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Ozet

Bu ¢aligmanin amaci bogalarin fito-estrojen igeren bitkileri yemesi sonucu viicutlarina aldiklar1 estrojenik etkiye sahip fito-
estrojenlerin sperm parametreleri lizerine etkisini kiiltlir ortamina estradiol-178 (E,) ekleyip 6lgmektir.Holstein bogalarindan
alman semen E igermeyen (C, Kontrol ) veya 2 (T1), 4 (T2), ve 8 pg (T3) E,/mL igeren kiiltiir ortaminda 24 saat tutuldular.
Inkiibasyon periyodunun 0, 4, 18 ve 24. saatlerinde canli, hareketli, akrozomu zarar gérmiis veya kaybolmus, sitoplazmik ¢ikinti
ve kuyruk anormalligi tasiyan sperm sayilari bulundu. Kiiltiir ortamina 2 pg E /mL ilavesi sonucu toplam motilite inkiibasyon
stiresinin 18. saatinde kontrol grubuna kiyasla artt1.Kiiltiir ortamina 2 ve 8 pg E,/mL ilave edilmesi sonucu kiiltiir periyodunun
4. saatinde ileri hareket eden sperm sayis1 kontrol grubuna kiyasla 6nemliseviyede ytiksekti. Diisiik dozda E, (2 ve 4 ug/
mL) ilavesi sperm canliligini etkilemedi fakat yiiksek dozda E, (8 ug/mL) ilavesi inkiibasyon periyodunun 4. ve 24 saatinde
kontrol grubuna kiyasla sperm canliliginda azalmaya neden oldu.Kiiltiir periyodunun 24. saatinde kontrol grubundaki akrozom
tasimayan sperm sayisi 6nemli seviyede yliksekti. Mevcut veriler E, ilavesininhareketli sperm sayisim artirdigim gosterse de
yalmz motilite sperm hiicresinin délleme giiciinii gosteren bir parametre degildir nitekim E, ilavesi membran biitiinligiine
kiiltiir periyodunun 4. ve 18. saatlerdeistatistiksel bakimdan dnemli olmasa da olumsuz yonde etkisi olmustur. Mevcut verilere
dayanarak E ilavesinin boga sperminin dolleme giicilinii artirdig1 ya da kisirhga neden oldugu sdylenemez.

Anahtar kelimeler: Boga, Estradiol, Morfoloji, Motilite, Sperm

The Effect of Estradiol-17f on Motility, Viability and Acrosome Anormality of Bull Sperm

Abstract

The objective of this study was to measurethe effect ofadding estradiol-17f (E,) on sperm parameters in culture. This is because
of the exposure of bulls to the estrogenic effect of phyto-estrogens in plants. Semen obtained from the Holstein bulls was
devoted into 4 groups and cultured in medium without E (C, Control) orcultured in medium containing 2 (T1), 4 (T2) or 8 pg
(T3) E, for 24h. The number of live, motile, sperm cells bearing damaged or lost acrosomes, sperm cells bearing cytoplasmic
droplets and abnormal tails were counted at the 0, 4™, 18" and 24™hours of incubation. Addition of 2 pug E /mL to sperm culture
increased the number of total motile sperm cells at 18"hours of incubation as compared to the control group. At the 4th hours
of the incubation, the numbers of forward moving sperm cells were significantly higher in cultures supplemented with 2 or 8 pg
E,/mL as compared to the control groups. Supplementation of lower doses of E, (2 or 4 pg/mL) did not influence the viability,
but higher dose E, (8 ug/mL) decreased the viability at 4" and 24™ hours of incubation as compared control group. The number
of sperm cells with lost acrosome at 24" hours of incubation was significantly higher in control group as compared to others.
Even the data, presented here, show that the addition of E,increase the number of motile sperm cells, but increased number
of motile sperm cells is only not the parameter showing fertilizing ability of sperm. Also addition of E, caused non-significant
damages to the membrane integrity of sperm cells at 4" and 18" hours of incubation. It cannot be said that supplementation of
E,increase the fertilizing potential of sperm cells according to the data presented here.
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GIRIS izoflavonlar, kumestainler ve lignanlar olmak iizere {ii¢
gurup altinda ele alinmaktadirlar[2]. Fito-estrojenlerin
en genel formunu izoflavonlar olusturur. Bu nedenle en
fazla izoflavonlar iizerinde g¢alismalar yogunlastirilmistir.
Bitkilerde bulunan majoér izoflavonlar glikozit formunda
bulunan Daidzin ve Genistin biyolojik olarak aktif
degillerdir. Hayvanin yedigi yemdeki Daidzin ve Genistin
rumen mikroorganizmalar tarafindan metabolize edilerek
bioaktif form olan Daidzein ve Genistein’e doniistiiriiliirler.

Hayvan beslemede énemli olan bitkiler (Ornegin; yonca,
ticglil) onemli derecede fito-estrojen igermektedirler[1].
Ekstensiv kosullarda yetistirilen hayvanlar estrojen ihtiva
eden bitkilerin etkisi altindadirlar. Uggiil ve yonca gibi
bitkileri fazlaca igeren meralarda otlayan hayvanlarin fazla
miktarda fito-estrojen viicutlarina almalart miimkiindiir.
Yem bitkilerinde bulunan fito-estrojenler bilimsel olarak
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Daidzein ve genisteinin molekiiler yapisi estrojene (6zellikle
Estradiol-17f) oldukga benzer[3]. Bu nedenle bu maddeler
estradiol-17B (E,) reseptoriine baglanarak hem estrojenik
hem de anti-estrojenik etki yapabilirler[4].

Ucgiil ve yonca gibi bitkilerin fazlaca bulundugu
meralarda otlayan hayvanlarher giin yedikleri yemin her
kilogrami igin 907-1195 mg izoflavon viicutlarmaalirlar[5].
Uggiil yogunluklu meralarda otlayan hayvanlar giinliik
yedikleri yemin kuru madde agirliginin %0.05- 4.8’1
oraninda isoflavon viicutlarina alirlar[5].Disaridan yemlerle
birlikte viicuda alinan fito-estrojenler hayvanlarin {ireme
faaliyetini etkileyebilir. Bitkisel estrojenlerin {ireme ile
alakast ilk olarak 1940 yilinda ileri siiriildii[6,7]. Giineybati
Avustralya’ninotlaklarinda Trifoliumsubterraneumyiyen
koyunlarda goriilen infertilite sendromuna sebep olarak
bu bitkinin estrojen igermesi gosterildi. Ayni sekilde sigir
rasyonlarinda fito-estrojenlerin mevcut olmast hormonal
dengesizlige, hipofiz ile ovaryum arasindaki iligkinin
degismesine sebep oldugu bildirildi[8].

Uzun bir zamandan berierkekte testesteron hormonu
dominant cinsiyet hormonu olarak biliniyor; amainsan
testisinde birgok noktada E,hormonunun tespit edilir
seviyede bulunmast E,’nin  spermatogenez olayinda
rol aldigmidiisiindiiriiyor.Erkekte biyolojik olarak aktif
olan estrojen;E, dir. Bu hormon viicuttatestosteronun
aromatize edilmesi sonucu sentezlenir[9,10,11]. Testisteki
spermatogenez olay1 her seviyede E, tarafindan regiile edilir.
Buregiilasyon hipotalamus, hipofiz ve gonat iiggeninden
baslar takiben Leydig, Sertoli, germinal hiicrelerinin
fonksiyonlarinin, vas deferens’in, epididiymis’in ve olgun
sperm olusumununregiilasyonuna kadar siiriir[12]. Insanda
kandaki testosteronunE,’ye orani anormal diizeyde olmasi
semen parametrelerindeki azalmaya neden olur. Bu durumda
erkege aromataz inhibitérii ile muamele edilmesi sperm
motilitesine, morfolojisine ve konsantrasyonuna olumlu etki
yapar[13].

Boga hari¢ birgok hayvan testisinde (insan, fare,
kopek, kedi vs)E reseptorlerinin (o ve B)mevecut oldugu
gosterilmistir[ 14].Estrojen reseptorii-f3 elongasyona
girmis spermatitler haric testisteki tiim hiicrelerde vardir.
Fakat insan dahil birka¢ hayvan tiiriinde E,reseprorii-o
yoktur[14,15,16].

izoflavonlardan genistein yap1 bakimindan E, ye oldukga
benzer ve daha ¢ok E reseptorii-B’a baglanir. GenisteinE, nin
gosterdigi etki potansiyelinin 1/1200 nii gosterir. Daidzein de
yapisal olarak E,’ye benzer fakat E reseptorlerine baglanma
glicli genistein’in baglanma giiciinden disiiktlir. Daidzen’in
etki potansiyeliE, 'nin gosterdigi etki potansiyelinin yaklagik
1/1000-1/100 000 kadardir[17,18,19].Isoflavon igeren
yem bitkileri testisdeki spermatogenezve spermiyogenez
olaylarini etkileyebilirler. izoflavonlarmn fare spermlerinin
fonksiyonuna etkisi deneysel olarak E enjekte edildi.
Fareler 0.1pg/kg/giin E enjekte edilmesi sonucu sperm
motilitesi azaldi fakat dolleme giiclinii ve gebe kalma
oranini etkilemedi ayni zamanda serum Liiteinlestirici
Hormon (LH), Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH),
Prolaktin (P) konsantrasyonlarinda degismeye neden
olmadi, ama enjeksiyon dozu artirilip 100-1000 pg/kg/
glin diizeyinde enjekte edildiginde motilitedeki, dolleme
gliclinii, gebe kalma oranini, serum LH, FSH ve testesteron
konsantrasyonlarint  6nemli derecede diigiirdii[21]. Bu
durum E 'nin doza baglh olarak etki gosterdigini ifade
ediyor. Sadece doza bagimli degil aym1 zamandaE 'ninetkisi,
hayvanin tilirline, cinsiyetine, yasina, fizyolojik durumuna ve

dozun uygulama sekline gore de degisir.

Estrojenlerinboga spermleri lizerine etkisi
konusunda yeterli veri yoktur fakat estrojenlerin caput
empididymis’deki luminal siv1 absorbsiyonunu azalttig1 ve
boylece spermlerin corpus epididiymis’e seyreltilmis halde
gececegi bildirilmistir[22]. Bu durum biiyiikk bir ihtimalle
morfolojik anormalliklere ve buna bagli olarak infertilite’ye
sebep olabilir.Diger taraftan disi hayvanlarin kanlarinda
kizginlik ve ovulasyon sirasindaE, ‘ninkonsantrasyonu artar.
Inseminasyon sirasinda spermler uterus tiiplerindeki sivida
bulunan e sebep olabilir. Diger taraftan disi hayvanlarin
kanlarinda kizginlik ve ovulasyon sirasinda E,ile karsilagir.
Bu siirede disinin {ireme kanalinda E hormonunun mevcut
olmast sperm motilitesini regiile edebilir ve canli kalma
siiresini uzatabilir[23]. Boylece bu ¢alismanin amaci in vitro
ortamda boga spermlerine E ekleyipsperm parametreleri
lizerine etkisini 6lgmektir.

MATERYALLER ve METOTLAR

Semen Alma, Seminal Plazmayr Uzaklastirma ve
Konsantrasyon Ayarlama

Semen Selcuk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Orhan
Diizgiines Egitim ve Arastirma Ciftligindebulunan 2
yasindakiHolstein bogalarindan (n=3) dokuz ay boyunca
saat 09:00-11:00 arasinda suni vajina yardimiyla bes defa
alindi.Bogalardan alinan semen 50 mL’lik santrifiij tiiptinde
(C-8296, Sigma, Steinheim, Almanya) birlestirildi. Tiip 37
°C de iki saat iginde laboratuara getirildi. Seminal plazmay1
uzaklastirmak igin semene 0.06 mg/mL penicillin-G
(Potasyum tuzu, kat: P7794, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO 63103, Missouri, ABD) igeren fostatla tamponlanmis
tuz ¢ozeltisi (PBS, kat: P5493, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Almanya) eklenerek 19°C de besdakika siireyle1500 rpm de
santrifiij’etabi tutuldu. Santrifiij sonunda elde dilen sperm
pelletine PBS ilave edilerek sperm konsantrasyonu 5x10%/
mL olacak sekilde ayarlandi.

Estradiol-17p Soliisyonunu Hazirlanmasi, Gruplama,
Doz ve Inkiibasyon

1.52 mg estradiol-17p (E,) (Kat: E1024, Sigma-Aldrich,
St Louis, MO 63103, Missouri, ABD) etanol igerisinde
¢ozildi ve PBS (Kat: P5493, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Almanya) ile konsantrasyonu 0.4 pg/pL olarak ayarlandi.
Yikanmis sperm hiiclerini igeren 2,5 mL PBS dort petri
kutusunun (35 x 10 mm, P5112, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Almanya) her birine eklendi. E,igermeyen petri kutusu
kontrol (C ) grubu olarak isaretlenirken 2, 4 ve 8 ug E2/mL E,
iceren petri kutulart sirasiyla T1, T2 ve T3 test gruplari olarak
isaretlendi. Estradiol-17 ilavesinden sonra petri kutulari
18,5 °C deki inkiibatérde (Heraeus, Heracell 150) 24 saat
kiiltiire alind1. Kiiltlir periyodunun 0, 4, 18, ve 24. saatlerinde
hareketli,cani, 6lii ve morfolojilerianormalolanspermler iki
ayr kisi tarafindan kapalisayildi.

Nigrosin —Eosin (NE) ve NE-Giemsa Boyalarini
Hazirlanmasi ve Boyama

Bir gram nigrosin (Kat: 1.15924, Merck, Darmstadl,
Almanya) ve 6.7 mL Eosin ( Kat: 45242sar1, Fluka,
Steinheim, Almanya) karistirildi sonra {izerine 6ml ultra saf
su eklendi. Karisim 20 dakika 100 °C’deki su banyosuna
birakilarak ¢oziildi ve filtreedildi ve boyanun konuldugu ilk
kap 6 mL tartrat tamponuyla yikandi. Sonra boyayaglikoz
soliisyonundan (100 g/L, Kat: G8644, Sigma-Aldrich, St
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Tablo 1. inkiibasyon periyodunun 0., 4., 18. ve 24 saatlerinde kontrol (C) ve test gruplarindaki (T1, T2 ve T3) canli sperm sayilari (%).
Veriler ortalama (ort.) + ortalamanin standart hatasi(o.s.h.) olarak yazilmistir.

Canli sperm orani (%)

Gruplar 0. Saat 4. Saat 18. Saat 24. Saat
C 67.5+£3.26 60.63% 5.74 48.14 £ 1.76 39.27¢+2.46
T1 67.5+£3.26 59.03*+ 4.25 46.40 £4.33 40.92:+2.29
T2 67.5+3.26 56.69%+ 5.72 46.02 £ 3.05 42.61°+1.27
T3 67.5+3.26 53.11%+ 5.31 49.41 + 0.46 31.69°+4.42

*Ust simgeler (% et) istatistiksel farklar gdstermek i¢in verilmistir. Ayni siitunda farkli harf tagtyan degerler birbirinden istatistiksel

olarak farklidirlar (P<0.05).

C: 0 pg E,/mL eklenen kontrol grubu
T1: 2 pg E,/mL eklenen test grubu-1
T2: 4 ug E,/mL eklenen test grubu-2
T3: 8 ug E,/mL eklenen test grubu-3

Tablo 2. Inkiibasyon periyodunun 0., 4., 18. ve 24 saatlerinde kontrol ve test gruplarindakiakrozom tasimayan sperm sayilari (%) (ort +
0.s.h.).

AKkrozom tasimayan sperm sayiari (%)

Gruplar 0. Saat 4. Saat 18. Saat 24. Saat
C 7.52+1.14 9.06 +0.94 8.88 + 0.35 14.25*2.57
T1 7.52+1.14 7.64 +0.94 8.38+ 0.30 10.51°+ 1.85
T2 7.52+1.14 10.91 £0.83 10.84 + 1.53 10.12°+ 2.06
T3 7.52+1.14 10.02 £2.19 9.06+ 1.16 11.43%+2.07

*Ust simgeler (**®) istatistiksel farklar1 gdstermek i¢in verilmistir. Ayni siitunda farkli harf tagtyan degerler birbirinden istatistiksel
olarak farklidirlar (P<0.05).

Louis, MO 63103, Missouri, ABD) 0.68 mL eklendi. Boya mavi soliisyonu, Kat; 1,09204, Merck, Darmstadl, Almanya)

Tablo 3. Kiiltiir periyodunun 0., 4., 18., ve 24. saatlerinde morfolojik anormallik tasiyan sperm sayilar1 (%) (ort. +o.s.h.).

Morfolojik Anormallikler Zaman (Saat)
Gruplar 0 4 18 24

Zarar gérmilg akrozom C 5.36+0.99 7.54+1.42 6.74 +0.49 10.55 + 1.40
T1 5.36+0.99 6.26 +1.39 6.14 +0.62 12.41 £3.01

T2 5.36+0.99 8.92+1.10 7.19+0.57 11.26 £2.91

T3 5.36+0.99 9.08 +1.24 6.42+0.34 9.56 £2.61

Prokzimal stoplazmik ¢ikinti

C 2.35+1.36 1.07+0.34 0.65+0.17 0.55+0.23

T1 235+ 1.36 1.53+0.41 0.64 +0.33 0.44+£0.23

T2 2.35+1.36 0.61 +£0.29 0.50+0.36 0.47 +£0.32

T3 235+ 1.36 0.61+0.19 0.41+0.10 0.50+0.12

Distal stoplazmik ¢ikint

C 2.18+£0.50 2.13+£1.20 0.32+0.22 0.63+£0.23

T1 2.18+£0.50 1.13+£0.52 0.89+0.26 1.07£0.76

T2 2.18+£0.50 1.58 £0.47 0.61 +0.30 1.12+0.61

T3 2.18£0.50 0.95+0.32 0.39+0.26 0.58 +0.18

Kivrik kuyruk C 1.86 +0.98 0.95+0.37 1.79+1.19 0.57+0.25

T1 1.86 +0.98 0.62+0.27 0.73+0.34 0.38+£0.20

T2 1.86 +0.98 0.74 £0.25 1.41 £0.93 0.35+£0.20

T3 1.86 +0.98 0.71 +0.30 1.32+0.82 0.31+0.09

*Tablodaki farkli gruplara ait degerler istatistiksel olarak farkli bulunmadi (P> 0.05)

151k gegirmeyen amber cam siseye konuldu, sise folyoyla eklenerek hazirlandi. Baslangicta ve takip eden 4, 18, ve 24.
sarildi ve kullanilacak zamana kadar 4 °C de tutuldu. saatlerde her petri kutusundan 100 pL semen 6rnegi almarak
Nigrosin-Eosin (NE) ve giemsa boyasini hazirlamak i¢in 2 ayr1 test tiipii igersisine konuldu sonra tizerine esit hacimde
900 uL NE boyasmna 100 pL giemsa (Azur eosin metilen formaldehit (Kat: FI/01FS/060929, Kimetsan, Turkiye)
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Figiir 1.Estradiol-178 (E,) igeren (T1, T2, T3) veya icermeyen (C ) kiiltiir ortaminda 24 saat boyunca, 18.5 °C’de toplam
hareketli sperm oranlari (%). C;kontrol grubu iken T1, T2 ve T3 sirastyla 2 pg, 4 ug ve 8 pg E2 / mL igeren test gruplari.
Istatistiksel olarak farkli bulunan sonuglar iist simgeler (> ®) ile gdsterilmistir; farkli harf tasiyan degerler birbirinden

istatistiksel olarak faklidirlar (P <0.05).
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Figiir 2.Yirmi dort saat siireyle 18.5 °C’deki kiiltiir ortaminda tutulan spermlerden ileri hareket edenlerin oran1 (%). Kiiltiir
ortamina 2 ve 8 ug E /mL ilave edilmesi sonucu kiiltiir periyodunun 4. saatinde ileri hareket eden sperm sayisi kontrol grubuna

kiyasla 6nemli seviyede artt1 (P<0.05).

etlendi ve bes dakika siireyle 37 °C de fiksse edildi. Bes
dakika sonra 1. tiipe daha onceden hazirlanan Nigrosin—
Eosin (NE) boyasindan 100 pL ve eklendi ve 10 dakika 37
°C de boyamaya birakildi. Ayni sekilde 2. tiipe 37 °Cdaha
onceden hazirlanan NE-Giemsa (NEG) karisim boyasindan
100 pL (90 pL NE ve 10 pL Giemsa) eklendi ve 10 dakika
37 °C de boyamaya birakildi.

Motilite ve Morfolojik AnormalliklerinTespiti

Her deneyin baslangicinda hareketli sperm sayilar
Makler saymm cemberi (Sefi-Medical, Haifa, Israil)

yardimiyla bulundu ve inkiibasyonun 4., 18., ve 24.
saatlerinde her petri kutusundan 2 pL semen &rnegi alinarak
37 °C’ye kadar 1sitilmig Makler sayim ¢emberine konuldu ve
40-50 kiigiik karede sirastyla duran, kimildayan, dairesel ve
ileri hareket eden sperm sayilar1 151k mikroskobu yardimiyla
20X magnifikasyonda bulundu. Her ol¢im iki ayrt kisi
tarafindan yapildi ve her 6l¢limde en az 200 sperm sayildi.
Morfolojik anormallikler inkiibasyon siiresinin 0., 4., 18., ve
24. Saatlerinde her petri kutusundan 100 pL semen 6rnegi
alinarak 2 ayri test tiipii igerisine konuldu iizerine Nigrosin—
Eosin (NE) boyasindan 100 pL eklendi ve 10 dakika 37 °C
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de boyamaya birakildi. Diger tiipe ise NE-Giemsa (NEG)
karisim boyasindan 100 pL (90 pL NE ve 10 puL Giemsa)
eklendi sonra 10 dakika 37 °C de boyamaya birakildi. Her tiip
i¢in iki lam hazirlandi. Lamlar 100X magnifikasyonda yag
imersiyon objektifiyi yardimiyla bilgisayara bagli kamera
(Leica, DFC-280) entegre edilmis 151k mikroskobu (Leica,
DM 2500) kullanilarak morfolojik anormallik (Akrozom,
bas, kuyruk anormallikleri ve stoplazmik ¢ikintilar) tastyan
sperm sayilariiki ayri kisi tarafindan her lam tizerinde 200-
300 sperm sayilarak bulundu. Boyama neticesi dis ve i¢
akrozomal membranlar belirgin halde goriiliiyordu.

Canh-Olii Sperm Sayilarinin Bulunmasi

Kiiltiir periyodunun 0., 4., 18. ve 24. saatlerinde canli
ve Olii sperm sayilarngik mikroskobu (Leica, DM 2500)
altinda 100X magnifikasyonda her lam {izerinde 200-300
sperm hiicresi sayildi. Olii sperm hiicreleri NE boyasimi
aldiklart igin koyu renkli goziikiirken canli spermler ise
beyaz parlak renkli goziikiiyordu.

Istatistik Analiz

Sperm sayilar1 varyans analiziyle (Random Blok
Dizayn) analiz edildi. Tki farkli grup arasindaki fark ise
MSTAT-C (Versiyon 1.2., 1998; Michigan State University,
East Lansing, MI 48824, ABD) istatistik programi
kullanilarak son 6nemli fark (Least Significant Difference,
LSD) metoduyla p<0.05 olasilik seviyesinde analiz edildi.

SONUCLAR ve TARTISMA

Inkiibasyon siiresince toplam hareketli sperm sayisi
(Ortalama =+ s.h.) figiir 1 de goriilmektedir. Kiiltiir ortamina
2 pg E/mL ilavesi sonucu toplam motilite inkiibasyon
stiresinin 18. saatinde kontrol grubuna kiyasla artt1 (P<0.05).
Digerzamanlarda kontrol ve test gruplari arasinda toplam
motilite bakimindan farklar 6nemli bulunmadi (P>0.05).
Kiiltiir ortamma 2 ve 8 pg E/mL ilave edilmesi sonucu
kiiltiir periyodunun 4. saatinde ileri hareket eden sperm
sayist kontrol grubuna kiyasla onemli seviyede yiiksekti
(P<0.05) (Figiir 2). Diisiik dozda E, (2 ve 4 pg/mL) ilavesi
sperm canliligim etkilemedi fakat yiiksek dozda E, (8 ug/
mL) ilavesi inkiibasyon periyodunun 4. ve 24 saatinde
kontrol grubuna kiyasla sperm canliliginda azalmaya neden
oldu (P<0.05, Tablo 1). Kiiltiir periyodunun 24. saatinde
kontrol grubundaki akrozom tasimayan sperm sayisi
onemli seviyede (P<0.05) yiiksekti (Tablo 2). Estradiol
ilavesi prokzimal ve distal stoplazmik ¢ikint1 tasiyan sperm
sayasini ayni zamanda krvrik kuyruk tastyan sperm sayisini
etkilemedi (Tablo 3).

Kiiltiir ortamina 2 pg E/mL ilave edilmesi ileri ve
toplam hareket eden sperm sayilarini sirastyla inkiibasyon
siiresinin 4. ve 18. saatlerinde kontrol grubuna kiyasla
onemli seviyede artirdi (P<0.05). Kiiltiir ortamma 8 pg
E,/mL ilave edilmesi hareket eden toplam sperm sayisini
etkilemedi fakat kiiltlir periyodunun 4. saatinde ileri hareket
eden sperm sayis1 kontrol grubuna kiyasla 6nemli seviyede
ylikseltti. Mevcut sonuglar 2 ve 8 pg E,/mL ilavesinin hareket
eden sperm oranimi artirdifini gosteriyor. Bu ¢alismada
materyal boga spermiydi ve calismain vitro ortamdaydi.
Buna ragmen bizim elde ettigimiz sonuca yakin sonuglar
Jin v.d.[24] tarafindan hamsterde in vivo ortamda yapilan
calismadan elde edildi. Jin v.d.[24] E, nin sperm motilitesine
etkisini ya E,iceren silastik derialti implantlar kullanarak
ya da hamsteri E,’ye kars1 aktif immiinize ederek olgtiiler.

Calisma sonucunda yiliksek miktarda E,igeren silastik
implantlarla hamstere 20 giin boyunca muamele etmenin
sperm motilite parametrelerini kontrol grubuna kiyasla
onemli derecede (P<0.05) artirdigimi bildirirken E,’ye karst
aktif immiinizasyonun ise sperm motilite parametrelerini
onemli derecede (P<0.05) azalttigini rapor ettiler. Sonug
olarakE,’nin sperm motilitesini etkiledigi kararma varildilar.
Kisaca sperm hiicrelerine E,ile muamele ister in vivo ister in
vitro ortamda olsun sperm motilitesini artirir.

Bu ¢aligmada canli spermler Nigrosin-Esosin boyalarimni
almayan ve 151k mikroskobu altinda beyaz gériinen spermler
olarak kabul edildi. Bu 6l¢lim ayni zamanda spermlerin
membran biitiinligiiniin  gostergesidir. Kiiltiir ortamina
diisiik dozda (2 ve 4 pg/mL) E, ilavesi sperm canliligint
etkilemedi fakat yiliksek dozda (8 pg/mL) E,ilavesi
inkiibasyon periyodunun 4. ve 24 saatinde kontrol grubuna
kiyasla sperm canliliginda azalmaya neden oldu. Bu sonuca
yakin bir sonu¢ Lukoseviciute v.d.[25] tarafindan bildirildi.
Lukoseviciute v.d.[25] dondurulmus boga spermlerini
¢6zdiikten sonra 1 pgE,/mL ilave etmenin sperm canlilifina
bir etkisinin olmadigini bildirdiler.

Bu calismada kiiltiir periyodunun 24. saatinde kontrol
grubuna kiyasla E ilavesi akrozom tagimayan sperm sayisini
azaltt1 ve bu azalma 6nemli (P<0.05) bulundu. Buna yakin
sonuglar insanda da elde edildi®®. Rossato v.d.[26] insan
spermlerine E, hormonu eklenerek 120 dakika kiiltiire aldilar.
Kontrol grubuna kiyasla E,ilavesinin kayip akrozom tastyan
sperm sayist iizerine etkisi olmadigini hatta istatistiksel olarak
o6nemli olmayan (P>0.05) bir azalmaya neden oldugunu
verilerle agikladilar. Diger taraftan Francavilla v.d. [27]
insan spermlerinin E, ile birlikte inkiibasyonu spermlerin
hamster yumurtasina fiizyonunu ve kayip akrozom tasiyan
sperm sayisini etkilemedigini bildirdiler. Bu ¢alisma boga
spermleri iizerinde yapildi ve sonuglar biraz farklidir
zaten tamamen ayni olmasi beklenemez ¢iinkii kullanilan
materyal, uygulanan doz ve deney kosullari farklidir. Bagka
bir ¢aligmada Adeoya-Osiguwa v.d. [20]in vitro ortamda
E, nin kapasitelestirilmemis fare spermlerinin arkrozom
reaksiyonuna etkisini arastirdi. Elde edilen sonuglara gore
E, nin kapasitelestirilmemis fare spermlerinin akrozom
reaksiyonunu Onemli seviyede artirdigini  bildirdiler.
Buna yakin sonu¢ domuz spermleri iizerinde yapilan
calismadan elde edildi. Lukas v.d. [28] in vitro ortamda
E,hormonunun kayip akrozom tasiyan domuz spermleri
tizerine etkisini ¢aligtilar. Elde ettikleri sonuglara gore farkl
domuzlardan alinan spermlere E,ilavesi doza bagli olarak
akrozom tasimayan sperm sayisini artirdigint bildirdiler.
Goriildiigii gibi E,hormonunun akrozom tagimayan sperm
sayisina ve dolleme yetenegine etkisi konusunda yapilan
calismalardan elde edilen sonuglar arasinda tutarsizliklar
vardir. Bu tutarsizliklar hayvani tiirlinden, uygulanan
hormonun yapisindan, dozundan, uygulama seklinden ve
arastirmacilarin yaptiklari hatalardan kaynaklanmaktadir.

Mevcut verilere dayanarak estradiol ilavesinin boga
sperminin ddlleme giiclinii artirdig1 ya da kisirliga neden
oldugu sdylenemez. Zaten bunu sdylemek icin Ejilave
edilen spermlerle olgun si18ir oositlerini déllemeye birakmak
ve dollenme oranimni tespit etmek gerekir. Bu nedenle bu
konuda daha ¢ok arastirma yapmaya gerek vardir.
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