51

Uludag Univ. J. Fac. Vet. Med.
22 (2003), 1-2-3: 51-55

Donmus Boga Spermasinda Plazma Membran Saglamhginin Morfolojik
Bulgularla Karsilastirilmasi

Zekariya NUR” M. Kemal SOYLU™

Gelig Tarihi: 23.07.2003
Kabul Tarihi: 29.09.2003

Ozet: Hypo-ozmotik ortamda bekletilen spermanm kuyruk kisminda olusan sisme ve kivrilmalarm hiicre
membraninin fonksiyonel durumunun énemli bir gdstergesi oldugu cok sayida calisma ile gosterilmistir. Bu ¢alig-
mada rutin sperma analizleri ile elde edilen sonuglarin Hypo-ozmotik swelling test (HOST/HOS test) ile karsilasti-
rilmasi ve bu testlerle birlikte kullanilip kullanilamayacag aragtirildi. Caligmada payet metoduna goére dondurulmus
6 bas boganin spermasi kullanildi. Motilite ve spermatozoon morfolojisi (akrozom, bas, orta kisim ve kuyruk ano-
malileri) ve plazma membran biitiinliigi (HOST) 37°C’lik su banyosunda 30 saniyede eritme sonrasinda incelendi.

Yapilan arastirmada plazma membran biitiinliigiine sahip spermatozoa orani ile motilite arasinda yiiksek bir korelas-
yon oldugu goriilmiistlir (P<0.01). Membran biitiinliigiine sahip spermatozoon ile kuyruga ait morfolojik bozukluk
oranlar1 arasinda daha diisiik bir korelasyon oldugu (P<0,05), fakat akrozoma ait morfolojik bozukluk orani
(P>0,05), basa ait morfolojik bozukluk orani (P>0,05) ve orta kisma ait morfolojik bozukluk oranlar1 (P>0,05) ile
membran biitiinliigline sahip spermatozoa oranlar1 karsilastirildiginda aralarinda herhangi bir korelasyon olmadigi
saptanmistir.

Bu ¢alismada HOST’nin basit ve uygulanabilir bir test oldugu, rutin semen analizleri ile birlikte kullanilmasi ile
spermanin fonksiyonel biitiinliigii hakkinda fikir sahibi olunabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Boga, donmus semen, HOST, motilte, morfoloji.

The Comparison of Plazma Membran Integrity with Morphological
Characteristics of Frozen Bull Semen

Summary: Many studies reporting that swelling of the spermatozoa after exposure to hypo-osmotic condition has
been defined as an important sign of functional integrity. The objective of this study was to evaluate the relationship
between the results of routine semen analyses and Hypo-osmotic swelling test (HOST/HOS test) and its usability as
one of the routine tests. In the present study, straw (0.25 ml) frozen semen from 6 Holstein bulls were used. Post—
thaw (37°C for 30s) motility, morphology (acrosome, head, mid piece and tail defect), and plasma membrane integ-
rity (HOST) were determined.

A significant positive correlation was observed between motility and swollen tail spermatozoa rates (P<0,01) and
there was a correlation between tail defect and swollen tail spermatozoa rates (P<0,05) but acrosome, head and mid
piece defects were not correlated with swollen tail spermatozoa (P>0,05).

In conclusion, the HOS test was simple and may be a useful addition to standard semen analysis for evaluation of
sperm functional integrity.
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Giris

Hiicre plazma membraninin hipoozmotik
ortama maruz birakilmasi halinde ozmotik ba-
sinclar esitlenincege kadar su hiicre igine girer.
Bu su girisinden dolay1 hiicrenin hacmi ve hiicre
zarl hacmen biiyilir ve bunun sonucunda plazma
membraninda sislikler olusur. Spermatozoon
kuyrugunun fibril kismini kaplayan hiicre zari,
bas kismina gore daha gevsektir. Bu nedenden
dolay1 kuyruk kismi diger bolgelere gore daha
bariz sekilde siser. Kivrilma plazma membraninin
sismesinden ileri gelir. Diisiik ozmotik basinca
sahip ortamlarda, kimyasal ve fiziksel yonden
saglam spermatozoonun kuyruk kisminda sisme-
ler olusurken, saglam olmayan hiicrelerde bu
reaksiyonlar goriilmez'. Jeyendran ve ark.", ilk
olarak 1984 yilinda HOS testini insan spermasi-
nin degerlendirilmesinde kullanmigtir. Daha son-
raki yillarda da sigir®’?', kopek'®, domuz”?, kog?
ve aygir™'>'% gibi bazi evcil memelilerin sperma-
smin degerlendirilmesinde kullanilabilirligi hak-
kinda ¢ok sayida ¢alisma yapilmaistir.

Yogunluk, morfoloji ve motilite gibi stan-
dart sperma degerlendirme testleri fertilite hak-
kinda bir fikir vermektedir. Ancak sperma-
tozoonun fizyolojik biitiinliigiinlin bir gdstergesi
olan hiicrenin hareket sekli, spermanin disi kanal-
da ilerleme giicii ve hiicrenin donma yetenegi gibi
testler mutlaka dikkate almmalidir. Spermanin
potansiyel fertilitesini belirlemeye yonelik ¢ok
sayida yontem gelistirilmistir. Ne var ki diizenli
kontrollerin yapilamamasi, spermanin mikrobik
kontaminasyonunun oniine gecilememesi ve tek-
nik imkansizliktan ileri gelen bir ¢ok nedenler,
testlerin hatali pozitif veya hatali negatif sonug
vermesine neden olabilmektedir. Genelde sper-
manin potansiyel dolleme giicliniin belirlenmesi
amaciyla insan hekimliginde kullanilan sperma-
tozoonun zonasiz hamster yumurtasina penetre
olma giiciiniin irdelendigi “Zona-Free Hamster
Ova Testi” ve spermatozoon membraninin fonk-
siyon testi olan “Hipoozmotik Sisme Testi” kul-
lanilmaktadir'".

Foote', erkek damizlik materyalin fertilite
yeteneginin belirlenmesinde; spermatozoon kon-
santrasyonu, e¢jakulatta bulunan toplam hiicre
sayisi, spermatozoon motilitesi, ileriye dogru
hareketin hizi, lii-canli orani, akrozom ve diger
morfolojik biitiinliiglin degerlendirilmesinin yani
sira, DNA Kkalitesi, enzimatik aktivite, ozmotik
stres  testleri (HOST), inkiibasyon testleri
(viabilite), artirllmis akrozom reaksiyon orani,

mukus veya jel penetrasyon testi, hamster yumur-
ta penetrasyon testi ve heterospermik tohumlama
testlerinin de uygulandigini bildirmistir.

Bu calismada HOST’inin donmus sigir
spermasinin  degerlendirilmesinde  kullanilan
motilite ve bazi morfololojik 6zelliklerle olan
iliskisi ve rutin olarak bu testlerle beraber kullani-
labilirligi aragtirildi.

Materyal ve Metot

Caligmada, 0,25ml’lik payette payette
20x10° motil olacak sekilde laiciphos ile sulandi-
rilarak dondurulmus alt1 bogaya ait sperma kulla-
nildi. Dondurulmus payetler 37°C’da 30 saniyede
eritildi. Eritme sonrasi spermatozoon motilitesi,
morfolojisi ve hipo-ozmotik sisme testleri yardi-
miyla hiicre zar fonksiyonu incelendi.

Motilite: Sperma eritildikten sonra isitma
tablal faz kontrast mikroskopta 400 biiylitmede
goreceli olarak motilite incelemeleri yapildi'.

Morfolojik Muayeneler: Morfolojik mua-
yene icin Hancock soliisyonundan yararlanildi'*.
Bir damla eritilmis sperma 37°C 1sidaki Hancok
soliisyonu i¢ine damlatilarak tespit edildi. Tespit
edilmis spermadan bir damla ornek aktarilarak
lam tizerine damlatildi ve tizeri lamel ile kapatil-
di. Hazirlanan preparat faz kontrast mikroskopta
1000 biiyiitmede incelendi. Morfolojik bozukluk-
lar; akrozoma ait bozukluklar, basa ait morfolojik
bozukluklar, orta kisma ait morfolojik bozukluk-
lar ve kuyruga ait morfolojik bozukluklar olmak
iizere dort ana kisimda incelendi. Her preparat
i¢in toplam 200 hiicre sayild1 ve yiizde oranlar
kaydedildi'.

Plazma  Membran  Biitiinliik  Testi
(HOST): HOST igin ilk énce 100 mOsm’lik sod-
yum sitrat-fruktoz hipotonik soliisyonu hazirlan-
di®’.

Mikropipet yardimu ile eritilmis spermadan
20 pl alindi ve iginde viicut 1sinda 1 ml HOST
medyumu bulunan tiiplere aktarilarak 37°C’a
ayarlt su banyosunda 1 saat bekletildikten sonra
HOST incelemeleri yapildi. Inkiibasyon sonrasi
lam iizerine bir damla &rnek aktarilarak iizeri
lamel ile kapatildi. Hazirlanan preparat faz kont-
rast mikroskopta 1000 biiyiitmede incelendi®’.

Incelemelerde kuyruk kismi sismis olan
hiicreler degerlendirildi. Her preparattan toplam
200 hiicre sayilarak yiizde degerleri kaydedildi'.



Sonuglarin istatistiksel degerlendirmeme-
sinde bogalar arasindaki iligki i¢in varyans analizi
(SPSS 10,0 ANOVA) yapildi. Motilite, akrozom,
bas, orta kisim ve kuyruga ait morfolojik bozuk-
luklar ile plazma membran biitiinliigiine sahip
spermatozoa oranlar1 arasinda korelasyona testi
yapildu.

Bulgular

Plazma membran biitiinliigiine sahip sper-
matozoa orani ile incelenen sperma paremetreleri
arasindaki iliski Tablo I’de sunulmustur.

Yapilan arastirmada plazma membran bii-
tiinliigiine sahip spermatozoa orani ile motilite
arasinda yiiksek bir korelasyon oldugu goriilmiis-
tir (r=0,588 P<0.01). Membran biitiinliigiine
sahip spermatozoa ile kuyruga ait morfolojik
bozukluklarin oranlar1 arasinda daha diisiik bir
korelasyon oldugu (r=0,211 P<0,05) saptanmustir.
Fakat akrozom (r=0,11 P>0,05), bas (r=-0,39
P>0,05) ve orta kisma ait morfolojik bozukluk
oranlar1 (r=0,142 P>0,05) ile membran biitiinlii-
giine sahip spermatozoa oranlar1 karsilastirildi-
ginda aralarinda herhangi bir korelasyon olmadigi
bulunmustur.

Incelenen biitiin parametreler y&niinden
bogalar arasindaki varyans analiz sonuglar1 Tablo
2 de verilmistir. Yapilan bu ¢aligmada, motilite
(P<0,001), akrozoma ait bozukluk orani (P<0,01),
basa ait bozukluk orani1 (P<0,001), orta kisma ait
bozukluk orami (P<0,001), kuyruk kismina ait
bozukluk orani (P<0,01) ve membran biitiinliigi-
ne sahip spermatozoa oranlar1 (P<0,001) baki-
mindan bogalar arasinda istatistiksel fark oldugu
goriildii.

Tablo I. incelenen sperm paremetreler ile
plazma membran biitiinliigii (HOST)
arasindaki iliski n=138

Table 1. Relationship between studied sperm
parameters and plazma membrane

integrity
Ozellik r Onemlilik
HOST ile Motilite 0,588 >
HOST ile Akrozom bozuklugu 0,110 6D
HOST ile Bas bozuklugu 0,139 oD
HOST ile Orta kisim bozuklugu 0,142 oD
HOST ile Kuyruk bozuklugu 0,211° *

* P<0,05 ** P<(,01 OD P>0,05
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Tablo I1. Bogalarin incelenen paremetreler
yoniinden bogalar arasindaki varyans
analiz sonuclar1 (ANOVA)

Table II. Relationship among bulls in terms of
studied semen parameters (ANOVA)

df F Onemlilik
Motilite 5 26,949 b
Akrozom bozuklugu 5 3,305 *
Bas bozuklugu 5 9,884 i
Orta kisim bozuklugu 5 8,108 b
Kuyruk bozuklugu 5 3,583 *
Plazma membran bitlinligu 5 10,440 o

** P<(,01. *** P<0,001.
df: serbestlik derecesi
F: Kareler ortalamasi

Tartisma ve Sonug¢

Vital veya florosan gibi degisik boyalar
kullanilarak spermatozoanin membran biitiinligii
farkl1 yontemlerle belirlenebilir. Fakat HOST in
basit olmasi ve membran biitiinligii hakkinda
bilgi vermesi yaninda spermatozoon zarindan su
ve madde aligverisinin fizyolojik olarak normal
olup olmadigini hakkinda da bilgi verir'®. HOST
insan hekimliginde rutin olarak spermasinin zar
ve fonksiyonel biitiinliigiinii hakkinda bilgi edin-
mek i¢in giivenle kullanilmaktadir. Hafez'!,
HOST’un spermanin fonksiyonel biitiinligiini
O0lcmede i¢in kullanilabilecegini, ancak hatali
negatif veya hatal1 pozitif sonuglarin 6niine gece-
bilmek i¢in diger spermatolojik testlerle bir arada
degerlendirilmesi gerektigini bildirmistir.

Kumi-Diaka'*, kopek, Ming-Huei ve ark.'
ve Bedfoed ve Hoskins®, ise insan spermasinda
yaptiklar1 c¢aligmada taze sperma motilitesi ile
HOST’inin sonuglar1 arasinda sik1 bir iligki oldu-
gunu, bu siki iliskinin eritme sonrasinda goriil-
medigini bildirmislerdir.

Neild ve ark.”, taze ve eritilmis aygir
spermasint fruktoz, sukroz, laktoz ve 300, 150,
100, 50 ve 25 mOsm sodyum sitrat soliisyonlarda
inkiibe etmisler, inkiibasyon sonunda fruktoz,
siikkroz ve laktoz igeren medyumlarin 100, 50 ve
25 mOsm’de en yiiksek oranda sisme oldugunu
bulmuslardir. Arastirmacilar, taze ve donmus
spermada motilite, normal spermatozoon sayisi
ile HOST arasinda korelasyon oldugunu bildir-
mislerdir. Boga spermasinda in-vitro fertilizasyon
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yetenegi ile HOST arasindaki iligkiyi inceleyen
Rota ve ark.”', eritme, density gradient ve
kapasitasyon sonrasi spermay1 5 dakika siireyle
100 mOsm fruktoz/sodyum sitrat HOST medyu-
munda inkiibe etmislerdir. Isik mikroskobunda
200 hiicre sayarak test sonucunu degerlendiren
arastiricilar, HOS testinin tek basina sperma kali-
tesi hakkinda yeterli bir fikir verebilecegini bil-
dirmiglerdir.

Bu calismada HOST ile akrozom, bas, orta
ve kuyruga bagli anomali bozukluklar arasinda
ise her hangi bir iligki saptanmamuistir (Tablo I).
Bu bulgu HOST sonuglar: ile sperm morfolojisi
ile sik1 bir iligkisi olmadigini bildiren ¢alismalarla
benzerdir™'*'®,

Vazquez ve ark.”, domuz spermasi kulla-
narak HOS testinin kullanilabilirligini ve bu me-
todun diger spermatolojik testlerle iligkisini arag-
tirmak amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, spermay1
fruktoz Na-sitrat iceren 50, 100, 150, 200
mOsm/L soliisyon iginde 37°C’a 30-120 dakika
arasinda degisik siirelerde inkiibe etmislerdir.
Aymi aragtiricilar  HOST sonuglarinin  tekrarlt
incelemelerde de %8 gibi bir dalgalanma goster-
digini, en fazla HOST pozitif sonucun 30 dakika-
lik inkiibasyonda saptadigini, daha fazla beklet-
menin sonuglart etkilemedigini, 200 mOsm de
inkiibasyon’da elde edilen sonuglarin oldukga
diisik (P<0.05) olmasina karsmm 50 ve 100
mOsm/L’de elde edilen sonuglarin birbirine ben-
zedigini bildirmislerdir. Arastiricilar eozin Y ve
carboxylfluorescein diacetate sonuglarinin birbi-
rine benzedigini, HOST sonuglarinin ise daha
diisiik sonuglar verdigini, HOST testinin domuz
spermasinin degerlendirilmesinde kullanilabile-
cegini agiklamiglardir.

HOST ile motilite ve morfoloji arasinda da
korelasyonun bulundugu ¢ogu arastirmaci tara-
findan bildirilmistir' "> Yaptigimiz ¢alis-
mada da eritme sonrast HOST verileri ile motilite
arsinda yiiksek bir korelasyon bulunmustur (Tab-
lo I).

Sonug olarak, HOST ile motilite arasinda
sik1 bir iligki oldugu, ancak diger morfolojik bul-
gular ile bir iliskisinin olmadigi saptanmustir.
HOS testinin ucuz, basit ve kolay uygulanabile-
cegi, spermatozoon membraninin fonksiyon yete-
negi arasinda siki bir ilisik bulundugu, standart
sperma testleri ile uygulanmasi ile spermanin
fonksiyonel yapist hakkinda dnemli ek bir fikir
edinilebilecegi kanisina varilmistir.
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