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Memelilerin ¢ogunda basarili dollenme i¢in sperm tasinimi, iireme kanalinda kritik bir
stirectir. Ejakiilasyondan sonra spermatozoonlar, iireme kanalindaki karmagik fizyolojik bariyerleri
ve farkli ¢evresel kosullar1 asmak zorundadir. Ayrica, spermatozoonlarin sicaklik da dahil olmak
iizere bircok cevresel faktdre yanit vermesi gerekmektedir. Bu calisma, American Bully ve
Doberman irki képeklerden toplanan spermatozoonlarin termotaktik tepkisini incelemeyi ve farkl
sicakliklarda (34°C, 38°C ve 40°C) inkiibasyonun motilite, canlilik, membran biitiinliigii ve
konsantrasyon iizerindeki etkisini degerlendirmeyi amaclamaktadir. Semen 6rnekleri, olgun erkek
kopeklerden toplanmis ve 6zel olarak tasarlanmis bir termotaksis modeli i¢inde 60 dakika boyunca
inkiibe edilmistir. Cesitli sperm parametreleri, bilgisayar destekli sperm analiz sistemi (iSperm
CASA), Nigrosin-Eosin  boyama ve Hipo-Ozmotik Sisme Testi (HOST) kullanilarak
degerlendirilmistir. Sonuglar, 34°C ve 38°C sicakliklarinda sperm motilitesi ve konsantrasyonunda
artis oldugunu, ancak 40°C'ye maruz kalmanin motilite, progresif motilite ve konsantrasyonda
onemli bir diislise yol acgtigin1 géstermistir. 38°C’de gozlemlenen daha yiiksek egrisel hiz (VCL) ve
diiz cizgi hiz1 (VSL), bu sicakligin optimal motiliteyi destekledigini gostermektedir. Membran
biitiinliigii (HOST-pozitif sperm orani), 40°C’de 6nemli 6l¢iide bozulmus ve bu durum Nigrosin-
Eosin boyamasi ile dogrulanan canlilik azalmasi ile paralellik gostermistir. Orneklerde sperm
yonelimi, sicakliga bagli olarak degismis, en yiiksek sperm konsantrasyonu 34°C’de, ardindan
38°C’de gozlenirken, en diisiik konsantrasyon 40°C’de tespit edilmistir. Bu durum, yliksek
sicakliklarin artan oksidatif stres ve metabolik tilkenme nedeniyle kdpek spermatozoonlari igin
elverisli olmadigin diisindiirmektedir.

Ayrica, yapilan kriyoprezervasyon analizleri, dondurma-¢6zme isleminin sperm motilitesi
ve kinetik ozellikler iizerinde anlamli bozulmalara yol actigin1 ve bu nedenle sperm kalitesini
onemli dl¢lide azalttigini ortaya koymustur.

Sonug olarak, bu calisma kopek spermatozoonlarinin sicakliga bagh olarak hayatta kalma
modelleri sergiledigini ve optimal sicaklik araligmin 34°C ile 38°C arasinda oldugunu
gostermektedir. Spermatozoonlarin termotaksisi, dogal sperm segiliminde ©6nemli bir rol
oynayabilir ve dollenme basarisini etkileyebilir. Gelecekteki ¢aligmalar, termotaksisin molekiiler
ekanizmalarin1 arastirarak, bu olgunun fertiliteyi artirmaya yonelik sperm se¢iminde nasil
kullanilabilecegini belirlemeye odaklanmalidir

Anahtar Kelimeler: Termotaksi, kopek sperm, dondurma, sperm kinetik.
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ABSTRACT

Sperm transfer through the reproductive tract is crucial for successful fertilization in most
of mammals. After ejaculation, spermatozoa need to go through a complex physiological barrier
and environments in the reproductive tract. Also, sperm must respond to many environmental
conditions, including temperature. The present study aims to investigate the thermotactic response
of sperms collected from American Bully dogs and its impact on motility, viability, membrane
integrity, and concentration at different temperatures. Evaluated semen samples, collected from
mature dogs incubated at 34°C, 38°C, and 40°C for 60 minutes in a custom-designed thermotaxis
model. Some sperm parameters were assessed using computer-assisted sperm analysis (iSperm
CASA), Nigrosin-Eosin staining, and the Hypo-Osmotic Swelling Test (HOST).

Results showed that sperm motility and concentration were increased at 34°C and 38°C,
while exposure to 40°C resulted in a significant decline in motility, progressive motility, and
concentration. Slightly higher curvilinear velocity (VCL) and straight-line velocity (VSL) at 38°C
suggests optimal motility at this temperature. Membrane integrity (HOST-positive sperm) was
significantly compromised at 40°C, with a corresponding decrease in viability, as confirmed by
Nigrosin-Eosin staining. Sperm direction towards to different temperature for the sample was also
affected, with the highest sperm concentration observed at 34°C, followed by 38°C, and the lowest
at 40°C, indicating that higher temperatures (likely due to increased oxidative stress and metabolic
exhaustion) are not favourable for canine sperm.

As conclusion, the results showed that canine spermatozoa exhibit temperature-dependent
survival patterns, with an optimal range between 34°C and 38°C. The thermotaxis for spermatozoa
may play a role in natural sperm selection, influencing fertilization efficiency. Future studies
should be set up to investigate the molecular mechanisms underlying thermotaxis and its potential
use in sperm selection for improved fertility outcomes.

Keywords: Thermotaxis, dog sperm, cryopreservation, sperm kinetic
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1. GIRIS

Ureme biyolojisi, 6zellikle memeli tiirlerinde karmasik fizyolojik siireclerden olusan bir
biitiindiir ve basarili bir déllenmenin gergeklesebilmesi igin spermatozoalarin disi iireme kanalinda
uzun ve zorlu bir yolculugu basariyla tamamlamalar1 gerekmektedir. Bu yolculuk sirasinda
spermatozoalar, ¢esitli fiziksel ve kimyasal bariyerleri asarak oosit ile birlesme noktasina ulagmaya
caligirlar. Bu siirecte yon bulma ve se¢ilim mekanizmalari, spermatozoalarin hedefe ulagmasinda
kritik rol oynar. Bu yonlendirme sistemlerinin isleyisini anlamak, yalnizca temel {ireme biyolojisi
acisindan degil, ayn1 zamanda yardimec iireme teknolojilerinin (ART) gelistirilmesi agisindan da
son derece onemlidir (Suarez ve Pacey, 2006).

Yapilan ¢aligmalar, spermatozoalarin yalnizca pasif bir sekilde hareket etmedigini, ayni
zamanda cevresel sinyallere karsi aktif olarak yon degistirme kabiliyetine sahip oldugunu ortaya
koymustur. Disi iireme kanalinda karsilasilan pH degisimleri, sivi akisi, viskozite farklar1 ve
kimyasal sinyaller gibi cesitli gevresel faktorler, bu hiicrelerin yonelim davramiglar tizerinde
belirleyici etkilere sahiptir. Bu faktdrler arasinda en dikkat cekici olanlardan biri, sicaklik
gradyanina karsi gosterilen yonelme davranisi, yani termotaksidir (Bahat ve Eisenbach, 2006;
Pérez-Cerezales, Boryshpolets ve Eisenbach, 2015).

Termotaksi, spermatozoalarin disi lireme sistemi icerisindeki sicaklik farklarina duyarl bir
sekilde yon degistirerek oositin bulundugu bolgeye dogru ilerlemesi olarak tanimlanir. Bu davranis,
yalnizca yon bulma acgisindan degil, ayn1 zamanda kaliteli ve fertil potansiyele sahip
spermatozoalarin dogal olarak secilmesine hizmet etmesi bakimindan da oOnemlidir (Pérez-
Cerezales ve ark., 2018). Dolayistyla termotaksi, fizyolojik bir yonelme mekanizmasinin 6tesinde,
dogal bir “sperm se¢imi” yontemi olarak degerlendirilmektedir.

Suni tohumlama, in vitro fertilizasyon (IVF) ve intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
gibi ART tekniklerinde, fertil potansiyeli yiiksek spermatozoalarin secilmesi dollenme basari
oranlarimi dogrudan etkilemektedir. Literatiirde, termotaksiye duyarli spermatozoalarin daha
yiksek motiliteye sahip olduklari, zar biitiinliiklerini koruduklari, mitokondriyal fonksiyonlarinin
daha giiclii oldugu ve DNA biitiinliiklerinin daha az zarar gordiigii gosterilmistir (Plessis ve ark.,
2015; Turner, 2005). Bu bulgular, termotaksinin yalnizca dogal ddllenme siirecinde degil, ayni
zamanda laboratuvar kosullarindaki uygulamalarda da degerlendirilebilecek biyolojik bir
mekanizma oldugunu gdstermektedir.

Bu caligmada ele alinan konu, 6zellikle evcil kdpeklerde (Canis lupus familiaris) ve 6zel
olarak da Amerikan Bully irki gibi genetik olarak farklilagmis kopeklerde termotaksinin isleyisi
izerinedir. Evcil kopekler, genetik ve fizyolojik yonlerden 6nemli model organizmalardan biri
olarak bilimsel ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilsa da sperm y6nelimi ve 6zellikle sicakliga bagh

yonelme davranislari konusunda mevcut literatiir siirhdir. Kopeklerde yardimci {ireme



teknolojilerinin basart oranlarinin artirilabilmesi i¢in bu mekanizmalarin daha ayrintili sekilde
anlasilmas1 gerekmektedir (Van de Hoek, Rickard ve de Graaf, 2022).

Bu baglamda bu tezin amaci, Amerikan Bully 1rkina ait kopeklerden elde edilen
spermatozoalarin farkli sicaklik gradyanlarina karsi verdikleri davranigsal ve fizyolojik yanitlar
detayli olarak incelemek ve bu yanitlarin motilite, canlilik, zar biitiinliigii ve konsantrasyon
iizerindeki etkilerini ortaya koymaktir. Boylece hem temel biyolojik bilgiye katk: saglanacak hem

de gelecekte gelistirilecek ART uygulamalarinda bu verilerin kullanimi1 miimkiin olabilecektir.



2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Disi Kopek Ureme Sistemi

Disi kopeklerde (Canis lupus familiaris) lireme sistemi, birbiriyle iglevsel ve anatomik
olarak baglantili olan ovaryumlar, yumurtalik kanali (ovidukt), uterus, serviks ve vajinadan olusur.
Bu organlar tireme dongisiiniin farkli fazlasinda (pro-ostrus, Ostrus, didstrus ve andstrus) hem
yapisal (histolojik) hem de islevsel (sekresyon, siv1 aksis1) degisiklikler gostermektedir. Ornegin
Ostrus evresinde Ostrojen artig1 ovidukt ve mukozasinda énem ve artmig sekresyon degisimlerine
neden olur.

Ovulasyon doneminde olgun ulasmakta olan yumurta hiicreleri ovaryumda bulunan
folikiillerden ovule olurlar. Bu salinimin ardindan yumurta hiicreleri infundibulum bdlgesinden
gecerek ampul kismina gelirler. Ampulla bolgesinde memelilerde fertilizasyon gergeklestigi birinci
bolgedir (Hunter, 2005). Kopeklere 6zgiin &zelliklerden biri sudur, ovulasyonla birlikte tam
olgunlasmamis yumurta hiicreleri heniiz germinal vezikiil evresinde salmir ve yumurtalarin
dollenebilir olgunluga ulasmasi i¢in ovulasyon sonrasi 48-72 saat bir olgunlagma siiresi
gerekmektedir (Nagashima and Songsasen, 2021). Dolayisiyla spermin bu siire zarfinda yumurtalik
kanalinda bulunan mikro ¢evrede canli ve fonksiyonel durumda bulunmas: fertilizasyon olusmasi

icin gereklidir.

Sekil 2.1. Disi Képek (Canis lupus familiaris) Ureme Sisteminin Anatomik Yapisi

2.2. Erkek Kopek Ureme Sistemi
Erkek kopeklerde iireme sistemi, skrotum igerisinde yer alan ve sperm ile testosteron
iireten cift testisten olusur. Sperm hiicreleri epididimiste olgunlasir ve depolanir. Epididimis,

spermi ejakiilasyon sirasinda tagiyan ductus deferens ile testisi birbirine baglar. Kopeklerde



bulunan tek yardimci seks bezi prostat bezidir ve ejakiilatin s1vi kisminin biiyiik boliimiinii iiretir.
Ciftlesme sirasinda, sperm ve prostat salgilar tiretra araciligiyla disar1 atilir. Erkek tireme sistemine
ait hastaliklar; prostat iltihabi, testis tiimorleri veya infertilite gibi durumlar fiziksel muayene,
ultrasonografi ve semen analizi gibi yontemlerle degerlendirilebilir. Bu degerlendirmeler, erkek

kopeklerin tireme sagliginin belirlenmesinde énemlidir.

Bladder

Prostate /

Testicle

Bulbus
glandis

Urethra
Sekil 2.2. Erkek K&pek (Canis lupus familiaris) Ureme Sisteminin Anatomik Yapisi

2.3. Sperm Yonelim Mekanizmalari: Kemotaksi, Reotaksi ve Termotaksi

Déllenme siirecinin basarili bir sekilde gergeklesebilmesi igin yalnizca spermatozoanin
canli ve hareketli olmasi yeterli degildir. Ayn1 zamanda disi ireme sistemi igerisinde dogru yonii
tayin edebilmesi, ¢evresel sinyalleri algilayarak uygun yone ydnelmesi ve yumurtaya ulasmasi
gerekmektedir. Ali ve ark. (2021), kopek spermatozoalarinda bulunan koku ve tat reseptorlerinin
kemotaksis siirecine dogrudan katildigini ve bu reseptorlerin spermlerin yonlendirilmesinde ¢oklu
duyusal bir rehberlik mekanizmasina isaret ettigini bildirmistir. Bu bulgu, termotaksi ile
kemotaksinin birlikte etkisinin spermatozoanin oosite dogru yoneliminde 6nemli bir role sahip
olabilecegini gostermektedir. Bu siirecte spermatozoanmn hedefe yonelme kabiliyeti, ilireme
basarisini dogrudan etkileyen temel faktorlerden biridir. Literatiir bu yonelme davraniglarini
genellikle 3 baslik altinda siniflandirilmaktadir:
a) Kemotaksi

Kemotaksi, spermatozoalarin kimyasal sinyaller araciligiyla yon tayin etmesi siirecidir. Bu
mekanizmada disi lireme kanalinin da bulunan oosit ya da onu ¢evreleyen kiimiiliis hiicreleri,
ortamda c¢esitli molekiiller (6rnegin progesteron, peptitler, lipit tiirevleri) salgilarlar. Sperm
hiicreleri bu molekiilleri algilayarak konsantrasyon gradyani dogrultusunda oositin bulundugu
bolgeye dogru yénelirler. Insan spermleri iizerine yapilan calismalarda 6zellikle progesteronun

giiclii bir kemotaksi faktér oldugu ve sperm hiicrelerinin bu molekiilii karsi yonelim gdsterdigi
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ortaya konmustur (Teves ve ark., 2006). Ayrica bazi tiirlerde Ostrojen tiirevleri ve PGF2 gibi
prostaglandinlerin de kemotaksisi etkileyebilecegi belirtilmistir. Kemotaksinin gergeklesebilmesi
icin spermatozoanin kapasitasyon siirecini tamamlamis olmasi gerektigi ve bu siirecin ardindan
cevresel sinyallere duyarli hale geldigi belirlenmistir. Kemotaksi yalnizca yon tayini degil, aym
zamanda kalite ve dollenme potansiyeli yiiksek spermlerin secimi agisindan da 6nemli bir
mekanizma olarak kabul edilir. Bu nedenle hem dogal ciftlesme hem de yardimci iireme
tekniklerinde bu mekanizmanin anlagilmasi 6nemlidir.

b) Reotaksi

Reotaksi, spermatozoalarin sivi ortamda Ozellikle akis yOniinii tersine dogru ylizme
davranisidir. Disi iireme sistemi Ozellikle uterus ve fallopian tiiplerinde belirli bir sivi akisi
bulunmaktadir. Bu akis bazen hormonal etkilerle hizlanabilmekte veya yon degistirebilmektedir.
Reotaksi davranis gosteren spermatozoa bu akima karsi ylizerek daha hizli ve etkin bir sekilde
fertilizasyon bolgesine ulasabilmektedir. Reotaksinin temelinde spermin yiizeyinde bulunan
“mekanosensdr yapilar” ile akim yoniini algilayabilme o6zellikleri yatmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda spermatozoalarm akima karsi ylizme egiliminin yalnizca rastlandigi degil, aym
zamanda yonlendirilmis bir davranis bi¢imi oldugu gosterilmistir (Hwang ve ark, 2019; Kang ve
ark., 2019).

Bu yonelim bigimi hem sperm hareketliligini artirmakta hem de akisa karsi koyabilen,
dolayisiyla daha saglikli ve giiglii spermlerin se¢imini miimkiin kilmaktadir. Bu da reotaksinin
taksinin dogal bir filtrasyon mekanizmasi olarak islev gérmesini saglamaktadir.
¢) Termotaksi

Termotaksi, spermatozoalarin digi lireme sisteminde olusan sicaklik farkliliklarina duyarli
olarak yon tayin etmesi 0Ozelligi olarak ifade edilmektedir. Genellikle ovulasyon doneminde
yumurtanin bulundugu ampulla bolgesi, uterus ya da isthmus’a kiyasla daha yiiksek bir sicakliga
sahiptir. Bu sicaklik (1-2 C) farki spermatozoalar i¢in dogal bir ydnlendirme sinyali
olusturmaktadir.  Termotaksi davramisi  Ozellikle kapasitasyon  silirecini  tamamlamis,
spermatozoalarda goriiliir ve bu silirecte spermatazoalarin istya duyarli iyon kanallar (TRPV1)
aktive edilir ve bu sayede sperm daha sicak olan bolgelere yonelerek fertilizasyon sanslariin
artmast mimkiin olur (Boryshpolets ve ark., 2015). Termotaksinin bir diger 6nemli yonii ise tipki
kemotaksi ve reotakside oldugu gibi fizyolojik olarak daha kaliteli spermlerin secilmesini
saglamasidir. Sicaklik farkliligini algilayabilen spermlerin motilite, mitokondrial aktivite ve zar
biitiinliigli bakimindan daha avantajli oldugu bildirilmistir. Ayrica termotaksi mekanizmasinin in
vitro fertilizasyon ve sperm sec¢imi tekniklerinde kullanilabilecegi ve bu sayede yiiksek kaliteli
spermatozoa alanin ayrilabilecegi bildirilmistir (Pérez-Cerezales ve ark., 2018).

Bu yo6nelme bigimleri, birbirinden bagimsiz ¢aligabilen sistemler olmakla birlikte,

fizyolojik olarak ¢ogu zaman es zamanl ve biitlinciil bir sekilde islev goriirler.



2.4. Termotaksinin Molekiiler ve Hiicresel Temelleri

Sperm hiicresinin sicaklik farkini algilayabilme kapasitesi termotaksinin isleyisinde
merkezi bir rol oynar. Bu algilama kabiliyeti bir dizi molekiiler ve hiicresel mekanizmanin birlikte
caligmasiyla miimkiindiir. Bu mekanizmalar;

a) TRPV1 (Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid) Kanallari.

Bu iyon kanallar1 hiicre zarinda yer alir ve sicaklik degisimlerine duyarhdir. Ozellikle
TRPV1 kanal1 1siya duyarl bir reseptor olarak tanimlanmustir. Insan spermatozoalarinda yapilan
calismalarda TRPV1 mRNA ve proteininin yiiksek diizeyde ifade edildigi gosterilmis ve sicaklik
gradyanina yonelme sirasinda TRPVI1 diizeyinin artmis oldugu saptanmistir (De Toni ve
ark.,2016). Ayrica bazi memeli modellerinde TRPV 4 gibi diger TRPV kanallarinin da
termotakside rol oynadig1 one siiriilmektedir (Hamano ve ark.,2016). Bu kanallarin etkinligi su
aciklanmaktadir, sicaklik artisi, TRPV kanal aktivasyonunu tetikler ve hiicre zarinda kalsiyum
iyonlarmin girigi hizlandirir. Kalsiyum sinyali spermatozoalarin hareketleri ve yonetimi {izerine
etki gostermektedir.

b) Mitekondrial Aktivite ve ATP iiretimi.

Spermatozoa anin motilitesi biiyiik 6l¢iide mitokondride iiretilen ATP ye baglidir. Sicaklik
arttikca mitokondrial metabolizma hizlanmir ve kisa siireli olarak sperm hareketliliginde artis
gozlenir. Ancak yiiksek sicakliklarin uzun siireli etkisi altinda mitokondrial stres, oksidatif, hasar
ve ATP rezervlerinin tiikkenmesi gibi olumsuz siirecler devreye girer (Plessis ve ark., 2015). Ayrica
bazi caligmalar termal stresin sperm hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artisina yol
actigint ve bu durumun mitokondriyal fonksiyonu olumsuz etkiledigini gdstermistir (Catalan ve
ark., 2020). Bu baglamda termotaksinin termal sinyali algilama siireci sadece yon bulma degil, ayni
zamanda enerji yonetimi ve hiicresel dayanma kapasitesinin bir gostergesi olarak da diisiiniilebilir.
¢) Hiicre i¢i Sinyal iletimi

Sicaklik algis1 sonucunda baglayan iyon akimlari ve metabolik degisimler sperm
hiicresinde bir dizi sinyal yolunu harekete gecirmektedir. Ornegin kalsiyum artis1 proten kinaz A
(PKA) ve diger fosforilasyon yollarindaki aktive edebilir, flagella hareketlerini modiiler eder.
Spermatozoa daha sicak bolgeye yonelirken yaygin olarak “hipermotilit” hareket destegini gosterir.
Ayrica sicaklik algisima bagli olarak aktive olan. G-proteinine bagh reseptdrler (GPCR) ve
fosfolipaz C (PLC) yolaklarini incelendiginde spermlerin yalnizca otomatik hareket etmesi degil,
uyarilmis bir bicimde yon degistirip hedefe yonelmekte oldugu bildirilmistir (Pérez-Cerezales ve
ark., 2015).

Bu kimyasal siireglerin bir arada ¢aligmasi, termotaksiyi pasif bir fiziksel yonelim olay1
olmaktan c¢ikarip, spermler arasinda kaliteli ve hedefe ulagsma potansiyeli yiiksek olanlarin

secilmesini saglayan aktif bir biyolojik secim mekanizmasina doniistiirmektedir.



2.5. Termotaksinin Diger Memeli Tiirlerindeki Rolii

Memelilerde 6zellikle fare insan, koyun ve domuz gibi yaygin c¢alisilan modellerde sperm
yonelim mekanizmasinin varlig1 ve fizyolojik dnemi iizerine sayisiz arastirma bulunmaktadir. Bu
baglamda termotaksi yani spermin sicaklik gradyani algilayarak daha sicak bolgelere. Yonelmesi
hem yon bulma agisindan hem de sperm kantin sesini elenmesi agisindan kritik rol oynar. Ornegin
Bahat ve Eisenbach (2006) tarafindan fare modellerinde yapilan bir ¢alismada ovulasyon sonrasi
oviduktun ampulla bdlgesinin istmus bdlgesine gore yaklasik 2 derece daha sicak oldugu
gosterilmistir. Bu sicaklik farkinin spermler i¢in ydnlendirici bir sinyal olabilecegi ve spermlerin
sicak taraftaki ampulla yoniinde toplanma gosterdigi rapor edilmistir. insan spermleri iizerine
yapilan in vitro ¢alismalarda laboratuvar ortaminda olusturulan sicaklik gradyanina karsi yonelme
davranis1 gozlenmistir. Ozellikle Cerezales ve ark. (2018) yaptiklari ¢alismada fare ve insan
spermlerinde. Termotaksi yonelimle secilmis spermlerin DNA diizeyinin daha yiiksek, kromatin
sitkismasinin daha az oldugu ve. Intra sitoplazmik sperm injeksiyon uygulamasinda (ICSI) daha
basarili embriyolar elde edildigi gdosterilmistir. Ayrica sigir (bovine) ve koyun (ovine) modellerinde
yapilan in vitro ¢alismalarda benzer bulgular elde edilmistir. Termotaksi olarak yonelmis spermler
kontrol grubundaki spermlere gore daha yiiksek motilite daha saglam zar biitiinliigii, daha diigiik
DNA hasar1 sergilemislerdir. Bu sonuglar termotaksinin yalnizca spermin dogru bolgeye
ulagsmasini saglayan bir yon bulma mekanizmasi olarak degil, ayni zamanda daha kaliteli
spermlerin dogal olarak secildigi bir mekanizma olarak islev gordiigiinii ortaya koymaktadir.
Bu veriler 15181nda;

e Spermatozoalar i¢in sicaklik gradyaninin algilanmasi, fertilizasyon siirecinin
yalnizca rastgele bir yaristan ibaret olmadigini, aktif yon bulma segenekleri
icerdigini gdstermektedir.

e Termotaksinin varligi, spermlerin fizyolojik olarak daha wuygun kosullara
yonlendirilmesini saglayarak dollenme basarisina katki saglayarak kaliteyi
arttirmaktadir.

e Termotaksi, ART cercevesinde Ozellikle sperm se¢imi agisindan biiyiik potansiyel
tagimaktadir. Laboratuvar ortaminda sicaklik gradyanina duyarli spermleri ayirmak
daha yiiksek kaliteli sperm kullanim ve dolayisiyla daha yiiksek dollenme
basaristyla sonuglanmaktadir.

Dolayisiyla termotaksi iizerinde yapilan ¢aligmalar sperm yonelimi ve kalitesi arasindaki
baglantiy1 netlestirerek hem temel iireme biyolojisi hem de pratik uygulamalar1 6nemli katkilar

sunacaktir.



2.6. Kopeklerde (Canis lupus familiaris) Sperm Ozellikleri

Kopek spermi yapisal olarak Bas, boyun ve kuyruk olmak iizere 3 temel boliimden olusur
(Resim x). Bas kismi ¢ekirdek ve akrozomdan olusur. Cekirdek babaya ait genetik materyali
tagirken, akrozom déllenme sirasinda yumurtay1 gegmeyi saglayan enzimleri icermektedir. Bag ile
kuyruk arasinda yer alan boyun bolgesi mitokondrial kilifin baglangi¢ noktasidir ve spermin
hareket kabiliyetini saglar. Kuyruk bolgesi ise spermin hareketini ve hareketin yoniinii belirleyen
mikrotiibiil yapidadir.

Disi kopeklerde spermatozoa, fizyolojisi memeli sinifina ortak pek ¢ok 6zelligi olsa da bazi
Ozglin yapisal ve islevsel farkliliklar igerir. Erkek kdpekten alinan ejakiilasyon un 3 ayri fonksiyona
ayrildig: bilinmektedir. Pre-spermik sivi (sperm agisindan fakir, genellikle prostat ve tiretra salgilar
icerir), sperm agisindan zengin ana fraksiyon ve prostatik fraksiyon (¢ogunlukla sivi ve yardimci
salgilar igerir). S6z konusu ti¢ fraksiyonun varligi kopeklerde ejakiilasyonun 6zgiin 6zelliklerinden
biridir ve ejakiilat hacmi, sperm yogunlugu ve igerikleri bakimindan farkliliklar gosterir. Ana
fraksiyon sperm agisindan en yogun olan kismi olusturur ve bu yiizden sperm konsantrasyonunun
en yiiksek diizeyi burada goriiliir.

Buna ek olarak kdpek spermlerin mobilitesi ve canliligi gevresel faktorlere karsi oldukga
hassastir ve sicaklik ozellikle 6nemli bir etkendir. 34- 38 C derece sicaklik araligi genellikle
motilite i¢in optimal bir aralik olarak goriiliirken, 40C derece ve tlizerindeki sicakliklarin sperm zar
biitiinliigiinii zarar verdigi ATP tiiketiminin artirdig1 ve oksidatif stres diizeyini yiikselttigi ¢esitli

caligmalarda gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Kdpek Spermatozoonunun Morfolojik Ozellikleri



2.7. Kopek Spermlerinde Termotaksi

Kopeklerde termotaksi iizerine yapilan galigmalar son derece sinirlidir. Mevcut ¢aligmalar
cogunlukla diger tiirlerdeki bulgularin kopeklere genellenmesi seklindedir. Kopek spermlerinde
sicaklik farklarini degerlendiren model sistemlerin eksikligi, konuya dair net ve tekrar edilebilir
bulgularin elde edilmesini zorlastirmaktadir. Ayrica kopeklerde TRPV kanallarinin ekspresyonuna
dair molekiiler diizeyde yeterli veri bulunmamaktadir. Dolayisiyla termotaksinin fizyolojik
temelleri kopeklerde biiyiik dlgiide teorik diizeyde kalmaktadir. Bu durum, yeni arastirmalara olan

gereksinimi artirmaktadir.

2.8. Termotaksinin Ureme Teknolojilerindeki Potansiyeli

Termotaksi, yalnizca dogal dollenme siireclerinde degil, ayn1 zamanda modern yardimci
iireme teknolojilerinde (ART) de kullanilabilecek bir biyolojik mekanizmadir. IVF ve ICSI gibi
tekniklerde sperm kalitesi, basar1 oranin1 dogrudan etkileyen bir faktordiir. Termotaksiyi temel alan
sperm se¢im yontemleri, geleneksel ylizdiirme veya santrifilj yontemlerine gore daha fizyolojik ve
secici bir alternatif sunar. Mikroakigkan sistemlerle yapilan deneyler, termotaksiye duyarl
spermlerin daha diisik DNA hasar1 ve yiiksek mitokondri fonksiyonuna sahip oldugunu
gostermektedir (Pérez-Cerezales ve ark., 2018).

Bu teknolojilerin kdpeklerde uygulanabilirligini arastirmak, kopek yetistiriciligi ve genetik

koruma programlari agisindan énemli katkilar sunabilir.






3. MATERYAL VE METOT

3.1. Sperma Toplama Islemleri

Bu ¢alismada kullanilan sperma 6rnekleri, ireme agisindan olgunluk seviyesine ulagmis
Amerikan Bully ki erkek kopeklerden elde edilmistir. Hayvanlar, 6zel bir iiretim ¢iftliginde
barindirilmis olup, arastirma protokolii hayvan refahi esaslarina uygun sekilde diizenlenmistir.

Sperma toplama islemi, kdpeklere minimum stres uygulayacak sekilde manuel stimiilasyon
(elle uyarim) yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu yontem hem invaziv olmamasi hem de hayvanin
fizyolojik yanitini bozma riskinin diisiik olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Ejakiilasyon sonrasi
toplanan oOrnekler, onceden 38°C’de 1sitilmus, steril 50 mL’lik konik tiiplere alinarak hizla
laboratuvara tasginmustir. Tagima iglemi sirasinda 6rneklerin canliligini koruyabilmesi amaciyla 1s1
yalitimi saglanan termal termoslar kullanilmistir.

Laboratuvara ulasilan ilk asamada, 6rneklerin makroskobik degerlendirmesi yapilmistir. Bu
degerlendirme kapsaminda; semen hacmi, rengi, kokusu, pH seviyesi ve viskozite ozellikleri
incelenmistir. Bu 6n analiz, Orneklerin ileri analizlere uygun olup olmadigmin belirlenmesi
acisindan 6nemlidir. Ayrica kontaminasyon veya hematospermi gibi durumlarin da dislanmasim

saglar.

3.2. Bilgisayarh Sperm Analizi (CASA) ile Motilite ve Konsantrasyon Olciimii

Bu ¢aligmada, her bir taze semen 0rnegi, taginabilir bilgisayar destekli sperm analiz sistemi
(Computer Assisted Sperm Analysis, CASA) olan iSperm (Aidmics Biotechnology) cihazi
kullanilarak detayli bir sekilde degerlendirilmistir (Sekil 3.1). iSperm cihazi, sperm kalite
parametrelerini objektif, hizli ve yiiksek dogrulukla analiz etmek amaciyla tasarlanmis olup,
yiiksek coziiniirliiklii akilli cihaz kamerasi ve 6zel olarak gelistirilmis yazilim ara yiizi ile
donatilmistir. Cihazin sahip oldugu yazilim, sperm hiicrelerinin hareketliligini ve ¢esitli kinetik
parametrelerini tiir spesifik algoritmalar lizerinden degerlendirebilme kapasitesine sahiptir.

Analiz 6ncesinde, her semen 6rnegi 1:200 oraninda CaniPlus Al (Minitube) sulandiricisi
kullanilarak seyreltilmis ve sperm hiicrelerinin fizyolojik kosullara en yakin ortamda
degerlendirilmesini saglamak amaciyla 38°C sicaklikta tutulmustur. Seyreltme islemi, sperm
konsantrasyonunu cihazin Ol¢im smirlart igerisine ¢ekmek ve hareket analizlerinin saglikli
yapilabilmesini temin etmek amaciyla gerceklestirilmistir. Yaklasik 7-10 pL hacmindeki
seyreltilmis semen 6rnegi, tek kullanimlik bir “chip” lizerine dikkatli bir sekilde pipetlenmis ve
numunenin diizgiin bir sekilde yayilmasini saglamak icin 6zel kapagi ile kapatilmistir. Bu
mikroakigkan ¢ip, sperm hiicrelerinin sabit bir yiizey lizerinde diizenli bir dagilim gdstermesine ve
dogru goriintiileme yapilmasina olanak tanir.

Hazirlanan ¢ip, iSperm analizoriine yerlestirildikten sonra analiz islemi baglatilmigtir.
Kullanilan yazilim, 6rnekleri ram (kog) spermi i¢in optimize edilmis iSperm Canine 6 modunda

11



degerlendirmistir. Bu tiir spesifik mod, analiz sirasinda hareketlilik (motilite), progresif motilite,
egrisel hiz (VCL), ortalama yol hiz1 (VAP), dogrusal hiz (VSL), lineerlik oran1 (LIN), dogrusal
ilerleme orani (STR), bas salinim genligi (ALH) ve kuyruk vuru frekansi (BCF) gibi bir dizi kinetik
parametreyi detayl bicimde 6l¢miistiir.

Analiz sonuglari, cihaz ekraninda grafiksel olarak goriintiilenmis ve ayni zamanda dijital
olarak kaydedilmistir. Bu veriler daha sonra istatistiksel analizlerde kullanilmak {izere disa
aktarilmistir.

Bu yo6ntem, analiz siiresini kisaltmasinin yani sira, insan hatasini minimize etmesi ve

yliksek tekrarlanabilirlik sunmasi1 bakimindan ¢alismanin giivenilirligini artirmistir.

Sekil 3.1. Bilgisayarli Sperm Analiz Sistemi (Computer-Assisted Sperm Analysis- CASA)

3.3. Sperm Canlilik ve Zar Biitiinliigii Degerlendirmesi

Spermatozoalarin canlilik orani, Nigrosin-Eozin ¢ift boyama yontemi kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 3.2). Bu yontem, sperm zarinin gecirgenligine dayali olarak o6lii ve canli
hiicrelerin ayirt edilmesini saglar. Her gruptan alinan 10 pL semen 6rnegi, 10 uL Eozin ve 20 pL
Nigrosin boyastyla karistirilmis ve lam {izerine ince yayma seklinde uygulanmistir. Preparatlar oda

sicakliginda havada kurutulmus ve 400x biiylitmede Leica DMR faz-kontrast mikroskobu altinda
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degerlendirilmistir. Her 6rnekten en az 100 spermatozoa sayilarak, boyanmis (pembe/kirmizi)

hiicreler 6lii, boyanmamis (beyaz) hiicreler ise canli olarak kaydedilmistir.

Sekil 3.2. Nigrosin-Eozin Boyama Teknigi ile Sperm Canlilik Degerlendirmesi

Sperm zar biitlinliigii degerlendirmesi i¢in Hipoozmotik Sigsme Testi (HOST) uygulanmigtir
(Sekil 3.3). Bu test, spermatozoanin kuyruk kismindaki membran yapisinin saglamhigini
degerlendirir. Hipoozmotik ortamda su gegisi zar araciligiyla olur ve zar saglam ise sisme ve
kivrilma gozlenir.
Test prosediirii soyledir:
e 100 pL semen, 900 pL hipoozmotik fruktoz ¢ozeltisi (100 mOsmol/kg) ile
karigtirilmustir.
e Karisim 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.
e Ardindan 10 pL’lik 6rnek lam iizerine alinarak faz-kontrast mikroskop altinda
degerlendirilmistir.
e Kuyruk kisminda sisme ve kivrilma gozlemlenen spermatozoalar HOST-pozitif
olarak degerlendirilmis ve % oranlar1 kaydedilmistir.
Bu iki test, spermlerin fizyolojik durumunu hem yapisal hem de fonksiyonel diizeyde

degerlendirmeye imkan tanimaktadir.
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Sekil 3.3. Hipoozmotik Sisme Testi (HOéT) ile Sperm Zar Biitiinliigii Analizi

3.4. Deneysel Diizenegin Kurulumu ve Termotaksi Modeli

Calismada spermatozoalarin sicaklik gradyanlarina kars1 gosterdikleri davranigsal tepkileri
degerlendirmek amaciyla 6zel olarak tasarlanmis bir Termotaksi model sistemi gelistirilmistir. Bu
model modifiye edilmis 50 mL hacmindeki Falcon tiiplerine dayanmaktadir. Her bir tiip igerisine 5
ml seviyesine kadar uzanan 2 mm kalinliginda strafor (polistiren) bir bariyer yerlestirilerek iki esit

yarim kiireye ayrilmistir (Sekil.3.4)

\

“8ieid buiesH

Sekil 3.4. Termotaksi Modelin Deneysel Tasarimin

14



Bu strafor bariyer (Sekil 3.5) cift islevli olarak gérev yapmaktadir:
1. Yarim kiireler arasinda 1s1 iletimini azaltmak,
2. Spermlerin tiipiin ortasindan gegerek karsi bolgeye ulagmalarini fiziksel olarak

engellemek.

Bu sayede tiip icerisinde termal ayrismanin korunmasi ve gradyan boyunca net bir sicaklik
farkinin olugmasi saglanmustir.

Her bir yarim kiire de farkli sicaklik ortamlari olusturmak amaciyla tiiplerin dis yiizeylerine
bagimsiz olarak kontrol edilen bakir, 1sitma ve sogutma plakalari entegre edilmistir (Sekil 2.6). Bu
plakalar tiiplerin 5 ml c¢izgisinden yukariya kadar olan kismin1 kapsayacak sekilde
konumlandirilmig ve lokal sicaklik modiilasyonu saglamaktadir.

Isitma islemi, diisiik voltaj ve diisiik akimla ¢alisan bir gii¢ adaptorii (Gauss, TR) araciligiyla
gergeklestirilmistir.

Sogutma islemi ise, 2V gerilimde c¢alisan ve 49W gii¢ Kkapasitesine sahip, 40x40 mm
boyutlarindaki termoelektrik (Peltier) sogutucu modiilii (Multicomp Pro) ile saglanmustir.

Bu sistemde bir yarim kiire 34°C’de, diger yarim kiire ise 40°C’de sabitlenerek yaklagik
+1°C hassasiyetinde sabit bir dikey sicaklik gradyani olusturulmustur. Temel stabilitenin ve hedef
sicakliklarin  stirekli konulabilmesi icin her yarim kiire icine dijital sicaklik sensorler
yerlestirilmistir. Bu sensorler gercek zamanli veri saglayarak STC3008 dijital termostat sistemi
araciligiyla 1sitma- sogutma birimlerinin dinamik olarak ayarlanmasma imkan saglamistir. Ayrica,

%35 CO: atmosferine sahip, 38°C’de calisan nemlendirilmis bir inkiibatdr igerisine yerlestirilmistir.
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Bu kosullar altinda Termotaksi testinin gergeklesecegi 60 dakikalik inkiibasyon siiresi boyunca

sistemdeki sicaklik farkliliklari sabit tutulmus ve ¢evresel kontrol saglanmustir.

3.5. Orneklerin Hazirlanmasi ve Inkiibasyon Kosullari

Caligmada kullanilan taze sperm Ornekleri en az %75 canlilik oranina sahip olacak sekilde
secilmistir. Spermler toplandiktan hemen sonra laboratuvara getirilmis ve degerlendirme igin
hazirlanmigtir. Calismada her 6rnekten 100 uL’lik bir alikot alinmis ve bu alikodlar 200 plL’lik
Eppendorf tipli manuel pipet kullanilarak hem kontrol hem de termotaksi tiiplerinin konik dip
kisimlarina dikkatlice birakilmistir. Bu islem sirasinda spermin tiip igerisinde gereksiz yere
dagilmasini, yiizeylere tutunmasini veya mekanik hasar gérmesini 6énlemek amaciyla pipetleme

yavasga yapilarak uglarinin duvara temasindan kaginilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. 100 pL’lik sperm ornegini tiiplere aktarimi

Kontrol ve termostaksi deney tiiplerinin her biri islemden en az 2 saat 6nce hazirlanmig ve
20 mL Sperm-TL ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Boylece hem ¢dzeltinin sicaklik ve pH stabilitesinin
saglanmasi hem de ortamin homojenlesmesi amaglanmistir. Sperm-TL ¢ozeltisi spermlerin
fizyolojik motiliteyi siirdiiriilebilmesi i¢in gerekli ironik, bilesimi i¢eren ve sperm calismalari i¢in
yaygin olarak kullanilan bir ortamdir. Spermlerin eklenmesinin ardindan her 2 tiip de 5% CO:
atmosferine sahip, yiiksek nem kontrollii bir inkiibatore yerlestirilmistir. Bu kosullar, spermin hem

pH hem de osmolarite agisindan fizyolojik olarak uygun ortam saglamistir. Kontrol grubuna ait tiip
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ise ayni1 inkiibator icerisinde 38°C inkiibe edilmistir (Sekil 2.6). Termotaksi grubuna ait deney tiipii
ise ayni sartlarda ve inkiibatorde bulunmakta ancak hazirlanan model igerisinde tiipler. 2 yarim
kiireye ayrilmis ve kiireler arasindaki sicaklik farki, harici, 1sitma- sogutma yontemiyle korunarak.
34°C ile 40°C arasinda farkli ve dikey bir sicaklik gradyani maruz birakilmistir. Boylece spermlerin
farkli sicaklik bolgelerine yonelim davranisi degerlendirilmistir.

Termotaksi davranigin analizi igin inkiibasyon siiresinin sonunda “swim-up (yiizme-
ylikselme)” prensibinden yararlanilmistir. Bu yontem, motil ve canli spermlerin daha sicak veya
daha uygun bolgeye dogru aktif sekilde hareket etmesi esasina dayanir ve termotaksiyi belirlemede

giivenilir bir gostergedir.

3.6. Termotaksi Sonunda Ornek Toplama ve Analiz

Inkiibasyon siiresi olan 60 dakika tamamlandiktan sonra, termotaksi model tiiplerinin her
iki yarim kiiresinden de 6rnek toplanmistir. Her bir boliimden 1000 pL (1 mL) hacminde sperm
stispansiyonu alinmistir. Bu 6rnekleme, tiiplerin i¢ yapisina zarar vermeden ve sicaklik bdlgelerinin
karigmasina neden olmayacak sekilde, steril uclu pipetler ile dikkatlice gergeklestirilmistir.

Toplanan 6rnekler, dncelikle sperm konsantrasyonu, motilite diizeyleri ve morfolojik yap1
acisindan degerlendirilmistir. Ayrica her bir boliimdeki sperm sayisinin ve hareket 6zelliklerinin
karsilagtirilmasi yoluyla, spermlerin sicaklik gradyanina karst gosterdikleri yonelme (Termotaksi)
egilimi belirlenmistir. Boylece spermin daha sicak alana mi, daha soguk alana m1 yoksa gradyan
boyunca esit dagilima m1 yoneldigi analiz edilmistir.

Bu veriler, sicaklik farkinin sperm davranisi iizerindeki etkilerini degerlendirmek amaciyla

kaydedilmis ve sonraki istatistiksel analizlerde kullanilmigtir.

3.7. Istatistiksel Analiz

Bu calismada, Amerikan Bully irki kopeklerden elde edilen spermlerin farkli sicaklik
gradyanlarma (34°C, 38°C ve 40°C) maruz birakilmasinin ardindan spermatolojik parametrelerde
meydana gelen degisimlerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda,
hem siirekli degiskenler (motilite, konsantrasyon, kinetik parametreler gibi) hem de kategorik
degiskenler (canli/6lii sperm orani, zar biitlinliigi — HOST) dikkate alinarak uygun istatistiksel
yontemler kullanilmistir.

Siirekli degiskenlere ait verilerin analizinde, grup ortalamalar1 arasindaki farkliliklarin
istatistiksel olarak anlamli olup olmadigimm belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-
Way ANOVA) uygulanmistir. Varyans analizi sonucunda gruplar arasinda anlamli farkliliklar
tespit edildiginde, hangi gruplar arasinda bu farkin bulundugunu ortaya koymak i¢in Tukey’in
Honestly Significant Difference (HSD) coklu karsilastirma testi uygulanmistir. Verilerin normal

dagilim ve varyans homojenligi kosullarinin saglandigi belirlenmistir.
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Sperm canlilig1 (canli/6lii oran1) ve zar biitiinliigii (HOST testi pozitif/negatif) gibi ikili
kategorik verilere ait gruplar arasi1 farklarin degerlendirilmesinde ise Ki-kare testi (¥ test)
kullanilmigtir. Her sicaklik grubundaki canli-6li ve HOST-pozitif-negatif sperm sayilari ayri ayri
incelenmis ve gruplar aras1 dagilimlar karsilastirilmigtir.

Tim istatistiksel analizler, Minitab 19 istatistik yazilimi kullanilarak gerceklestirilmis,
anlamlilik diizeyi olarak p<0.05 degeri esas alinmistir. Veriler, ortalama + standart sapma (mean +

SD) seklinde sunulmustur. Elde edilen sonuclar tablolar ve grafiklerle desteklenerek raporlanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu boliimde, farkli sicakliklara maruz birakilan Amerikan Bully ve Doberman irki kpek
spermlerinin motilite, konsantrasyon, zar biitinliigii ve canlilik gibi temel fizyolojik parametreleri
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Elde edilen veriler, belirlenen sicaklik gruplart olan 34°C,
38°C ve 40°C igin analiz edilmistir. Ayrica baslangigtaki taze ornek de referans olarak

degerlendirmelere dahil edilmistir.

4.1. Sperm Konsantrasyonu

Bu ¢alismada Amerikan bulu ve Doberman 1rk1 kdpeklere ait boliimlerin iki farkli dikey
sicaklik gradyanina birakilmasi sonrasi elde edilen konsantrasyon degerleri karsilastirilmistir. Her 2
ik i¢in de en yiiksek sperm konsantrasyonu 34°C grubunda oOlgiilmiis, sicaklik arttikca
konsantrasyon degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlemlenmistir.

Amerikan Bully grubunda ortalama sperm konsantrasyonu. 34°C’de 5,17x10°, 38°C’de
5,26x10°, ve 40°C’de 2,75x10°¢ olarak ol¢iiliirken; Doberman grubunda bu degerler sirasiyla
6,01x10¢, 5,05%10¢, ve 2,51x10° olarak belirlenmistir. Ozellikle 34°C ile 40°C arasindaki fark her
iki 1rk i¢inde istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p <0.05).

Bu sonuglar kopek spermlerin yiiksek sicakliktan kaginarak daha diisiik sicaklik
bolgelerinde yogunlastigi, yani Termotaksi davranig sergiledigini géstermektedir. 34°C, spermler
i¢cin daha uygun bir mikro ¢evre sunarak hareketlerini o bdlgeye yoénlendirmis olabilir. Bu bulgu

termotaksinin canli sperm seg¢iminde 6nemli bir mekanizma olabilecegini desteklemektedir.
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Tek yonlii (One-Way ANOVA) varyans analizi sonuglarma gore, sicakligm sperm
konsantrasyonu iizerine anlaml etkisi oldugu belirlenmistir (p<0,05). Ancak, iki irk arasinda genel
egilim benzer olup irklar arasinda farkhiliklar istatistiksel alarak anlamli bulunmamistir.
Calismadan elde edilen bulgular, sperm termotaksisinin klasik tanimiyla gelismektedir; klasik
tanima gore spermatozoonlar,” yatay” bir sicaklik gradyaninda (daha yiiksek sicakliklara dogru)
hareket ederler. Insan, tavsan ve farelerde yapilan calismalarda, kapasitasyon gegirmis sperm
hiicrelerinin ylizme davraniglarini modiile ederek daha sicak olan (yatay) bolgelere aktif olarak
yiizdiikleri gosterilmistir (Bahat ve ark., 2006; Bahat ve ark., 2012; Boryshpolets ve ark., 2015;
Xiao ve ark., 2022)

4.2. Sperm Motilitesi ve Kinetik Parametreler

Bu c¢alismada Amerikan Bully ve Doberman 1rki kopeklerden elde edilen sperm
orneklerinin farkl iki dikey sicaklik gradyanina (34 ile 40) yiizdiiriilmelerinin (swim up), sperm
hareketliligi bazi sperm kinetik Ozellikleri degerlendirilmistir. Yapilan istatistiksel analizler
sonucunda incelenen parametrelerin irk ve sicaklik degiskenine gore istatistiksel olarak anlaml bir
fark gostermedigi belirlenmistir (p> 0.05).

Bununla birlikte, elde edilen ortalama degerlere bakildiginda her iki irkta da 34 °C ve 38 °C
sicakliklarinda sperm motilitesi (%), progresif motilite (%) ve hiz parametrelerinin (VCL, VSL,
VAP) 40°C'ye gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Ozellikle Amerikan Bully irkinda,
38 °C'de Curvilinear Velocity (VCL) 112,3 + 8,33 um/s olarak ol¢iilmiis ve bu sicaklikta sperm
hareketliligi agisindan optimal degerler elde edilmistir. Benzer sekilde, Doberman 1rkinda da en
yiiksek VCL degeri 110,2 £ 7,91 um/s ile 34 °C'de 6l¢iilmiistiir.

Straightness (%), Linearity (%), BCF (Hz) ve ALH (um) gibi parametreler agisindan da
34 °C ve 38 °C gruplarinda 40 °C’ye gore daha yiiksek degerler kaydedilmistir. 40 °C sicakligina
maruziyet sonrasit motilite, progresif motilite ve yoOnelime iliskin parametrelerde diisiis
gozlemlenmis, bu da yiikksek sicakligin sperm hareket yetenegi iizerinde olumsuz etkiler
yaratabilecegini diisiindiirmektedir.

VSL ve VAP, sperm yoneliminin dogrulugunu ve etkinligini gosterir. Bu parametreler
38°C’de en yiiksek olmakla birlikte 40°C’de belirgin fakat istatistiksel olarak onemli olmayan
azalma gostermistir. ALH (Bas salimimi genligi) ve WOB (denge katsayisi) gibi parametreler,
hareket verimliligini yansitir. Bu degerler 40°C'de diisiis gostermistir. STR (Straightness) en
yiiksek 38°C’de olup, bu sicakligin ileriye dogru yonelimi destekledigini gostermektedir.

Sonug olarak, her iki irkta da 34 °C ve 38 °C sicakliklarinin sperm hareketliligi ve kinetik
parametreleri agisindan daha uygun oldugu, 40 °C’de ise parametrelerin belirgin sekilde azaldigi

fakat bu farklarin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmistir
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4.3. Sperm Zar Biitiinliigii (HOST Testi)

Sperm zarmin saglamligi hem canlilik hem de ddllenme yetenegi agisindan kritik dneme
sahiptir. Bu ¢alismada HOST testi ile zar biitlinliigii degerlendirilmistir. Taze drneklerde HOST-
pozitif sperm oranit %85,7 £ 6,18 olarak saptanmistir. 34°C grubunda bu oran %654 + 4,36,
38°C’de %67,4 £ 3,16, 40°C’de ise %45,4 £ 4,61 olarak bulunmustur.

Yiiksek sicaklik, sperm hiicresinin membran gegirgenligini bozarak su-elektrolit dengesini
degistirir ve bu da zarin sismesini engeller. 40°C’de HOST pozitif oranindaki diisiis, hiicre

zarlarinin sicaklik nedeniyle hasar gordiigiinii gdstermektedir.

Cizelge 4.2. Farkli sicaklik gradyanlarinin HOST pozitif sperm oranlari

HOST-Positive Sperm (%)
Start (Fresh) 85,7+6,18°
34 °C 65,4+4,36"
38 °C 67,443,16
40 °C 45,4+4.,61°

4.4. Sperm Canhhg: (Nigrosin-Eozin Testi)

Spermin canlilik durumu, zar biitiinliigii ile dogrudan iligkilidir. Nigrosin-Eozin boyasi ile
yapilan degerlendirmede;

Taze orneklerde canli sperm oran1 %88,1 (185/25) olarak bulunmustur. 34°C’de bu oran
%69,8 (155/67), 38°C’de %66,6 (140/70), 40°C’de ise %57,4 (120/89) olarak belirlenmistir.

Canlilik oranlart sicaklikla ters orantili sekilde azalmistir. Bu durum, yiiksek sicaklikta
spermde oksidatif stresin arttigini, zar gegirgenliginin bozuldugunu ve metabolik yikimin
hizlandigin1 gostermektedir. Ozellikle 40°C’deki canlilik kaybi, dllenme potansiyelinin diismesine

neden olabilir.

Cizelge 4.3. Sicaklik gradyanlarmin Canl/Olii sperm oranlari iizerindeki etkisi.

% Sperm (Live/Dead)
Start (Fresh) 88,1 (185/25)
34 °C 69,8 (155/67) °
38 °C 66,6 (140/70) °
40 °C 57,4 (120/89)°

Sperm motilitesi ve konsantrasyonu, dollenme basarisini etkileyen kritik parametrelerdir.

Motilite, spermatozoanin oosite ulasma ve onu dolleme islevini yerine getirme kapasitesini
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yansitirken; konsantrasyon ise farkli fizyolojik kosullar altinda spermlerin hayatta kalma ve
korunma diizeyine dair 6nemli bilgiler sunar. Bu g¢aligmada, sicakligin sperm konsantrasyonu
iizerinde anlamli diizeyde etkili oldugu gosterilmistir. En yiiksek sperm korunumu 34°C’de,
ardindan 38°C’de gozlenmis; en diisiik konsantrasyon ise 40°C’de kaydedilmistir. Bu bulgular,
asirt 1stya maruz kalmanin sperm hayatta kalma yetenegi iizerinde olumsuz etkiler yarattigini,
bunun muhtemelen hiicresel stresin artmasi ve metabolik tiikenme ile iligkili oldugunu
gostermektedir.

Kopeklerde ve diger memeli tiirlerinde yapilan 6nceki calismalarla karsilastirildiginda,
spermlerin sicakliga bagli olarak farkli hayatta kalma desenleri gosterdigi ve bu desenlerin
metabolik aktivite ile 1s1 stresine duyarlilikla yakindan iliskili oldugu goriilmektedir. Bu baglamda,
34°C ve 38°C’de gozlenen yiiksek sperm konsantrasyonu, sigir ve koyun spermleriyle yapilan
caligmalarla paralellik gostermektedir. Bu calismalar, orta diizey sicakliklarin (34°C—-38°C) sperm
korunumu ve depo edilmesini destekledigini ortaya koymustur (Garcia ve ark., 2021; Van de Hoek
ve ark., 2022).

Buna karsilik, 40°C’de sperm konsantrasyonundaki keskin diisiis, 1s1 stresinin spermlerde
dejenerasyonu hizlandirdigim diisiindiirmektedir. Bu durum; artan apoptozis, zar hasar1 ve oksidatif
stres araciligiyla gergeklesiyor olabilir. Insan ve fare spermleri iizerine yapilan arastirmalar,
kapasitasyona ugramis spermlerin aktif olarak 35-38°C sicaklik araligina go¢ ettigini
bildirmektedir (Pérez-Cerezales ve ark., 2018).

Bu egilimi aciklayan olas1 bir mekanizma, yiiksek sicakliklarin spermlerde erken metabolik
aktivasyonu tetiklemesi ve bunun sonucunda ATP rezervlerinin hizla tiikkenmesidir (Turner, 2006).
Bilindigi iizere, spermatozoalar enerji iretiminde oksidatif fosforilasyon ve glikoliz yollarina
bagimhidir. Asirt sicaklik kosullarina uzun siire maruz kalmak, mitokondriyal aktiviteyi asiri
yukleyerek metabolik bir kriz baglatabilir; bu da canlilikta azalma ve sperm kaybinda artisa neden
olur (Plessis ve ark., 2015). Bu hipotez, Van de Hoek ve arkadaslarinin (2022) ¢alismasiyla da
desteklenmektedir; bu calismada, yiiksek sicakliklarda artan metabolik taleplerin sperm
dayanikliligini azalttig1 ve inkiibasyon sonrasi dérneklerdeki sperm sayisinin diistiigii gosterilmistir.

Calismamizda uygulanan Nigrosin-Eozin boyama ve HOST testleri, sicakliga bagl olarak
sperm konsantrasyonundaki azalmaya dair ek bulgular saglamistir. Ozellikle 40°C’de HOST-
pozitif sperm oranindaki anlamli diisiis, 1stya maruz kalmanin zar biitlinliiglinii zayiflattigini ve
spermleri lizis (¢0ziilme) ve kayba kars1t daha duyarl hale getirdigini gostermektedir. Bu durum,
Rickard ve arkadaglarmin (2022) bulgulariyla da ortiismektedir; onlarin ¢aligmasinda yiiksek
sicakliklarin sperm lipid zarlarmi1 bozarak ozmotik strese dayanma kapasitelerini azalttig
gosterilmistir.

Ayrica, 40°C’de gozlenen sperm azalmasi, yiiksek sicakliga bagli DNA pargalanmast ile de
aciklanabilir. Insan, sigir ve kdpek spermlerinde yapilan calismalarda, termal stresin oksidatif
hasar1 artirarak DNA biitiinliigiini bozdugu ve bunun sperm Omriinii olumsuz etkiledigi
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gosterilmistir (Pérez-Cerezales ve ark., 2015). Bu mekanizma, ¢alismamizda 40°C grubunda

gdzlenen belirgin sperm kaybini agiklayabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu caligma, sicakligin sperm konsantrasyonu, motilitesi ve canlilig1 iizerinde belirleyici bir
rol oynadigimi agik¢a ortaya koymaktadir. Sperm tutulumu, en yiiksek diizeyde 34°C ve 38°C
sicakliklarinda gergeklesmis; buna karsilik, 40°C’ye maruz birakilan Orneklerde belirgin sperm
kayb1 gozlenmistir. Bu kaybin baslica nedenleri arasinda istya bagli metabolik tiilkenme, zar
biitiinliigiiniin bozulmasi ve oksidatif stresin artmasi yer almaktadir.

Elde edilen bulgular, sig1r, insan ve kemirgen spermleri {izerine yapilan 6nceki ¢aligmalarla
biiyiik 6lciide ortiismekte; bu durum, sicakliga bagli sperm hayatta kalma mekanizmalarinin tiirler
arasinda korundugunu ve evrimsel olarak benzer biyolojik tepkilerin varligin1 desteklemektedir.

Calisma sonuglari, 6zellikle kopeklerde uygulanan yardimci iireme teknolojileri (ART)
agisindan onemli ¢ikarimlar i¢cermektedir. Spermin toplanmasi, islenmesi ve suni tohumlama
stirecinde sicaklik kontroliiniin hassas bir sekilde saglanmasi, fertilizasyon basarisini dogrudan
etkileyebilir. Bu baglamda, sperm isleme protokollerinde tercih edilen sicaklik araliklarmin
bilimsel verilerle desteklenmesi gerektigi bir kez daha vurgulanmustir.

Ileriye déniik olarak yapilacak arastirmalarmn, termotaksiye dayali sperm segimi
stratejilerine odaklanmasi onerilmektedir. Bu yaklagim, yalnizca yiiksek kaliteli ve canlt spermlerin
secilmesini degil, ayn1 zamanda daha fizyolojik ve basarili ddllenme siireclerinin saglanmasini
miimkiin kilabilir. Boylelikle, hem dogal ¢iftlesmeye yakin kosullarda déllenme elde edilebilir hem

de kopek 1rklarinda iireme verimliligi artirilabilir.
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