 '

Ayni siitunda farkli harfleri tagiyan grup ortalamalar arasindaki farkhlik istatistiki agidan énemlidir (p<(.001).
ahced Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

Tablo 15. 0,1 uM, 0,2 uM ve 0,3 uM kalsiyum iyonofor (Ki) ile 10 mM kafeine (K) ait bulgular (%). ;

Table 15. Effect of calcium ionophore (0,1 uM, 0,2 uM, 0,3 uM) plus caffein (10 mM) on in vitro' capacitation (%).

i
[

Hiicre tipi Kapasitor n X £Sx (%) Minimum (%) Maksimum (%) I'
Canli 10K+0,1 Ki 8 57.061 £ 1.462 8 51.720 " 64.780 |
reaksiyon (-) 10K+0,2 Ki 8 53.620+1.337 % 49.580 60.460
10K+0,3 Ki 8 48.985 £ 0,677 43.310 1 57.580 )
Kontrel 6 74,413 £ 0,598 ¢ 72,620 - 76,540 !
Olii 10K+0,1 Ki 8 16.867 £ 0,635 14.950 | 20.850
reaksiyon (-) 10K+0,2 Ki 8 16.256 + 1.002 11.700 20.000 !
10K+0,3 Ki 8 16.103 £ 0,074 12.260 - 21.050
Kontrol 6 13,680 + 0,392 11,930 14,820
Canh 10K+0,1 Ki 8 21446+ 1.145% 15.490 26.100
reaksiyon (+) 10K+0,2 Ki 8 25.407 0,714 ° 22.480 28.420
10K+0,3 Ki 8 29.908 + 0,938 ¢ 24.900 34.430
Kontrol 6 8,060 = 0,000 ¢ 7,880 8.370
Olii 10K+0,1 Ki 8 4,606 +(),278 3,750 5.850 !
reaksiyon (+) 10K+0,2 Ki 8 4,698 + (0,354 3,480 6,220 ‘
10K+0,3 Ki 8 5976 + 0,412 3,860 6,890
Kontrol 6 3,830 + 0,248 3,000 4,560 i

Ay siitunda farkh harfleri tagiyan grup ortalamalarn arasindaki farklihk istatistiki agidan dnemlidir (p<0.001).

abed Different superscripts within a column are different at the p<0.001 level.

| i
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Tartisma ve Sonug

Arastirmadan elde edilen veriler arasinda canli, re-
aksiyon olugmus spermatozoonlara ait olanlar oldukga
onemli goriilmektedir. Ciinkii bu spermatozoonlar tiim
maniiplasyonlar sirasinda canli kalabilen ve mediuma
ilave edilen maddenin etkisi ile kapasitasyona ve sonugta
akrozom reaksiyonuna ugrayan spermatozoonlarin ora-
nint yansitmaktadir.

Kullamlan heparin konsantrasyonu ve inkiibasyon
stiresinin baz olarak alindig1 1. grupta artan inkiibasyon
stiresi ve dozun spermatozoonlarin kapasitasyon oran-
larint  arttirdi@i, bunun yaminda bu faktorlerin  sper-
matozoonlarin yasama yetenekleri iizerine 6nemli bir
olumsuz etkisinin olmadig1 gozlenmistir. Calismada elde
edilen bu yondeki bulgular Parrish ve ark. (22) min bul-
gularina benzerlik gostermektedirler. Fukui (10)’nin yap-
t131 calismada spermayr 100 ug/ml heparin igeren me-
diumda 15 dakika inkiibe ettikten sonra %13-18 oraminda
akrozom reaksiyonu elde ettigini bildirmistir. Elde edilen
bu oran bu ¢alismada aynm doz ve siirede elde edilen oran-
dan (%23.219) daha diisik bulunmustur. Bu durum bo-
galar arasinda bireysel farkhiliga ve mediumun glukoz
icermesine baglanabilir. Handrow ve ark. (14)'nin yap-
tiklar1 ve 10 pg/ml heparinle 4 saat inkiibe ettikleri sper-
mada elde ettikleri %58+8 oranin bu ¢aligmada elde edi-
len oranlardan fazla olmasi ise yine bireysel farkliliga ve
inkiibasyon siiresinin uzunluguna baglanabilir. Fukui ve
ark. (11)’min spermay1 0, 5, 10, 25, 50, 100 ve 200 pug/ml
heparinle 0, 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 ve 240 dakika sii-
relerde inkiibasyona birakarak fertilizasyon oranlarina
gore degerlendirdikleri caligmada en yiiksek fertilizasyon
oranlarimi heparinin 25 ile 100 pg/ml dozlar1 arasinda
elde ederken en iyi inkiibasyon siirelerinin 5 ile 60 dakika
arasinda oldugunu belirtmiglerdir. Bu ¢alismada kul-
lanian 10, 25 ve 100 pg/ml heparinle fertilizasyon oran-
larinin artmas: bizim yaptigimiz ¢alismada AR oranlar-
nmin artmasi ile benzerlik géstermektedir.

Birbirleri ile yaygin sekilde kombinasyonlar1 ya-
pilarak in vitre kapasitasyon amact ile kullanilan, heparin
ile kafein ve kafein ile kalsiyum ionoforun degisik kon-
santrasyonlarinin kapasitasyona ne derecede etkili oldugu
cahgmadan ¢ikarilan diger bir sonugtur. Bu gruplarda ka-
pasitér maddelerin toplam konsantrasyonlarinin artmasi-
nin kapasitasyon tizerindeki olumlu etkiler yapug ve artan
toplam konsantrasyona paralel kapasite olmus sper-
matozoon oranlarinin arttig1 gézlenmistir.

Bu sonuclar, Niwa ve Ohgoda (19), Park ve ark.
(21) ile Kim ve ark. (15)’'min fertilizasyon mediumuna

ilave ettikleri kafein ve heparinin oosit penetrasyon oran-

larim1 belirgin oranda arturdiklarim (p<0.001) ve bu iki
kapasitor maddenin kapasitasyon tizerinde sinerjik olarak
etki ettiklerini bildirmeleri ile uyusmaktadir. Benzer bul-
gular kafein ve kalsiyum ionoforu kullanan Yang ve ark.
(31) ile Aoyagi ve ark. (2) tarafindan da bildirilmektedir.
Her ii¢ grupta elde edilen en yliksek kapasitasyona
ugramis spermatozoon oranlar 1. grupta (100 pg/ml he-
parinle 60 dakika inkiibasyon) %25.466, 2. grupta (15
mM kafein+25 pg/ml heparin) %28.440 ve 3. grupta (10
mM kafein+0,3 uM kalsiyum ionofor) %29.908 olarak
bulundu. Buna gore kullanilan kapasitér maddeler ara-
sinda en iyi sonuglarin 10 mM kafeinle 0,3 uM kalsiyum
ionoforun kombinasyonundan elde edildigi goriildii. Bu
oranlarin digerlerine gére daha yiiksek olmas: bir avantaj
yaratmakla birlikte heparin grubunda tek bir kimyasal
madde ile galisma kolaylig: ve heparinin daha kolay ve
ucuz bulunabilmesi bu gruba bir avantaj saglamaktadir.
Sonug olarak, ¢aligmada kullanilan tiim kapasitér mad-
delerin birbirlerine biiyiik bir iistlinliik saglayamadiklar
ve her ili¢ yonteminde in vitro kapasitasyon caligmala-

rinda kullanilabilecegi goriilmiistiir.
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