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Oz: Spermanin kalite analizleri, infertilitenin tanimlanmasinda ve yardimci iireme teknikleri yéniinden giinimiiz bilim
diinyasinda deger kazanmaya baglamistir. Bu analizlerde tercih edilen yontemlerin en gelismislerinden biri olan akis
sitometrisi, akis halindeki bir siispansiyon igindeki ¢esitli boyut ve yapidaki hiicre, niikleus ve benzeri hiicre komponentleri,
kromozomal yapilar ve gesitli partikllleri de kapsayan taneciklerin, lazer ve 6zellestirilmis dedektorler yardimiyla nitelik ve
nicelik 6zelliklerinin o6lgilmesine dayanan bir yontemdir. Bu amagla, florokrom molekillerle boyanmis orneklere ait
partiklllerin tek sirali hale getirilmesinin ardindan optik sistemden sagilan lazer 1sinina maruz kalmakta, geri dénen isinlar ise
toplanarak elektronik sinyallere donustirilmektedir. Elektronik sinyaller ise yaziimlar ile degerlendiriimektedir. Akis
sitometrisinin, genis kullanim yelpazesi igerisinden, gelisen infertilite teshis metodlari ve yardimci Greme teknikleri sayesinde
ilk olarak beseri androloji laboratuvarlarinda, hemen ardindan ise veteriner androloji laboratuvarlarinda, spermatozoanin
konsantrasyonu; plazma membran ve akrozom btinligl; apoptosis; mitokondriyal membran potansiyeli; kapasitasyon;
oksidatif stres; lipid peroksidasyonu; DNA btlinligu ve cinsiyetin belirlenmesi vb. amaglar ile kullanilmaya baslanmistir. Bu
derlemede akis sitometrisi ve analizlerinin sperma kalitesini belirlemedeki rolii ve 6nemi agiklanarak ilgili sperm kalite
parametrelerinin 6lgiimiinde kullanilan protokoller hakkinda detayli bilgilendirme saglanmasi hedeflenmistir.

Anahtar Kelimeler: Akis Sitometrisi, Cinsiyeti Belirlenmis Sperma, Sperma Analizi, Suni Tohumlama, Veteriner Androloji.

The Use of Flow Cytometry in Semen Quality Analyses

Abstract: Quality analysis of semen has started to gain value in the recent scientific world in terms of defining infertility and
assisted reproductive techniques. Flow cytometry, the most advanced method of choice in these analyzes, is a method based
on measuring the quality and quantity of particles including cells, nucleus, chromosomal structures and various particles with
its sizes and structures in a flowing suspension by means of lasers and detectors. For this purpose, the particles that are
stained with fluorochrome molecules are exposed to the laser beam scattered from the optical system after being unified,
and the returning rays are collected and converted into electronic signals. Electronic signals are evaluated with softwares.
Within a wide range of uses, i.e. the concentration of spermatozoa; plasma membrane and acrosome integrity; apoptosis;
mitochondrial membrane potential, capacitation status; oxidative stress; lipid peroxidation; DNA integrity and gender
determination purposes etc., it has been used as infertility diagnostic methods and assisted reproductive techniques which
have been developed, firstly in human andrology laboratories and then in veterinary andrology laboratories. The aim of this
review is to explain the role and importance of flow cytometry and in determining sperm quality and to provide detailed
information about the relevant protocols.

Keywords: Artificial Insemination, Flow Cytometry, Semen Analyses, Sexed Semen, Veterinary Andrology.

“Firat Korkmaz
Uluslararasi Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Mudiirligii, Ankara, TORKIYE.
e-posta: firatkorkmaz@yandex.com



Akig Sitometrisinin (Flow Cyto...

Korkmaz ve Cil

GiRiS

M ikroskobun

Leeuwenhoek’un (1) 1677 yilinda ‘animalculus’

mucidi  olan  Antoni  van
olarak tanimladigi spermatozoonlarin kesfiyle birlikte
sperma kalite analizlerinin de ilk ve en 6nemli adimi
atilmistir.  Sadece varligi ve hareket modelleri
belirlenen spermatozoonun, yavruyu kendi basina
olusturabilecegine inanilan organizmacik ya da bir
parazit gibi dlstnilen spermatik  kurtcuk
tanimlarindan siyrilmasi ise disi gamet hiicresinin -
oosit- kesfi, fertilizasyonun ve gametogenezisin
1900°1a

gerceklesmistir (2). Boylece sperma kalite analizleri

anlasilmasi  ile yillarin  baslarinda
de ilk olarak infertilitenin tanimlanmasinda ve
ardindan yardimci Greme teknikleri yéniinden bilim
diinyasinda deger kazanmaya baslamistir. izleyen
yillarda, ejakulat igerisindeki spermatozoon sayisinin
belirlenmesi (3), sperm motilite tayini (4-6), sperm
anomali ve morfolojisi (7,8), Bilgisayar destekli sperm
analizi (CASA) gibi yontemler bir¢ok androloji
laboratuvarinin standardina girerek kullaniimaya
baslanmistir (9).

1970°li yillarin sonunda ise ilk kez akis
sitometrisi ve sperm tanimlarinin birlikte anildig
cahisma van Dilla ve ark. (10) tarafindan
yayinlanmistir. Sperma kalite analizlerine yonelik,
floresan temelli, birka¢ saniye icinde binlerce
hiicrenin monitarizasyonunu saglayan bu yontem
2000’li yillarla birlikte ivme kazanarak, spermatozoa
canhhk, mitokondriyal membran potansiyeli, lipid
peroksidasyon, oksidatif stres, DNA analizi gibi bircok

kalite parametre analizinin yani sira, cinsiyet secimini
de olanakh hale getiren bir yontem olarak
gelistirilmistir.

Akis sitometrisi, akis halindeki bir stispansiyon
icindeki cesitli boyut ve yapidaki hiicre, nikleus,
kromozomal yapilar ve gesitli partikiilleri de kapsayan
taneciklerin, lazer ve dedektorler yardimiyla nitelik
ve nicelik o6zelliklerinin 6lglilmesine dayanan bir
yontemdir. Ug bilesenden olusan akis sitometrisinde;
oOlgllecek partikilleri lazer 6nline tasiyan akiskanlar
sistemi, Olciim vyapan lazerleri iceren ve
partikillerden dénen sinyalleri toplayan dedektérleri
barindiran optik sistem, bu optik sinyalleri elektronik
sinyallere geviren ve degerlendirilebilir hale getiren
elektronik sistemler bulunur.

Calisma prensibi basitge; florokrom
molekiillerle (Tablo 1.) boyanmis Orneklere ait
partikillerin, hidrodinamik ya da akustik odaklanma
ile tek sirali hale getirilisi, optik sistemden lazer 1sin
sacilmasi, partikdllerin isina maruz birakilmasi, dénen
1Isinin toplanmasi ve toplanan verilerin elektronik
sinyallere donastlrilerek degerlendirilmesi olarak
tanimlanmaktadir. Tim bu siirec bir saniye icerisinde
binlerce partikile uygulanabilir ve bu partikillerin
sayisl ‘events- kayit’ olarak tanimlanmaktadir. Tekli
ya da ¢ogul sonuglar genellikle bir histogram ya da
dot plot araciligiyla yapilacak segim islemi ile 6l¢im
yapilan poplilasyona gore ylizdesel ya da rakamsal

olarak elde edilmekte ve degerlendirilmektedir.

Tablo 1. Sperma muayenesinde kullanilan gesitli florokromlar (11).
Table 1. The various fluorochromes used in semen examination (11).

Membran Membran Plazma Membran

Mitokondriyal

Oksidatif Lipid Kromatin/DNA

BUtunlUgu Stabilitesi Ve Akrozom BiitunlGgl Batinlik Stres Peroksidasyon  Butlnligi Apoptosis
CFDA Mero-sao o' BR-14/PE- Rhodamine ~ DCFDA BODIPYC11  TUNEL Annexin
PNA/PI \%
SYBR- YopRO-1  TC-PNA/PSA- Jc-1 MITOSOX COMET
14/PI Pl
CellROX
Etdh SNARF-1 Ca iyonoforlari MitoTracker Deep Red, SCSA
Green,
Orange
CellROX
Deep DHE

Green
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1. BIYOMEDIKAL ALANDA KULLANIMI

Akis sitometrisi teknigi biyomedikal alanda 6zel
laboratuvarlar ve hastanelerde kendisine énemli bir
yer edinmistir. Kanser tani ve asamalandirilmasi (12),
HIV prognozunun tayini (13), cesitli kan hastaliklar
gibi) (14,15),
komponentlerin degisimi (Kalsiyum, lipid vb.) (16),

(lenfoma, |6semi intrasellller
DNA butinlGga (17) ya da ek cihazlar ile sorting
(ayirma) sayesinde hucrelerin birbirinden ayrilmasi
gibi) (18-19)

diinyada siklkla kullaniimaktadir.

(cinsiyet segimi gibi durumlarda

2. VETERINER ANDROLOJIDE KULLANIMI
SPERMA KALITE MUAYENESI TESTLERI

VE

Genis kullanim yelpazesi icerisinde, gelisen

infertilite teshis metodlari ve vyardimci lreme

teknikleri sayesinde ilk olarak beseri androloji

laboratuvarlarinda ardindan da veteriner androloji
laboratuvarlarinda kullanilmaya baslanmistir (20). Bu
veteriner alaninda  akis

baglamda androloji

sitometrisinin kullanim alanlari;

2.1. Konsantrasyon Ve Spermatozoa
(Spermatozoa Konsantrasyonu)

Sayimi

Spermatozoa konsantrasyonunun belirlenmesi

gerek dondurma prosedirleri gerekse in vitro
(IVF)

Bu amagla yapilacak olgimlerde,

fertilizasyon uygulamalari acgisindan 6nem
tasimaktadir.
hemositometre, spektrofotometre ya da CASA
yontemlerine alternatif olarak akis sitometrisi de
kullanilabilir bir ydontemdir. Diger metotlardan farkl
olarak, ‘beads’ denilen taneciklerin 6rnege eklenmesi
ve saydiriimasi seklinde ya da bir kalite analizine
(6zellikle canliik (SYBR-14/Pl)) ek olarak bu islem
gerceklestirilebilir. Bu amacla genellikle, tire bagh

olmakla birlikte boga spermasi igin, dilie edilen

ejakilat (1:100- 1:250) ya da dondurulmus
¢cozdirilmis 60x10° sperma (1:20) SYBR-14 ve
Propidium iodide (PI) boyama yontemleriyle

boyanarak belirli bir hacim ayarlanarak analize tabi
tutulur ve Forward Scatter (FS)/Side Scatter (SS)
belirlenmesi ile

alanlarindan  popilasyonun

toplanacak sayim verisi, dnceden bilinen hacim igin
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konsantrasyon verisi olarak degerlendirilir (21,22).
Ancak bu yontemin, hizli olmasinin yanisira canlilik
ek

degerlendirilse de sperma sulandiricilarinda bulunan

oranina olarak alinmasi  olumlu olarak
farkh partikillerden ve az hacimli 6rneklerde yapilan
pipetleme uygulamasi hatalarindan etkilenecegi

unutulmamalidir.

2.2. Spermatozoonun Plazma Membran Ve
Akrozom Biitiinliigii (PMAI= Plazma Membrani Ve
Akrozomu Saglam Spermatozoa)

Sozclk anlami ‘yasayabilirlik’ olarak tanimlanan
viyabilite icinde de degerlendirilen plazma membrani
veya akrozom butiinlGgi fertilite agisindan da 6nemli
belirteglerden bir tanesidir. Spermatozoonun plazma
birlikte

androloji

membran ve akrozom butinlGgina
bu de

laboratuvarlarinin birgogunun kullanmakta oldugu

degerlendiren analiz
floresan boyalarin akis sitometrisi yontemine adapte
edilmesi sonucu hizlh ve glvenilir sonuglar elde
edilebilmektedir. Bu amacla yaygin olarak, SYBR-14,
Propidium iodide (PI), FITC-PNA, FITC-PSA, Yo-Pro-1,
7-AAD, rhodamine 123, carboxyfluorescein diacetate
gibi floresan boyalar ya da Pl ile kombinasyonlari
(20).

kombinasyonlarin membrandan gecebilen (6rn. PI)

kullanilmaktadir Teknik, genellikle PI ile
ya da ge¢emeyen DNA’ya baglanabilen (6rn. SYBR-
14) florokromlarin saptanmasi tizerine kuruludur. Bu
amagla ornekler SYBR-14 ve Pl ile laboratuvarlarin
kendine ait protokolleri kapsaminda boyanarak (23)
488 nm lik argon lazer ve 515 nm-545 nm (SYBR), 561
nm-583 nm emisyon filtreleri ile Slglimleri yapilir.
Boga spermasinda PMAI'nin belirlenmesinde, cok
yaygin SYBR-14/PI

kombinasyonunun Nagy ve ark. (24) yapmis olduklari

olarak kullanilan
calisma ile tekrarlandiginda verdigi dogruluk ve
dondurma asamasinda eklenen yumurta sarisindan
hata sebebiyle vyerini fluorescein
(FITC)-conjugated PNA

kombinasyonuna birakmasi énerilmektedir. Boylece,

dolayr verdigi
isothiocyanate ve Pl
FITC-PNA ile akrozom butiinlGgl degerlendirilirken,
Pl ile plazma membran bdtunligi ile ilgili veri
debrisden olabildigince arindirilarak elde edilebilir.
Bu amagla, 5 pl FITC-PNA (100 pg/ml) ve 3 ul PI (2.99
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mM), 492 ul dilie sperma sollisyonuna aktarilarak

boyama yapilir (25).

2.3. Apoptozis

Apoptozis, kromatin agregasyonu, sitoplazmik
ve nikleer defektleri de iceren programli hicre
Olimini tanimlayan terimdir. Hiicre o6liminin
(Apoptozis), infertilite ile arasindaki baglantidan
dolay! akis sitometrisi ile spermatozoa apoptozisin
belirlenmesi hizli ve gilvenilir bir metod olarak
lipid

bulunan

karsimiza ¢ikmaktadir. Bu amagla, hicre

membraninin ic kisminda
phosphatidylserine’lere afinitesi olan Annexin V en
stk kullanilan florokrom olarak karsimiza ¢gikmaktadir.
FITC konjuge hali ise, daha hassas olmasi sebebiyle
ticari olarak da bulunmakta olan probun boga
spermasi icin kullanimi, ticari kitler de degismekle

birlikte, Pl ile olmaktadir (26).

2.4. Spermatozoanin Mitokondriyal Membran
Potansiyeli

Mitokondriyal membran potansiyeli,
spermatozoon mitokondriyasinin oksidatif

fosforilasyon yoluyla ATP lretmesi ve kapasitasyon
ile ilgili bir parametre olarak degerlendirilmektedir.
Dusuk

spermatozoa anomalisine ya da dondurma ¢ézdlirme

mitokondriyal membran  potansiyeli,

sirasindaki kriyo hasara bagh olarak ortaya
¢ikabilmektedir. Bu sebeple mitokondriyal membran
potansiyelinin belirlenmesi canlilik testleriyle birlikte
o6nem tasimaktadir. Bu amagla, 5,5’, 6,6’-tetrachloro-
1,1’,3,3’-tetraethyl-benzimi-dazolyl-carbocyanine

iodi de (JC-1), rhodamine 123 ve MitoTracker (MITO)
siklikla JC-1,

spermatozoon membran

kullanilan florokromlardir.
mitokondriyel

potansiyelinin belirlenmesinde sik kullanilan prob
olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Dusiik membran
potansiyelinde; yesil, yiksek oldugu durumlarda ise
turuncu renkli 1sima veren bir florokrom olarak
cahismaktadir. Farkh protokoller (25,27) ile yapilan
boyama sonucu 488 nm Argon lazer ve 535 nm, 595
nm emisyon filtreleri yardimiyla 6l¢im yapilir. Bu

amagla, 10 pl JC-1 (0.153 mM) ve 3 pl PI (2.99 mM),
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487 ul dille sperm sollisyonuna aktarilarak boyama
yapilir (25). Elde edilen veri, distk ve yuksek
membran potansiyeli olarak iki popilasyon halinde

degerlendirilir.

2.5. Kapasitasyon

Spermatozoa kapasitasyon seviyesinin ol¢im,
da (Ca)
florokrom bir

ile

spermatozoa sekillenen  kalsiyum

degisimlerinin ozellik goOsteren
(CTC)
gerceklestiriimektedir. CTC'nin hiicre membranini
Ca

arttirmasi sonucunda, serbest Ca’un hiicre igine

antibiyotik  olan  chlortetracycline

hicreigi maddelerden olan gegirgenligini
girisiyle CTC floresan 6zellik gostermekte bu da akig
sitometrisi ile tespit edilerek, bir fertilizasyon

Ongorisi olarak kapasitasyon seviyesi
belirlenmektedir (28). Yine hiicre ici Ca seviyesinin
belirlenebilmesi icin Fluo-3, ya da daha yeni bir prob

olan Fluo-4 AM kullanilabilmektedir.

2.6. Spermatozoanin Oksidatif Stresinin

Belirlenmesi

Oksidatif stres, reaktif oksijen tirlerinin (ROS)
olusumu karsisinda, spermanin kendi antioksidan

savunma sistemlerinin yetersiz kalmasi ve sonucunda

ortaya c¢lkan DNA bitUnlGginin  bozulmasi,
membran lipid yapisinin defekti ve fertilitenin
dismesi ile gozlemlenebilen bir durumdur.

Spermanin dondurulmasi ve ¢dzdurilmesi islemleri
oksidatif stres olusumunda biyiik rol oynamaktadir
(25). Bu oksidatif

parametrelerinin Olclilmesi, dondurma ¢o6zdirme

nedenle, sperm stres
islemlerine dayaniklilik agisindan 6nem tasimaktadir.
Oksidatif stresin akis sitometrisiyle belirlenmesinde,
5-(ve-6)-carboxy-2’,7'-dichlorodihydrofluoresence

(DCFDA)  sikca bir
florokromdur. 5-(ve-6)-karboksi-2',7'-diklorodihidro
floresan’in diasetat formu olan bu florokrom,
hidroksil, dioksit

radikalleri karbonat anyon radikalleri ve hidrojen

indiacetate kullanilan

siperoksid anyon, nitrojen
peroksit tarafindan yesil floresans veren DCFH e
cevrilir (29). Bu amacla, 5 pul DCFH-DA (10 mM) ve 3

ul Pl (2.99 mM), 492 ul diliie sperm soliisyonuna
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aktarilarak boyama yapilir (16). Bunun disinda yine,
DHE, MitoSOX, DAF2-DA, CellROX Deep Red, CellROX
Orange (30) oksidatif stres oOlciminde kullanilan
florokromlardir. Bu metoda da yine bir canli/6li
hiicre ayrimi yapan florokrom eklenmesi (6rn. PI) 6l
spermatozoonlarin analiz disina alinmasi ile daha

dogru sonug vermesini saglayacaktir.

2.7. Spermatozoanin Lipid Peroksidasyonu

Coklu doymamis yag asitlerince zengin bir

yaplya
spermatozoonlara sahip turlerde oksidatif stres, ROS

sahip plazma membrani iceren
ile reaksiyona giren bu yag asitlerinin yapisinin
bozulmasina ve bu sebeple membran yapilarinin
islev kaybina sebep

bozulup, spermatozoonun

olmaktadir. Lipid Peroksidasyonun (LPO) ortaya
yag C11-
BODIPY581/591 oldukga sik kullanilan bir LPO tespit

florokromudur (31). Bozulmamis membran yapisinda

konulmasinda, asidi analogu

kirmizi, perokside olmus membranda ise yesil (520
nm) isima veren florokrom yine PI ile birlikte
kullanilmaktadir. Bu amagla 5 pl BODIPY C11 (5mM)
ve 3 ul P1(2.99 mM), 492 ul diltie sperm sollisyonuna
aktarilarak boyama yapilir (16).

2.8. Spermatozoonun DNA Bitiinliigii

Fertilizasyonun temeli olan genetik
materyallerin birlesimi asamasinda spermatozoon
DNA’sinin paketleme hatalari, DNA metilasyonlari,
histon katlanmalari; herediter olabildigi gibi, oksidatif
strese bagli olarak, gesitli toksik etkiler altinda ya da
kriyoprezervasyonu asamasinda
(25). Bu

basarisi ve erken embriyonik yasamin 6nemli bir

sperma ortaya

¢ikabilmektedir sebeple, fertilizasyon

kriteri olan DNA butunlGgli sperma kalite
degerlendirmesinde 6nem tasimaktadir. DNA
bitunligu, akis sitometrisi ile  terminal

deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling
(TUNEL) ya da sperm chromatin structure assay
(SCSA) ile ortaya konulabilir (17,32). TUNEL metodu,
spermatozoon fiksasyonu ve ticari kitler ile birlikte
488 nm lazer ile degerlendirilmesine dayanmaktadir.

Sperm kromatin yapi analizi (SCSA) ise spermatozoon
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nikleer kromatininin ISl denatiirasyonuna
dayanikliligi ve acridine orange (AO) florokromunun
cift iplikcikli DNA da yesil, tek iplikgikli DNA da kirmizi
Isima vermesine dayal bir yontemdir (33). Sperma
konsantrasyonlari 2 X 108
TNE  buffer
sollisyonu ile dillie edilir. 200 pl sperma 6rnegi 6nce
400 pl asit-deterjan soliisyonu (pH: 1.2, 0.08-N HCI,
0.15-M NaCl, Ve 0.1% Triton X-100) ile 30 saniye,
ardindan da fosfat sitrat tamponuna eklenmis 1.2-mL
(6 mg/L) saflastinlmis AO (0.2-M Na2HPO4, 0.1-M
sitrik asit,0.15-M NaCl, ve 1-mM EDTA, pH 6.0) ile

boyanir. Ornekler, 3 dakikalik inkiibasyonun ardindan

ornekleri,

spermatozoon/ml olacak sekilde

akis sitometrisi ile iki kez degerlendirilir (34).

2.9. Spermatozoon Cinsiyetinin Belirlenmesi

Suni tohumlama endustrisinin yayginlagsmasi ile
birlikte,
yetistiricilerin buyik ilgisini gekmistir. Bu amagla akig

istenilen  cinsiyette  yavru  eldesi
sitometrisi, percoll ve albumin gradient santrifiija,
ylzdiirme, sefadeks kolonu, H-Y antijeni metotlari
gibi bircok yontem denenerek gelistirilmistir (35). Bu
yontemlerin gelistiriimesindeki temel prensip X ve Y
kromozomlarina sahip spermatozoonlarin tasidig
DNA miktari (36), hiicrenin boyutu (37), ylzey yuki
(38) veya yuzey antijenleri (39) bakimindan farkh
olmasidir. En etkili ayrimin gerceklestigi metot ise
hala akis sitometrisi yontemi olarak kabul
(40). Ancak

tohumlamaya gore elde edilen dusik gebelik

edilmektedir konvansiyonel
oranlari, kullanilabilir sperma oraninda diisus, yliksek
maliyet, egitimli personel gereksinimi gibi cesitli
dezavantajlari  bu yéntemin uygulanabilirligini
sinirlamaktadir.

Sigirlarda X kromozomu tasiyan spermatozoon
Y kromozomu taslyana gore %4 daha fazla DNA
icermektedir ve bu farkllik sayesinde flow sitometri
%90

spermatozoanin

kesinlikle,
%50’sinin

yapilabilmektedir. Kalan %50 ise cihaz tarafindan

metoduyla oraninda islenen

yaklasik ayrimi
cinsiyeti belirlenemedigi icin atik olarak ayrilmaktadir
(41). DNA

belirlenebilmesi igin hiicre membranindan gegebilen

Spermatozoanin miktarinin
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ve DNA’ya baglanan Hoeschst 33342 floresan

boyalari kullanilmakta, boyanin vyarattigi 1sima
miktari dedektor ile tespit edilmekte ve bilgisayar
yardimi %4’lik  bu farki
edilebilmektedir (40).

Kisaca, Oncesinde ortalama 7 saat siresince

ile ISIma analiz

modifiye edilmis Tyrode’s albumin laktat piriivat
(TALP)
Hoeschst 33342 boyasi eklenerek yaklasik 34°C
sicaklikta 45 dakika inkiibasyonu saglanir. Ardindan

solisyonu ile inkibe edilen spermaya

ayirma sollsyonu ile sulandirilan spermaya gida
boyasi ve final konsantrasyon %2 olacak sekilde
yumurta sarisi eklenir. Filtrasyonun ardindan Tris
bazli sheath soliisyonu ile ayrim gergeklestirilir (41-
43).

Cinsiyet ayrimi isleminin kalitesi sulandirma ve
boyama prosedirlerini UV isinlarina Akis Basincina
elektrostatik alan ve elektrik ylkiine bagh olarak
degiskenlik gosterebilmektedir. Ayrica sicaklik,
ozmolarite, pH ve kullanilan soltsyonlarin sterilitesi

de islemin basarisini etkileyebilmektedir (44,45).

SONUC

Saha yonelimleri ve teknolojideki gelismelere

gore vyenilenen laboratuvar teknikleri arasinda
kendisine 6nemli bir yer edinmis akis sitometrisi
metodu bu derlemeyle birlikte veteriner hekimligi
androloji laboratuvarlarinda kullanim  yonuyle,
calisma prensibi ve temel boyama metotlarinin
teknik detaylariyla degerlendirilmistir. Tim bunlara
ek olarak, anhk zamanlarda yuksek o6l¢im hizi,
objektif olmasi ve fertiliteye iliskin sonuglar
verebilmesi yéniinden degerli bu metodun kisa ve
uzun vadedeki gelismeleri yakindan takip edecegi ve
veteriner androloji alaninda 6ncil metotlardan biri

olacagi 6ngoérilmektedir.

Cikar Catismasi
Yazarlar, gikar ¢catismasi olmadigini beyan eder.
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