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OZET

Bu arastirmada, glukozun dondurulmus boga spermatozoonlarinin in-vitro kapasitasyonu iizerine etkisi arastirildi.
Bu amacla sperma, 5 mM glukoz iceren (HG) ve glukoz icermeyen (H) mediumlarda 100 pg/ml heparin ile 60 dakika
inkiibasyona birakildi. Heparin ile kapasitasyonun saglanmasindan sonra her iki gruba da 100 pg/ml lizofosfatidilkolin (LC)
ilave edilerek akrozom reaksiyonunu indiiklendi. Meydana gelen reaksiyon, Giemsa ile yapilan boyamayla tespit edildi.
Boyama sonucunda reaksiyon gecirmeyen spermatozoonlarin akrozomu koyu pembe boyanirken reaksiyon gecirenler boya
almadan kaldi. HG grubu i¢in reaksiyon geg¢irmis spermatozoon ortalamalar1 %20.8 olurken, H grubu icin bu oran %43.4
olarak tespit edildi. Sonug olarak; sperma heparin ile kapasitasyon kosullarinda inkiibe edildiginde ortamda bulunan glukoz,

kapasitasyona ugramis spermatozoon oranlarinda azalmaya (p<0.001) neden oldu.

Anahtar sozciikler: Boga spermatozoonu, spermatozoon kapasitasyonu, heparin, glukoz.

SUMMARY

In this study, the effect of glucose on in-vitro capacitation of frozen-thawed bull semen was investigated. For this
purpose, sperm were incubated with a dose of 100 pg/ml heparin in the presence (HG) or absence of 5 mM glucose (H) for a
60 min. Heparin induced capacitation was determined by the undergo an acrosome reaction upon exposure to 100 pg/ml
lysophosphatidylcholine (LC). To be able to determine the reaction, spermatozoa were stained by Giemsa. The acrosome
stained dark pink for the non-reacted sperm and remain unstained for the reacted sperm. Mean proportions of acrosome
reacted spermatozoa for the HG and H groups were 20.8% and 43.4% respectively. Consequently, when sperm were

incubated under capacitating conditions with heparin plus glucose reduced the LC induced acrosome reactions (p<0.001).

Key words: Bull spermatozoa, spermatozoa capacitation, heparin, glucose.



GIRiS

Spermatozoa kapasitasyonu ve
akrozom reaksiyonu (AR), fertilizasyon
olaymin  baslangicinda,  spermatozoonun
ovumun katmanlarini gegebilmesi icin gerekli
olan fizyolojik olaylardir. Kapasitasyonun
baslangic asamalarin1 spermatozoon plazma
membraninda absorbe edilmis olan ve seminal
plazmadan koken alan bazi komponentlerin
uzaklastirilmasi ya da yerlerinin degistirilmesi
olusturur. Kapasitasyon olgusunun en 6nemli
boliimii bu koruyucu tabakanin spermatozoon
yiizeyinden ve ozellikle akrozom {iizerinden
uzaklastirilmas: olmaktadir (9,28). Akrozom
reaksiyonu ise  spermatozoonun plazma
membranm1 ile dis akrozomal membranlar1
arasindaki birlesmeler ve bu membranlar

arasinda enzimlerin disa salinmalarina neden

olan membran yikimlanmalarini kapsar (3).

Disi genital kanalinda meydana gelen
kapasitasyona  yilksek  konsantrasyonlarda
bulunan glikoaminoglikanlar neden olur.
Kapasitasyon yerindeki heparin ve heparin
benzeri glikoaminoglikanlar (heparin siilfat,
kondriotin siilfat, hiyaluronik asit gibi) boga
spermatozoonlarinin kapasitasyonu icin
fizyolojik stimiilatorlerdir (20). Tekin ve ark.
(28) kapasitor ajan olarak hipotaurin ve
follikiiler sivi kullandiklar1 arastirmalarinda

fertilizasyon oranlarimi sirasiyla %34.21 ve

%?29.23 olarak bildirmislerdir.

Kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu
olgusunda degisik faktorlerin rol oynadigi bir

cok arastirici tarafindan  bildirilmektedir.
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Spermatozoonlarda prematiire reaksiyon hiicre
icinde yiiksek olan K ile diisiik olan Na* ve
Ca’ iyonlar1 aracihgn ile engellenir. Bu
iyonlarin konsantrasyonlari membrandaki Na*-
K" ATP,. ve Ca’* ATP, tarafindan saglanir
(5,29). Baz1 tiirlerde kapasitasyon kalsiyum
bagimsiz olarak meydana gelirken boga
spermatozoonlar:  Ca®* iyonlarmna ihtiyac
duyarlar. Kapasitasyon esnasinda membran
yapisinda meydana gelen degisiklikler hiicre
dis1 kalsiyum iyonlarinin hiicre i¢ine girmesine
olanak saglayarak akrozomal reaksiyonun
baslamasina onciiliik eder (10). Fertilizasyon
sirasinda Na* iyonlarinin da hiicre igine girmesi
ile artan hiicre ici pH kalsiyum kanallarinin
acilmasina neden olarak akrozomal reaksiyonu

baglatmaktadir (6).

Kapasitasyonda etkili olan faktorler-
den birisi de kullanilan kapasitér ajanin dozu
ve inkiibasyon siiresi olarak goriilmektedir. Bir
glikoaminoglikan olan heparinin AR nu
indiikleyici  etkisinden c¢ok kapasitasyon
izerine etkisi vardir (22). Fukui ve ark. (8)
heparin i¢in optimum dozun 25-100 pg/ml ve
optimal siirenin 5-60 dakika arasinda oldugunu
belirtmektedirler. Serin ve Tekin (24) 10, 25 ve
100 pg/ml heparin ile 5, 15 ve 60 dakika siire
inkiibasyona biraktiklar1 boga spermasinda en
yiiksek kapasitasyon oranlarinin 100 pg/ml
heparin ile 60 dakika inkiibasyonundan elde

ettiklerini bildirmektedirler.

Spermatozoonlarin fertilizasyon yete-
neklerini etkileyen degisik kimyasal maddeler
vardir. Bu bunlardan en onemlilerinden birisi

hiicresel metabolizma ve Ozellikle glukolizis
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icin gerekli olan glukozdur. Glukoz; bazi
tiirlerde kapasitasyon, AR ve fertilizasyonu
stimiille ederken (4) bogalarda inhibisyona
neden olur (19). Mediumda glukoz bulunmadi-
ginda heparin daha etkili olmaktadir. Ciinkil
glukoz ve diger glukolize edilebilen substratlar
kapasitasyona etki ederek boga spermatozoon-
larinin fertilize

etmektedirler (11,19).

yeteneklerini inhibe

Inkiibasyon 1s1s1 adenilat siklaz aktivi-
tesini ve motiliteyi de modiile eder. Heparinin
adenilat siklaz enzimi iizerine etkisi nedeniyle
kapasitasyon esnasinda cAMP seviyeleri diisitk
kalirken, ortamda glukoz bulundugunda bu
seviyenin yiikseldigi goriiliir (12). Azalan 1s1
ile birlikte AR hiz1 da azalir ve reaksiyon 27
°C nin altinda ¢ok yavas devam eder (15).
Boga spermasi heparinle inkiibe edildiginde
protein fosforilizasyonun meydana geldigi,
ortamda glukoz bulundugunda ise bu fosforili-

zasyon inhibe edildigi bildirilmektedir (11).

Glukozun  metabolize  olamayan
anologlarinin (sorbitol ve sukroz) kapasitas-
yonda  olumsuz  etkileri  goriilmezken,
metabolize olabilen anologlart  (fruktoz,
mannoz) glukozda oldugu gibi reaksiyona
ugramis hiicre sayisinda azalmaya neden
olmaktadir. Glukozun inhibe edici etkisi
glikolizis yoluyla metabolize olmasindan
kaynaklanmakta, glikolitik bloker ajanlar (19),
fosfodiesteraz inhibitorleri ya da 8-bromo-
cAMP  glukozun bu etkisini  ortadan

kaldirabilmektedir. (11,21).

Kapasitasyon mediumunun pH s1
oldukca oOnemlidir. Kalsiyum igcermeyen
Tyrode’s soliisyonunda boga spermatozoonlari
icin en uygun pH 7.6 olarak goriilmiistiir (13).
Glukoz metabolizmasi sonucu ortam pH sinin
asidik hal almasi kapasitasyonu engellemekte
ya da kapasitasyon icin gerekli siirenin

uzamasina neden olmaktadir (19).

In-vitro kapasitasyon prosediiriine tabi
tutulmus spermatozoonlarda lizofosfatidilkolin
(LC) kapasite olmus spermatozoonlarda AR’yi
indiiklerken, kapasite olmamis spermatozoon-
larda herhengi bir etki gostermemektedir. Boga
spermatozoonlarinda LC ile reaksiyonun
indiiklenmesi, kapasitasyon esnasinda
meydana gelen degisikliklere bagli olup
oositleri fertilize edebilme yetenegi ile de
yakindan ilgilidir (10,19,22). In-vitro akrozom
reaksiyonunun  belirlenmesinde =~ boyama
teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
amacla trypan blue-Giemsa ile ikili boyama,
Giemsa (2,26), Bryan boyasi (17), nigrosin-
eosin-Giemsa (27), trypan blue-Bismarck
brown-rose Bengal boyalarn ile ii¢cli boyama

(30) teknikleri kullanilabilmektedir.

Giintimiizde hayvan 1slahint
hizlandirmak amaci ile kullanilan ve son
yillarda biiyiikk gelismeler gosteren in-vitro
fertilizasyon (IVF) tekniginden en yiiksek
yararin saglanmasi uygun ve giivenilir in-vitro
kapasitasyon tekniklerinin gelistirilmesi yada
mevcut yontemler arasindan en iyi sonuglari

verenlerin bulunmasiyla gerceklesecektir.



Bu arastirmada, kapasitasyon ortamina

ilave edilen glukozun boga spermatozoa

kapasitasyonu iizerine olan etkileri
arastirtlmstir.
GEREC VE YONTEM

Arastirmada  kapasitor ajan olarak
heparin, akrozom reaksiyonunun indiiklenmesi
icin  ise  lizofosfatidilkolin  kullanildi.
Indiiklenen bu reaksiyonun belirlenmesi icin
spermatozoonlar Giemsa ile boyandi. Deneyler

39°C deki su banyosunda yapildi.

Medium

Aragtirmada medium olarak sp-TALP
kullanildi.

Sp-TALP mediumunun kompozis-

yonu (22).

NaCl 100,0 mM
KCl1 3,1 mM
NaHCO; 25,0 mM
NaH,PO, 0,3 mM
Laktat (Sodyum Tuzu)® 21,6 mM
CaCl, 2,0 mM
MgCl, 0,4 mM
HEPES" 10,0 mM
Piirtivat 1,0 mM
BSA € 6,0 Mg/ml
* % 60 sirop

N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid.
“Fraksiyon V.
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Spermanin Deneye Hazirlanmasi

0,25 ml lik payetlerdeki dondurulmus
boga spermasi, 39°C deki su banyosunda 20
saniye tutularak ¢oziildii. Coziilen spermaya 2
ml medium ilave edilerek 500 g’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonunda siipernatant
atildi. Dipte kalan sediment kismi ayni
kosullarda bir kez daha santrifiij edildi. Sperma
boylece sulandirici ve kryoprotektan madde-

lerden ayrildi.

Ortama ilave edilen glukozun kapasi-
tasyona olan etkisinin belirlenmesi icin iki
grup olusturuldu. Bu gruplar heparin-glukoz
(HG) ve heparin (H) olarak adlandirildilar.
Spermanin son santrifiijiinden sonra elde
edilen sediment kismi HG grubunda 5mM
glukoz iceren, H grubunda ise glukoz icer-
meyen mediumla ml’de yaklagik 10x10° hiicre
olacak sekilde diliie edildi. Bundan sonra kapa-

sitasyonun indiiklenmesi asamasina gecildi.

Kapasitasyonun indiiklenmesi

Bu amagcla her iki gruba da 100 pg/ml
heparin (Sodyum tuzu) ilave edilerek 60

dakika siire i¢in inkiibasyona birakildi.

Akrozom Reaksiyonun indiiklenmesi

Kapasite olmus spermatozoonlarda
reaksiyonu indiiklemek icin her iki gruba da
100 pg/ml lizofosfatidilkolin ilave edilerek 15
dakika inkiibasyona birakildi (19).

Akrozom Reaksiyonunun Belirlenmesi

Inkiibasyon sonunda lam iizerine froti
cekilerek hazirlanan preparatlar akrozomal

yapinin belirlenmesi i¢in giemsa’nin %10 luk
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soliisyonu ile 40 dakika siire ile boyandi. Siire
sonunda preperatlar distile su ile yikandi, oda

sicakliginda kurutuldu (2).

Degerlendirme

Akrozom reaksiyonu, Giemsa ile
yapilan boyama sonucunda reaksiyon gegir-
meyen spermatozoonlarin akrozomal bolgeleri

kirmizi-pembe renkte boya alirken, reaksiyona

preparattan 151k mikroskobu altinda 200 adet
spermatozoon sayildi ve reaksiyon geciren ve
gecirmeyen spermatozoon oranlart % olarak

belirlendi.

Sonuclarin  istatistiksel ~ degerlen-

dirilmesi Ki-Kare yontemi ile yapildi.

BULGULAR

ugrayanlarin boya almadan kalmasi esasina

gore degerlendirildi

(25). Buna gore her bir

Deneylerde elde edilen sonuglar

tablolar (Tablo 1-3) halinde sunulmustur.

Tablo 1. Glukoz igermeyen grupta (H) elde edilen kapasitasyon sonuglar1 (%).

Deney No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reaksiyon gegirmeyen 5436 | 55.69 | 55.00 | 49.10 | 55.04 | 60.45 | 57.34 | 59.12 | 56.37 | 61.50
spermatozoon

Reaksiyon gegiren 45.64 | 44.31 | 45.00 | 50.90 | 44.96 | 39.55 | 42.66 | 40.88 | 43.63 | 38.50
spermatozoon

Tablo 2. Glukoz igeren grupta (HG) elde edilen kapasitasyon sonuclar1 (%).

Deney No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Reaksiyon Gegirmeyen 76.92 | 80.89 | 77.27 | 75.00 | 75.27 | 80.36 | 81.09 | 83.42 | 84.43 | 77.21
spermatozoon

Reaksiyon Gegiren 23.08 | 19.11 | 22.73 | 25.00 | 24.73 | 19.64 | 18.91 | 16.58 | 15.57 | 22.79
spermatozoon

Tablo 3. Glukoz iceren

degerlendirmesi (%).

(HG) ve icermeyen (H) gruplarda kapasitasyon sonuglarinin genel

Grup Deney Reaksiyon Reaksiyon
(n) Gecirmeyen Geciren
Xasx X+sx
H 10 56.6+3.5 43.4+3.5
HG 10 79.243.3 20.8+3.3
X’=191.316""

*#%: p<0.001
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O Reaksiyon gecirmeyen

Reaksiyon gegiren

Heparin Heparin+Glukoz

Sekil 1. Spermatozoon kapasitasyonunun gruplara gore degerlendirilmesi.

TARTISMA ve SONUC

Heparin giiniimiizde in-vitro kapasi-
tasyon amaci ile en ¢ok kullanilan ajanlardan
birisidir. Genellikle yanliz bagina kullanilma-
sina  ragmen fertilizasyon  mediumunda
epinefrin, hipotaurin (23) ve kafein (14) gibi
diger bazi1 kapasitor ajanlarla da kombine
edilebilmektedir.

Bir glikoaminoglikan olan heparinin
in-vitro ortamda boga spermatozoonlarinda
kapasitasyona neden oldugu bir¢ok arastirici
tarafindan bildirilmesine ragmen bu calisma-
larin ¢ogunda kullanilan heparin dozlar1 ve
inkiibasyon siireleri farkliliklar gostermektedir.
Ornegin bu amagla heparini Parrish ve ark.
(22), Handrow ve ark. (10) 10 pg/ml
kullanirken, O’Flaherty ve ark. (16) 60 pg/ml,
Choi ve ark. (1) ile Fukui (7) 100 pg/ml
kullanmislardir. Aymi sekilde heparin ile

kapasitasyonun saglanmasi i¢in kullanilan

inkiibasyon siirelerinde de bazi farkliliklar

goriilmektedir. Ornegin spermay1 Parrish ve
ark. (18) 5 saat inkiibasyonda birakirken Hand-
row ve ark. (10) 4 saat, O’Flaherty ve ark. (16)
45 dakika, Choi ve ark. (1) ile Fukui (7) 15

dakika siire ile inkiibasyonda birakmuslardir.

Mediuma ilave edilen glukozun
heparin tarafindan indiiklenen kapasitasyonu
engelledigi bildirilmektedir (10,19,21). Parrish
ve ark (19) 10 pg/ml heparin ile 4 saatlik bir
inkiibasyon sonunda %75 oraninda akrozom
reaksiyonuna ugramis spermatozoon tesbit
ederlerken, mediuma 5 mM glukoz ilave
edildiginde motilitenin artmasina ragmen
reaksiyona ugramis spermatozoon oranlarinin
belirgin sekilde geriledigini bildirmektedirler.
Ayni arastirmada glukozun etkisinin ilk 4
saatte ve doza bagimli olarak meydana geldigi
bu siireden sonra glukozun etkisinin zayifladig
bildirilmektedir. Parrish ve ark. (18) 10 mg/ml
heparinle 9.5 saatlik bir inkiibasyonda glukoz

bulunan ve bulunmayan mediumlarda sirastyla
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%4516 ve %7014 oraninda reaksiyon gegiren
spermatozoon tesbit ettiklerini bildirmekte-

dirler.

Parrish ve ark. (19) 6 saatlik bir
inkiibasyon periyodundan sonra 10 pg/ml
heparinle %68+6 reaksiyona ugramis hiicre
belirlerken ortama ilave edilen 5 mM glukoz

bu oram %1113 e diisiirmiistiir (p<0.05).

Fukui (7) yaptig1 calismada spermayi
100 pg/ml heparin iceren mediumda 15 dakika
inkiibe ettikten sonra %13-18 oraninda
akrozom reaksiyonu elde etmistir. Calisma-
sinda heparinin yiiksek dozunu kullanmasina
ragmen diisiik oranlar elde etmesinin ise

glukozdan kaynaklanabilecegini bildirmistir.

Serin ve Tekin (24) kapasitasyon i¢in
100 pg/ml heparin kullandiklar1 aragtirma-
larinda 60 dakikalik inkiibasyon — siiresi
sonunda spermatozoonlari trypan blue ve
Giemsa ile ikili boyama yapmuslardir. Bu
boyama sonucunda hem akrozom reaksiyonu-
nu hem de hiicrelerin canli olup olmadiklarin
belirlemislerdir. Arastiricilar bu ¢alismalarinda
canli ve reaksiyon gecirmis hiicre oranini
%25.440.8, Olii ve reaksiyon gecirmis hiicre
oranint ise %35.2+0.3 olarak belirlemislerdir.
Elde ettikleri toplam reaksiyon gecirmis hiicre
oraninin bu ¢alismadaki HG grubuna gore daha
yilksek olmasi glukozun heparinle yapilan
kapasitasyon c¢alismalarinda inhibitor etki
yaptigint desteklemektedir.

Sunulan bu arastirmada ortama
ilave edilen 5 mM glukozun reaksiyona

ugramig spermatozoon sayisini belirgin

oranlarda (p<0.001) geriletmesi yukarida soz
edilen (4,7,10,18,19,21) caligmalardaki
bulgularla paralellik gostermektedir. Medium-
da glukoz bulunmadiginda heparinin daha
etkili oldugu, glukozun kapasitasyona etki
ederek boga spermatozoonlarinin fertilizasyon
yeteneklerini inhibe edebilecegi anlasilmistir.
Degisik arastirmalar arasinda farkli oranlarin
elde edilmesi inkiibasyon siireleri, heparin
konsantrasyonlart ve spermast kullanilan

bogalar  arasindaki  bireysel  farkliklara

baglanabilir.

Son yillarda 6nemli gelismelere sahne
olan in-vitro fertilizasyon olgusunun ¢ok
onemli bir asamasi olan in-vitro kapasitas-
yonun uygun teknik ve  yOntemlerle
yapilmasinin elde edilen basariy1 direkt olarak
etkileyecegi bilinmelidir. Qositi ancak kapa-
sitasyon gecirmis spermatozoonun fertilize
edebilecegi diisiiniiliirse kapasite edilebilmis
tek bir hiicrenin bile olduk¢a 6nemli oldugu
goriilecektir. Dolayis1 ile bu tiir calismalarda
en iyi sonuglari veren yontemlerin bulunmasi
ya da mevcutlarin etkinliginin arttirtlmasi i¢in
daha fazla caligmalar yapilmasi yararl

olacaktir.

KAYNAKLAR

1. Choi YH, Fukui Y, Ono H (1991).
Effects of media and the presense of
bovine oviduct epithelial cells during in-
vitro fertilization on fertilizability and
developmental capacity of bovine oocytes.
Theriogenology, 36 (5):863-873.

2. Didion BA, Dobrinsky JR, Graves CN
(1989). Staining procedure to detect
viability and true acrosome reaction in
spermatozoa of various species. Gamete
Research, 22: 51-57.



10.

11.

12.

Fléchon JE, Harrison RAP, Fléchon B,
Escaig J (1986). Membrane fusion events
in the Ca**/ ionophore-induced acrosome
reaction of ram spermatozoa. Journal of
Cell Science, 81: 43-63.

Fraser LR, Herod JE (1990) Expression
of capacitation-dependent changes in
chlortetracycline- fluoresence patterns in
mouse spermatozoa requires a suitable
glycolysable substrate. Journal of Repro-
duction and Fertility, 88: 611-621.

Fraser LR, McDermott CA (1992).
Ca**-related changes in the mouse sperm
capacitation state: a possible role for
Ca2+-ATPm.' Journal of Reproduction and
Fertility, 96: 363-377.

Fraser LR, Umar G, Sayed S (1993).
Na*-requiring ~ mechanisms — modulate
capacitation and acrosomal exocytosis in
mouse spermatozoa. Journal of
Reproduction and Fertility, 97: 539-549.

Fukui Y (1990). Effect of follicle cells on
the acrosome reaction, fertilization and
devolepmental competence of bovine
oocytes matured in-vitro. Molecular Rep-
roduction and Development, 26: 40-46.

Fukui Y, Sonoyama T, Mochizuki H,
Ono H (1990). Effects of heparin dosage
and sperm capacitation time on in-vitro
fertilization and cleavage of bovine

oocytes matured in-vitro. Theriogenology,
34 (3): 579-591.

Gordon 1. (1994). Laboratory Production
of Cattle Embryos, Cab International,
Wallingford, p. 143-168.

Handrow RR, First NL, Parrish JJ
(1989). Calcium requirement and incre-
ased assocation with bovine sperm during
capacitation by heparin. The Journal of
Experimental Zoology, 252: 174-182.

Homer GHL, Visconti PE, Koph GS
(1997). Regulation of protein tyrosine
phosphorylation during bovine sperm
capacitation by a cyclic adenosine 3, 5’-
monophosphate-dependent pathway.
Biology of Reproduction, 56: 707-719.

Ijaz A, Fortier MA, Sirard MA (1996).
Adenylate  cyclase activity increases
concomitantly — with  the onset of
capacitation in heparin-treated bovine
spermatozoa.  Reproduction  Nutrition
Development, 36: 221-232.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

i. SERIN, N. TEKIN, E. AKGAY, A. CEYLAN

Ijaz A, Hunter AG (1989). Evaluation of
calcium-free Tyrode’s sperm capacitation
medium for wuse in bovine in-vitro
fertilization. Journal of Dairy Science, 72:
3280-3285.

Niwa K, Ohgoda O (1988). Synergistic
effect of caffeine and heparin on in-vitro
fertilization of cattle oocytes matured in
culture. Theriogenology, 30 (4): 733-741.

Nolan JP, Graham JK, Hammerstedt
RH (1992). Artificial induction of exocy-
tosis in bull sperm. Archives of Bioche-
mistry and Biophysics, 292 (1): 311-322.
O’Flaherty C, Beconi M, Beorlegui N
(1997). Effect of natural antioxidants,
superoxide dismutase and hydrogen pero-
xide on capacitation of frozen-thawed bull
spermatozoa. Andrologia, 29: 269-275.

Palermo G, Steirteghem AV (1991).
Ehancement of acrosome reaction and
subzonal insemination of a single sperma-
tozoon in mouse eggs. Molecular Repro-
duction and Devevelopment, 30: 339-345.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, First NL
(1985). Effect of heparin and chondriotin
sulfate on the acrosome reaction and
fertility  of  bovine  sperm  in-vitro.
Theriogenology, 24 (5): 537-549.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, First NL
(1989a). Capacitation of bovine sperm by
heparin: Inhibitory effect of glucose and
role of intracellular pH. Biology of
Reproduction, 41: 683-699.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, Handrow
RR, Sims MM, First NL (1989).
Capacitation of bovine spermatozoa by
oviduct fluid. Biology of Reproduction, 40:
1020-1025.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, Uguz C,
First NL (1994) Differences in the role of
cyclic  adenosine  3'.5'-monophosphate
during capacitation of bovine sperm by
heparin or oviduct fluid. Biology of
Reproduction, 51 (6):1099-2008.

Parrish JJ, Susko-Parrish JL, Winer
MA, First NL (1988). Capacitation of
bovine sperm by heparin. Biology of
Reproduction, 38: 1171-1180.

Schellander K, Fuhrer F, Brackett BG,
Korb H, Schleger W (1990). In-vitro
fertilization and cleavage of bovine
oocytes matured in meium supplemented



BOGA SPERMATOZOONLARININ IN-VITRO KAPASITASYONU UZERINE GLUKOZUN ETKISI

24.

25.

26.

with estrous cow serum. Theriogenology,
33 (2): 477-485.

Serin i, Tekin N (2003) Dondurulmus
boga spermasimin  degisik  kapasitor
ajanlarla in-vitro kapasitasyonu. Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dergisi,
50 (1): Baskida.

Sidhu KS, Dhindsa JS, Guraya SS
(1992). A simple staining procedure for
detecting the true acrosome reaction in
buffalo (Bubalus bubalis) spermatozoa.
Biotechnic and Histochemistry, 67 (1): 35-
39.

Sidhu KS, Guraya SS (1989). Cellular
and molecular biology of capacitation and
acrosome  reaction in  mammalian
spermatozoa. International Review of
Cytology, 118: 231-280.

27.

28.

29.

30.

Tamuli MK, Watson PF (1994). Use of a
simple staining technique to distinguish
acrozomal changes in the live sperm sub-
population. Animal Reproduction Science,
35: 247-254.

Tekin N, Daskin A, Akcay E (2001)
Boga spermatozoonlarinda in-vitro
kapasitasyon ve fertilizasyon. Turkish
Journal of Veterinary Animal Science, 25:
349-358

Trounson A (1992) The production of
ruminant  embryos  in-vitro.  Animal
Reproduction Science, 28: 125-137.

Vazquez JM, Martinez E, Roca J, Coy
P, Pastor LM (1993). Acrosome reaction
of boar spermatozoa in homologous in-
vitro fertilization. Molecular Reproduction
and Development, 36: 84-88.



