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Termotaksi, spermatozoalarin sicaklik gradyanlarma karsi yonelim gostermesi olarak
tanmimlanan ve fertilizasyon siirecinde onemli rol oynadig: bildirilen bir biyolojik mekanizmadir.
Insan, tavsan ve fare gibi cesitli memeli tiirlerinde termotaksinin varlig1 ortaya konmus olmasina
ragmen, kiiclikbas hayvanlarda ve Ozellikle keci spermatozoalarinda bu olgunun varligina dair
bilimsel bilgi bulunmamaktadir. Bu caligsma, taze ejakiilatlardan elde edilen ke¢i spermlerinin
laboratuvar ortaminda olusturulan dikey termal gradyanlar (33°C, 38°C ve 41°C) icerisinde
gosterdikleri yonelimi incelemeyi ve farkli sicakliklarin sperm morfolojisi, zar biitiinliigl, canlilik
ve kinetik 6zellikler iizerindeki etkilerini degerlendirmeyi amaglamaktadir.

Alpin tekelerden elde edilen ejakilatlar, belirlenen sicaklik kosullarinda 45 dakika siireyle
inkiibe edilmis ve her sicaklik fraksiyonunda konsantrasyon, zar biitiinliigii (HOST testi), canlilik
(Nigrosin-Eozin boyama) ve CASA sistemiyle kinetik parametreler ayrintili bigimde analiz
edilmistir. Elde edilen sonuglar, spermlerin biiylik oranda 33°C sicaklik bolgesine yoneldigini ve
bu bolgede daha yiiksek motilite (%78,4), progresif motilite (%73,1) ile daha iyi zar biitiinligi
(%61,7) ve canlilik (%67,1) sergiledigini gostermistir. Buna karsin, 41°C bolgesinde motilite
(%66,6), progresif motilite (%60,9), zar biitiinliigii (%56,4) ve canlilik (%57,2) anlaml diizeyde
azalmigtir (P<0.05). Ayrica, VCL ve ALH gibi baz1 kinetik parametrelerde de sicaklik artisina bagl
belirgin diisiisler kaydedilmistir.

Bu bulgular, kec¢i spermatozoalarmin sicakliga duyarli oldugunu, 33°C’nin fizyolojik
acidan daha elverisli bir mikro ¢evre sagladigini ve termotaksinin sperm sec¢imi i¢in potansiyel bir
biyolojik belirte¢ olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Termotaksi, teke spermi, konsantrasyon, sperm Kinetigi.
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ABSTRACT

Thermotaxis is defined as the directional movement of spermatozoa in response to
temperature gradients, and it has been reported to play a significant role in the fertilization process.
While the presence of thermotaxis has been well-documented in several mammalian species such
as humans, rabbits, and mice, there is a lack of scientific information on this phenomenon in small
ruminants, particularly in goat spermatozoa. This study aimed to investigate the thermotactic
orientation of goat spermatozoa obtained from fresh ejaculates under controlled laboratory
conditions using vertical thermal gradients (33°C, 38°C, and 41°C), and to evaluate the effects of
different temperatures on sperm morphology, membrane integrity, viability, and kinetic parameters.

Ejaculates collected from Alpine bucks were incubated at the specified temperatures for 45
minutes, and sperm samples from each thermal fraction were assessed in detail for concentration,
membrane integrity (HOST test), viability (Nigrosin-Eosin staining), and kinetic parameters using
the CASA system. The results demonstrated that spermatozoa predominantly migrated toward the
33°C compartment, where they exhibited higher motility (78.4%), progressive motility (73.1%),
better membrane integrity (61.7%), and viability (67.1%). In contrast, the spermatozoa in the 41°C
compartment showed significantly reduced motility (66.6%), progressive motility (60.9%),
membrane integrity (56.4%), and viability (57.2%) (P<0.05). Moreover, temperature-dependent
declines were observed in certain Kinetic parameters such as VCL and ALH.

These findings suggest that goat spermatozoa are sensitive to temperature changes, with
33°C providing a more favorable microenvironment for physiological function. Furthermore,
thermotaxis may serve as a potential biological marker for sperm selection in assisted reproductive
technologies.

Keywords: Thermotaxis, goat sperm, concentration, sperm Kinetic
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1. GIRIS

Memeli hayvanlarda basarili fertilizasyonun gergeklesebilmesi igin spermatozoalarin disi
iireme sisteminde oosite ulagmasi gereklidir. Bu yolculuk, ejakiilasyon sonrasi serviks, uterus ve
oviduktan gecisi kapsar ve c¢esitli biyolojik engeller igerir. Bu zorlu siirecte spermatozoalarin,
yalnizca motil olmalar1 degil, ayn1 zamanda ¢evresel sinyalleri algilayarak yonlerini belirlemeleri
de onemlidir. Ozellikle kiigiik ruminant tirlerinde, bu fizyolojik engeller daha belirgin olup, sinirl
sayidaki sperm hiicresi fertilizasyon bolgesine ulasabilmektedir. Sperm yoOnlendirme siiregleri
icerisinde termotaksi, sperm hiicrelerinin sicaklik farkliliklarina yanit vererek belirli yonlere
hareket etmesi olarak tanimlanir. Bu ydnelim; kemotaksi ve reotaksi gibi diger mekanizmalarla
birlikte, spermatozoalarin hedefe ulagsmasimi kolaylastiran 6nemli bir biyolojik stratejidir.
Termotaktik yanit, 6zellikle kapasite kazanmis spermatozoalarda belirgin olup; bu hiicrelerin, ¢ok
kiigiik sicaklik degisimlerini bile algilayabildigi ¢esitli tiirlerde yapilan g¢aligmalarda ortaya
konmustur. Ornegin tavsan, insan ve fare spermatozoalarinda termotaksiye dair in vitro ve in vivo
bulgular mevcuttur. Yonelime duyarli sperm hiicrelerinin, yiikksek motilite ve zar biitiinliigi gibi
fizyolojik avantajlara sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica, termotaktik yanitlarin bazi iyon kanallari
ve opsin gibi termosendr proteinler aracilifiyla olustugu bildirilmistir. Bu molekiiler sinyal yollar,
spermatozoalarin yalnizca yon bulmasini degil, ayn1 zamanda dollenme kapasitesi yiiksek
hiicrelerin dogal olarak sec¢ilmesini saglar. Bu nedenle termotaksi, yalnizca yonelim mekanizmasi
degil, ayn1 zamanda potansiyel bir sperm se¢me stratejisi olarak degerlendirilmektedir.

Bununla birlikte, koyun ve keg¢i gibi kiigiikbag hayvanlarda termotaksinin isleyisine dair
mevcut literatiir oldukca sinirhdir. Sigir ve domuz gibi tiirlerde olumlu etkileri gdsterilen bu
yonelimin, kii¢iik ruminantlarda benzer bir rol oynayip oynamadigi heniiz netlesmemistir. Kegi
sperminin termotaktik davraniglarin1 anlamak, 6zellikle yardime1 iireme tekniklerinin gelistirilmesi
agisindan biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez calismasi, Alpin kegilerine ait taze ejakiilat Orneklerinden elde edilen
spermatozoalarin, laboratuvar kosullarinda olusturulan farkli sicaklik gradyanlarina kars1 verdikleri
termotaktik tepkileri ve bu yanitlarin motilite, canlilik, zar biitiinliigii gibi fizyolojik parametrelerle
iligkisini degerlendirmeyi amaglamaktadir. Elde edilecek bulgularin hem temel sperm fizyolojisine
hem de in vitro fertilizasyon uygulamalarinda kullanilabilecek yeni sperm se¢im tekniklerinin

gelistirilmesine katki saglamasi1 beklenmektedir.






2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kegilerde Ureme Sistemi

Kegiler (Capra hircus), diinya genelinde kiiglikbas hayvan yetistiriciliginde 6nemli bir yer
tutmakta olup; siit, et, deri ve lif liretimi gibi pek ¢ok alanda ekonomik katki saglamaktadir. Bu
tiiriin iireme performansi, siirii yonetimi ve genetik seleksiyon programlariin basarisi agisindan
kritik 6neme sahiptir (Leboeuf ve ark., 2000). Kegilerin iireme fizyolojisinin tam ve detayh
bigimde anlasilmast hem dogal ciftlestirme hem de yardimci iireme teknolojileri (YUT)
uygulamalarinin basarisint dogrudan etkilemektedir. Disi keg¢i {ireme sistemi, temel olarak
ovaryumlar (yumurtaliklar), oviduktlar (fallop tiipleri), uterus (rahim), serviks (rahim agzi), vajina
ve vulva gibi yapilarin bir biitiiniidiir. Bu anatomik yapilarin her biri, fertilizasyon ve gebelik
stirecinde 6zel ve tamamlayici islevlere sahiptir.

Ovaryumlar (Yumurtaliklar): Ovaryumlar, folikiilogenez, ovulasyon ve korpus luteum
olusumu gibi dinamik siire¢lerin ger¢eklestigi primer lireme organlaridir. Ayni1 zamanda dstrojen ve
progesteron gibi temel steroid hormonlarin tiretildigi yerdir. Disi kegiler, her bir ovaryumda farkli
evrelerdeki folikiiller barindirabilir (Fatet ve ark., 2011).

Oviduktlar (Fallop Tiipleri): Ovaryumlardan saliman oositin, spermle karsilasip
dollenmenin gerceklestigi yerdir. infundibulum, ampulla ve isthmus olmak {izere ii¢ ana boliimden
olusur. Ampullada dollenme gergeklesir; isthmus ise embriyonun uterusa gegisini saglar.

Uterus: Disi kecide uterus, iki uterin boynuzdan (cornua uteri) olusmus bikornuat yapida
olup embriyonun implantasyonu ve gebeligin devami igin gerekli ortami saglar. Uterus duvari,
myometrium (kas tabakasi) ve endometrium (mukozal tabaka) olmak iizere iki ana katmandan
olugur. Endometrium, prostaglandin F2a gibi hormonlar salgilayarak luteal regresyonu kontrol
eder (Noakes ve ark., 2019).

Serviks: Siklikla birka¢ halkasal kiviimdan olusan bu yapi, vajina ile uterus arasinda yer
almakta olup, hem dogal ¢iftlesmede hem de suni tohumlamada kritik rol oynamaktadir. Servikal
kanal, 6strus déneminde daha gegirgen hale gelerek sperm gegisine izin verir (Evans & Sack,
1973).

Vajina ve Vulva: Vajina, serviks ile dis genital agiklik (vulva) arasinda uzanir ve hem
ciftlesme hem de dogum kanali gérevini iistlenir. Vulva ise dig genital yapiy1 olusturur ve Ostrus
belirtilerinin gézlemlendigi ilk bolgedir (Senger, 2012).

Disi kegi lireme sistemi anatomik olarak diger ruminantlarla benzerlik géstermekte birlikte,
folikiiler dinamikler, Ostrus siiresi ve servikal yapi acisindan baz tiir spesifik farkliliklar da
barindirmaktadir. Bu yonleriyle tiirlere 6zgili tireme fizyolojisinin iyi anlasilmasi, suni tohumlama,
embriyo transferi ve termotaksi gibi yardimci ilireme teknolojilerinin etkin uygulanabilirligi

agisindan bliylik 6nem tagimaktadir.
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Sekil 2.1. Kegi tireme sisteminin anatomik yapisi

2.2. Tekelerde Ureme Sistemi

Tekelerde (buck), treme sistemi temel olarak spermatogenez ve testosteron dretimini
saglayan testisler ile spermin olgunlasmasi, depolanmasi ve tasinmasi siireglerini yoneten
epididimis, vas deferens ve yardimci bezlerden olugsmaktadir. Bu sistemin temel gorevi, dollenmeyi
saglayacak nitelikte ve yeterlilikte spermatozoa iiretmek ve bunu uygun bir tasiyici sivi olan semen
(ejakiilat) icerisinde dis ortama ulastirmaktir (Hafez & Hafez, 2000).

Testisler (Erbezleri): Testisler, arka bacaklar arasinda skrotum igerisinde yer alan gift
yapida organlardir. Bu organlar hem gamet iiretiminden (spermatogenez) hem de androjenik
hormonlarin (6zellikle testosteron) sentezinden sorumludur. Testislerin seminifer tiibiillerinde
spermatogenez siireci gerceklesirken, interstisyel (Leydig) hiicreler testosteron uretir. Tekelerde
testislerin biiylikliigli mevsime, yasa ve genetik yapiya bagl olarak degisiklik gosterebilir.

Epididimis (Epididim Kanali): Testiste {iiretilen olgunlasmamis spermler, epididimis
kanalina gecgerek burada morfolojik, biyokimyasal ve fonksiyonel olgunlagsmalarini tamamlar.
Epididimis; bas (caput), govde (corpus) ve kuyruk (cauda) olmak iizere ii¢ boliimden olusur.
Kuyruk kismui, ejakiilasyon dncesi spermin depo edildigi bolgedir.

Vas Deferens (Ductus Deferens): Vas deferens, epididimis kuyruk bolgesinden baglayarak
spermleri iiretraya tasiyan, kalin duvarli ve diiz kaslardan olusan bir kanaldir. Ejakiilasyon sirasinda
kasilmalarla spermi hizla ampullaya ve oradan iiretraya tasir. Ayni zamanda yardimci bezlerin
salgilartyla birlesen sperm burada semeni olusturur.

Aksesuar Bezler (Yardimc1 Ureme Bezleri): Kegilerde baslica aksesuar bezler arasinda
ampulla, vezikila seminalis (seminal vesikul), prostat bezi ve bulbolretral bez (Cowper bezi)

bulunur. Bu bezler, spermatozoalarin taginmasi, korunmasi ve beslenmesi icin gerekli olan sivi
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bilesenleri iiretir. Bu salgilar semen hacminin biiylik bir kismimi olusturur ve spermin fizyolojik
aktivitesini destekler.

Uretra ve Penis: Sperm ve yardimci bez salgilarmin dis ortama tagindigi son kanal
tiretradir. Penis, fibroelastik yapida olup kecilerde sigmoid flexure olarak bilinen karakteristik bir
kivrima sahiptir. Uretral ¢ikint1 (Urethral proses), ejakiilasyon sirasinda spermin yéniinii belirler ve
suni tohumlamada anatomik olarak énemli bir noktadir.

Erkek keci iireme sistemi, mevsimsel olarak degisen hormonal ritmlere duyarli olup,
Ozellikle iireme sezonu disinda testis hacminde ve spermatogenez hizinda azalma goriilebilir (Fatet
ve ark., 2011). Bu nedenle suni tohumlama ve diger yardimci iireme teknolojilerinin

uygulanmasinda mevsimsel faktorlerin dikkate alinmasi 6nem arz etmektedir..

Seminal Glands

Epididymus

Prepuce
Pizzle Testicle

Scrotum

Sekil 2.2. Teke tireme sisteminin anatomik yapisi

2.3. Sperm Yonelim Mekanizmalari

Dollenme siirecinin basarili bir sekilde gerceklesebilmesi, yalnizca spermatozoalarin canlt
ve hareketli olmasiyla sinirli degildir. Ayni zamanda sperm hiicrelerinin digi lireme sistemi
icerisinde hedefe yonelik dogru yonelim sergileyebilmesi, cevreden gelen biyokimyasal ve
fizyolojik sinyalleri algilayarak uygun bolgelere ilerleyebilmesi gerekmektedir. Ali ve ark., (2021),
kopek spermatozoalarinda yer alan koku ve tat reseptorlerinin kemotaktik mekanizmalarda gorev
aldigimi ve bu reseptorlerin, spermlerin yumurtaya yonlendirilmesinde ¢oklu duyusal sistemlerin
etkilesimli bir sekilde islev gordiigiinii ifade etmistir. Bu bulgu, kemotaksi ile termotaksinin birlikte

calisarak spermatozoanin oosit yonelimine katki saglayabilecegini ortaya koymaktadir.



Sperm yonelimiyle ilgili mekanizmalar literatiirde genellikle {i¢ ana baghk altinda
simmiflandirilmaktadir. Bunlardan ilki olan kemotaksi, spermatozoalarin kimyasal sinyaller
aracilifiyla yon tayin etmesini ifade eder. Disi lireme kanalinda bulunan oosit ya da ona eslik eden
kiimiliis hiicrelerinden salinan molekiiller (Grnegin progesteron, peptitler, prostaglandinler)
spermler tarafindan algilanarak konsantrasyon gradyani dogrultusunda yonelimi saglar. Ozellikle
kapasitasyon siirecini tamamlamis spermlerin bu sinyallere yanmit verdigi ve bu mekanizmanin
déllenme potansiyeli ylksek hicrelerin secilmesinde etkili oldugu bildirilmektedir (Teves ve ark.,
2006).

Reotaksi, spermatozoalarin sivi akisina karsi ylizme davranisi gostermesidir. Uterus ve
ovidukt gibi yapilarda mevcut olan sivi akimi, spermler tarafindan mekanosensor reseptorler
araciligiyla algilanarak yon tayini saglanir. Bu yonelim sekli, fizyolojik olarak daha dayanikli ve
giiclii spermatozoalarin se¢ilmesine katki saglar (Hwang ve ark., 2019; Kang ve ark., 2019).

Ucgiincii mekanizma olan termotaksi, spermlerin sicaklik farkliliklarma duyarli olarak
hareket etmesini ifade eder. Ovulasyon doneminde oositin bulundugu boélgenin (ampulla) diger
yapilara gore daha sicak olmasi (~1-2°C fark), spermler igin bir yonlendirme isareti niteligindedir.
Termotaksi, genellikle kapasitasyon gegirmis spermlerde goriilmekte ve TRPV1 gibi 1siya duyarl
iyon kanallarinin aktivasyonu ile gerceklesmektedir (Boryshpolets ve ark., 2015). Bu siire¢ ayni
zamanda sperm kalitesinin dogal bir secilimini de saglamaktadir. Yapilan arastirmalar, sicaklik
farkina duyarlhilik goésteren spermlerin mitokondriyal aktivite, zar biitiinliigii ve motilite gibi
parametrelerde daha istiin oldugunu gostermektedir. Bu yoniiyle termotaksinin, in vitro
fertilizasyon ve sperm secimi gibi yardimci lireme tekniklerinde uygulanabilirligi dikkat cekicidir

(Pérez-Cerezales ve ark., 2018).

2.4. Termotaksinin Diger Memeli Tiirlerindeki Rolii

Memeli tiirlerinde, 6zellikle insan, fare, koyun ve domuz gibi deneysel ¢aligmalarda
siklikla kullanilan modellerde, spermatozoalarin yonelim mekanizmalarinin varligi ve bunlarin
fizyolojik islevleri iizerine ¢ok sayida bilimsel arastirma yiritilmiistir. Bu yoOnelim
mekanizmalarindan biri olan termotaksi, spermatozoanin, g¢evresindeki sicaklik farklarini
algilayarak daha sicak bolgelere yonelmesi seklinde tanimlanmaktadir. Termotaksi, yalnizca
yumurtaya ulagma siirecinde yol gosterici bir islev gormekle kalmayip ayn1 zamanda daha kaliteli
spermatozoalarin secilmesine olanak taniyan biyolojik bir filtreleme mekanizmasi olarak da
degerlendirilmektedir (Bahat & FEisenbach, 2006; Pérez-Cerezales ve ark., 2018). Bahat ve
Eisenbach (2006) tarafindan farelerde gerceklestirilen bir calismada, ovulasyon sonrasinda
oviduktun ampulla boélgesinin isthmus bdlgesine gore yaklasik 2°C daha sicak oldugu ve bu
sicaklik farkinin, spermatozoalar i¢in dogal bir yonlendirme sinyali olusturdugu bildirilmistir. Bu
farklilik sayesinde spermlerin ampulla yoniinde toplanma egilimi gdsterdigi belirlenmistir. Insan

spermleriyle yapilan benzer in vitro ¢alismalar da bu sonuglar1 desteklemektedir. Pérez-Cerezales



ve ark., (2018) fare ve insan spermleri ilizerinde yiiriittiigii bir caligmada, termal gradyanlara
yonelen spermlerin DNA biitlinliigiiniin daha yiiksek oldugu, kromatin yogunlugunun ise daha
diisiik oldugu tespit edilmistir. Ayrica bu spermler kullanilarak yapilan intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI) islemlerinde daha kaliteli embriyolar elde edilmistir.

Buna ek olarak, sigir (bovine) ve koyun (ovine) tiirlerinde yapilan in vitro termotaksi
deneylerinde, termotaksis gosteren spermlerin kontrol gruplarima gore daha yiiksek motiliteye,
saglam zar biitiinliigiine ve daha diisitk DNA hasarina sahip olduklar1 gosterilmistir (De Oliveira ve
ark., 2021).

Bu bulgular, termotaksinin yalnizca yon bulma degil, ayn1 zamanda segici bir sperm
kalitesi belirleyici mekanizma oldugunu gostermektedir. Bu ydniiyle, termotaksi mekanizmasinin
hem dogal ¢iftlesmede hem de yardimei iireme teknolojilerinde (ART) kullanimi, ddllenme
oranlarinin artirilmasi agisindan biiyiik potansiyel tasimaktadir. Termal gradyanlara duyarli sperm
secimi, IVF ve ICSI gibi tekniklerde kaliteli gamet kullanimi ile daha yiiksek basari oranlarina
ulagtlmasini miimkiin kilmaktadir. Bu nedenle termotaksinin islevsel yapisinin ve molekiiler

temellerinin aydinlatilmasi hem temel bilim hem de klinik uygulamalara katki saglayacaktir.

2.5. Kegi Sperm Ozellikleri

Ke¢i spermatozoasi, morfolojik olarak bas, boyun ve kuyruk olmak Uzere Ug¢ temel
boliimden olusur. Bag bolgesinde, genetik materyali tasiyan ¢ekirdek ve dollenme siirecinde zona
pellucida'y1 agmak i¢in gerekli hidrolitik enzimleri igeren akrozom yer alir. Bas ile kuyruk arasinda
konumlanan boyun kismi, mitokondriyel kilifin basladigi bolge olup spermin enerji tiretimi ve
hareket fonksiyonu acgisindan kritik rol dstlenir. Kuyruk kismi ise mikrotiibiil yapi sayesinde
spermin ileri hareketini ve yOniinii belirleyen ana yapidir. Keci spermleri, sicaklik basta olmak
tizere cesitli cevresel faktorlere karsi oldukca duyarlidir. Optimal hareketlilik i¢cin genellikle 33°C
ile 38°C arasindaki sicaklik araligi ideal olarak kabul edilir. (Resim 2.2).
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Sekil 2.3. Kegi Spermatozoonunun ozellikleri



2.6. Termotaksinin Ureme Teknolojilerindeki Potansiyeli

Termotaksi, sadece dogal fertilizasyon siirecinde degil, ayn1 zamanda yardimci iireme
teknolojileri (ART) kapsaminda da uygulanabilirligi bulunan 6nemli bir yonelim mekanizmasidir.
Ozellikle keci gibi kiiciik ruminant tirlerinde yapay tohumlama, in vitro fertilizasyon (IVF) ve
embriyo transferi gibi uygulamalarin yayginlasmasi, dollenme yetenegi yiiksek, kaliteli
spermatozoalarin se¢imini daha kritik hale getirmistir (Pérez-Cerezales ve ark., 2018; Heras ve
ark., 2023).

Termotaksiye dayali sperm se¢imi, geleneksel yilizdiirme veya santrifiijleme yontemlerine
kiyasla daha fizyolojik kosullarda gerceklestirilmekte ve hiicre yapisina daha az zarar vermektedir.
Nitekim son yillarda gelistirilen mikroakiskan sistemler kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, termal
gradyana dogru yonelim gosteren spermlerin daha yliksek motiliteye, daha iyi mitokondriyal
fonksiyona ve diisiik DNA fragmentasyonuna sahip oldugu gosterilmistir (Huang ve ark., 2024;
Diaz ve ark., 2023). Bu parametrelerin embriyo gelisimi ve gebelik oranlari iizerinde dogrudan
etkili oldugu goz oniine alindiginda, termotaksi tabanli sperm seleksiyonu, ART basar1 oranlarimi
artirabilecek potansiyele sahiptir (Pérez-Cerezales ve ark., 2018; Rodriguez-Gil, 2019).

Keci spermatozoalarinda TRPV1 ve TRPV4 gibi 1stya duyarli iyon kanallarmnin varligi
heniiz molekiiler diizeyde net bicimde gosterilememistir. Ancak memeli spermlerinde bu kanallarin
yaygin olarak ifade edildigi bilinmektedir (De Toni ve ark., 2018; Mundt ve ark., 2018). TRPV
kanallari, spermlerin 1s1 farkliliklarini algilamasinda ve termotaksik yoneliminde merkezi rol
oynamaktadir. Bu nedenle, ozellikle kecilerde termotaksinin molekiiler temellerini aragtiran
calismalarin artirilmasi; hem temel {ireme biyolojisine katki saglayacak hem de ART uygulamalar

icin daha hassas ve etkili sperm se¢im tekniklerinin gelistirilmesine olanak taniyacaktir (Xiao ve
ark., 2022).



3. MATERYAL VE METOT

Bu calisma, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi Kiiciikbas Hayvan Arastirma
Birimi’nde bulunan tekelerden alinan spermalar Uzerinde yliriitiilmiigtiir. Calismada kullanilan
hayvanlarla ilgili tiim uygulamalar, Cukurova Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun etik ilke ve yonergelerine uygun olarak gergeklestirilmis olup (Onay numarasi: 3-8-

2024), ilgili mevzuata tam uyum saglanmustir.

3.1. Sperma Toplama Islemleri

Bu calismada kullanilan sperma oOrnekleri, Cukurova Universitesi Ziraat Fakiiltesi
Aragtirma ve Uygulama Ciftligi'nde barindirilan, 2 yasinda, cinsel olgunluga erigmis bir Alpin irki
tekeden elde edilmistir. Sperma toplama islemleri, 2024 yili sonbahar ¢iftlesme sezonu (Eyliil—
Kasim) boyunca haftada bir kez gergeklestirilmistir. Tiim uygulamalar, hayvan refah1 6n planda
tutularak ve stres diizeyini en aza indirecek sekilde planlanmistir. Semen toplama sirasinda, teke
uygun pozisyonda sabitlenmis ve uygulamanin giivenli sekilde yapilmasi saglanmistir. Penis, steril
eldiven kullanilarak prepusyumdan disar1 c¢ikarilmis ve dikkatlice tutulmustur. Ejakiilasyon,
transrektal prob yardimiyla gerceklestirilen elektroejakiilasyon (EE) yontemi ile saglannustir. Islem
stiresince, sperm kalitesini ve hayvan konforunu korumak amaciyla diisiik voltaj (2-3 V) ve diisiik
akim (<100 mA) diizeylerinde uyarilar verilmistir. Ejakiilatlar, daha 6nce 38°C’ye 1sitilmis, steril
50 mL’lik plastik beherlere toplanmistir.

Toplanan érnekler, spermatozoalarin canliligini koruyabilmesi amaciyla 38°C sabit sicaklik
saglayan termal tasima kabinda derhal laboratuvara ulagtirilmistir. Laboratuvara varisin ardindan,
ileri analizlere gecilmeden dnce semen Orneklerinin makroskobik degerlendirmesi yapilmistir. Bu
kapsamda, semen renginin, hacminin ve viskozitesinin degerlendirilmesi saglanmis; Srneklerin

genel kalitesi ve analiz igin uygunlugu 6nceden kontrol edilmistir.

3.2. Bilgisayarh Sperm Analizi (CASA) ile Motilite ve Konsantrasyon Ol¢iimii

Bu aragtirmada, her bir taze ke¢i semen 6rnegi, tasinabilir 6zellikteki bilgisayar destekli
sperm analiz sistemi olan iSperm (Aidmics Biotechnology, Tayvan) kullanilarak kapsamli bir
sekilde degerlendirilmistir. iSperm cihazi, sperm hiicrelerine ait hareketlilik ve ¢esitli Kinetik
ozelliklerin objektif ve yiiksek hassasiyetle analiz edilebilmesini miimkiin kilan gelismis bir mobil
sistem olup, yliksek ¢oziiniirliikkli akilli cihaz kamerasi ve 6zel yazilim altyapisi ile donatilmistir.
Yazilim, tiirlere 6zgii algoritmalarla ¢aligmakta ve bu sayede analizlerin Caprine (kegi) spermine
6zgli modda gerceklestirilmesine olanak tanimaktadir.

Analiz 6ncesinde, her semen Ornegi, ticari olarak temin edilen OviPlus Al sulandiricist
(Minitube) ile 1:200 oraninda seyreltilmis ve spermatozoalarin fizyolojik kosullara benzer bir

ortamda degerlendirilmesini saglamak amaciyla 38°C sicaklikta dengelenmistir. Seyreltme iglemi,



hem sperm yogunlugunu cihazin 6l¢lim araligina uyumlu hale getirmek hem de analiz sirasinda
optimum goriintiileme saglamak igin gergeklestirilmistir. Yaklagik 7-10 mikrolitre hacmindeki
seyreltilmis numune, tek kullamimlik 6zel bir mikroakigkan “cip” {izerine pipet yardimiyla
dikkatlice yerlestirilmis ve tizeri seffaf kapakla kapatilarak esit dagilim saglanmstir.

Cip, cihazin analiz bolmesine yerlestirildikten sonra 6lglim islemi baslatilmig ve 6rnekler,
iSperm Caprine 6 modu kullanilarak degerlendirilmistir. Bu analizde; toplam motilite, progresif
motilite, egrisel hiz (VCL), ortalama yol hizt (VAP), dogrusal hiz (VSL), lineerlik orani (LIN),
dogrusal ilerleme orani (STR), bas salinim genligi (ALH) ve kuyruk vuru frekansi (BCF) gibi
temel kinetik parametreler ayrintili bigimde 6l¢iilmiistiir.

Elde edilen veriler, analiz sirasinda cihaz ekraninda anlik olarak izlenmis ve es zamanli
olarak dijital ortamda kaydedilmistir. Tiim &lglim sonuglari, istatistiksel analizlerde kullanilmak
lizere veri seti formatinda disa aktarilmigtir. Bu yontem, analiz siiresini kisaltmasinin yani sira,
insan hatasini minimize etmesi ve yiiksek tekrarlanabilirlik sunmasi bakimindan caligmanin

giivenilirligini artirmigtir.

Sekil 3.1. Bilgisayarli destekli sperm analiz sistemi

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 gecirgenliine dayali olarak 6lii ve canli

hiicrelerin ayirt edilmesini saglar. Her gruptan alinan 10 pL semen 6rnegi, 10 pL Eozin ve 20 pL
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Nigrosin boyasiyla karistirilmis ve lam iizerine ince yayma seklinde uygulanmistir. Preparatlar oda
sicakliginda havada kurutulmus ve 400x biiylitmede Leica DMR faz-kontrast mikroskobu altinda
degerlendirilmistir. Her dmekten en az 100 spermatozoa sayilarak, boyanmis (pembe/kirmizi)

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

Sekil 3.2. Nigrosin-Eozin boyama teknigi ile sperm canlilik degerlendirmesi

Sperm zar biitiinligli degerlendirmesi i¢in Hipoozmotik Sisme Testi (HOST) uygulanmistir
(Sekil 3.3). Bu test, spermatozoanin kuyruk kismindaki membran yapisinin saglamligini
degerlendirir. Hipoozmotik ortamda su gegisi zar araciligiyla olur ve zar saglam ise sisme ve
kivrilma gozlenir.

Test prosediirii soyledir:

100 uL semen, 900 pL hipoozmotik fruktoz ¢dzeltisi (100 mOsmol/kg) ile karigtirilmstir.

Karigim 37°C’de 30 dakika inkiibe edilmistir.

Ardindan 10 pL’lik 6rnek lam iizerine alinarak faz-kontrast mikroskop altinda
degerlendirilmistir.

Kuyruk kisminda sisme ve kivrilma gozlemlenen spermatozoalar HOST-pozitif olarak

degerlendirilmis ve % oranlar1 kaydedilmistir.
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Bu iki test, spermlerin fizyolojik durumunu hem yapisal hem de fonksiyonel diizeyde

degerlendirmeye imkan tanimaktadir.

Sekil 3.3. Hipoozmotik Sisme Testi (HOST) ile sperm zar biitiinliigii analizi

3.4. Deneysel Diizenegin Kurulumu ve Termotaksi Modeli

Calismada spermatozoalarin sicaklik gradyanlarina karsi gosterdikleri davranigsal tepkileri
degerlendirmek amaciyla 6zel olarak tasarlanmig 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)
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Isitma Plakasi

Sekil 3.4. Termotaksi modelin deneysel tasarimin

Bu strafor bariyer (Sekil 3.5) ¢ift islevli olarak gorev yapmaktadir:
1. Yarim kiireler arasinda 1s1 iletimini azaltmak,

2. Spermlerin tiiplin ortasindan gecerek karst bolgeye ulasmalarini fiziksel olarak

engellemek.
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Sekil 3.5. Strafor bariyer yerlesimi
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Bu sayede tup igerisinde termal ayrigsmanin korunmasi ve gradyan boyunca net bir sicaklik
farkinin olusmasi saglanmustir.

Her bir yarim kiire de farkli sicaklik ortamlar1 olusturmak amacriyla tiiplerin dis yiizeylerine
bagimsiz olarak kontrol edilen bakir, 1sitma ve sogutma plakalar1 entegre edilmistir (Sekil 2.6). Bu
plakalar tliplerin 5 ml c¢izgisinden yukartya kadar olan kismim1 kapsayacak sekilde
konumlandirilmis ve lokal sicaklik modiilasyonu saglamaktadir.

Isitma islemi, diisiik voltaj ve disiik akimla c¢alisan bir giic adaptéri (Gauss, TR)
araciligryla gergeklestirilmigtir.

Sogutma islemi ise, 2V gerilimde ¢alisan ve 49W gii¢ kapasitesine sahip, 40x40 mm
boyutlarindaki termoelektrik (Peltier) sogutucu modiili (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 = siirekli konulabilmesi ig¢in her yarim kiire igine dijital sicaklik sensdrler
yerlestirilmistir. Bu sensorler gercek zamanli veri saglayarak STC3008 dijital termostat sistemi
araciligiyla 1sitma- sogutma birimlerinin dinamik olarak ayarlanmasina imkan saglamistir. Ayrica,
hazirlanan diizenek %5 CO: atmosferine sahip, 38°C’de calisan nemlendirilmis bir inkiibator
icerisine yerlestirilmistir. Bu kosullar altinda Termotaksi testinin gergeklesecegi 45 dakikalik
inklibasyon suresi boyunca sistemdeki sicaklik farkliliklari sabit tutulmus ve g¢evresel kontrol

saglanmstir.

3.5. Orneklerin Hazirlanmasi ve Inkiibasyon Kosullari

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

yavasca yapilarak uglarinin duvara temasindan kaginilmigtir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. 100 pL’lik sperm drneginin tiiplere aktarimi

Kontrol ve termostaksi deney tiiplerinin her biri islemden en az 2 saat 6nce hazirlanmis ve
20 mL Sperm-TL ¢ozeltisi ile doldurulmustur. Boylece hem ¢ozeltinin sicaklik ve pH stabilitesinin
saglanmast hem de ortamin homojenlesmesi amaglanmistir. Sperm-TL ¢Ozeltisi spermlerin
fizyolojik motiliteyi surddrilebilmesi igin gerekli ironik, bilesimi i¢eren ve sperm ¢alismalari i¢in
yaygin olarak kullanilan bir ortamdir. Spermlerin eklenmesinin ardindan her iki tip de 5% CO-
atmosferine sahip, yiksek nem kontrolli bir inklibatore yerlestirilmistir. Bu kosullar, spermin hem
pH hem de osmolarite agisindan fizyolojik olarak uygun ortam saglamistir. Kontrol grubuna ait tip
ise ayni inkibator icerisinde 38°C inkiibe edilmistir (Sekil 2.6). Termotaksi grubuna ait deney tiip
ise ayni sartlarda ve inkiibatorde bulunmakta ancak hazirlanan model igerisinde tiipler. 2 yarim
kureye ayrilmis ve kiireler arasindaki sicaklik farki, harici, 1sitma- sogutma yontemiyle korunarak.
34°C ile 40°C arasinda farkli ve dikey bir sicaklik gradyana maruz birakilmistir. Boylece
spermlerin farkli sicaklik bolgelerine yonelim davranisi degerlendirilmistir.

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

guvenilir bir gostergedir.
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3.6. Termotaksi Sonunda Ornek Toplama ve Analiz

Inkiibasyon siiresi olan 45 dakika tamamlandiktan sonra, termotaksi model tuplerinin her
iki yarim kiiresinden de ornek toplanmistir. Her bir bolimden 1000 puL (1 mL) hacminde sperm
stispansiyonu alinmistir. Bu 6rnekleme, tiiplerin i¢ yapisina zarar vermeden ve sicaklik bolgelerinin
karigmasina neden olmayacak sekilde, steril uclu pipetler ile dikkatlice gerceklestirilmistir.

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

boyunca esit dagilima m1 yoneldigi analiz edilmistir.

3.7. Istatistiksel Analiz

Bu c¢alismada, termal gradyanlarin teke spermi parametreleri Gzerindeki -etkisini
degerlendirmek amaciyla istatistiksel analizler gerceklestirilmistir. Incelenen parametreler arasinda
sperm konsantrasyonu, motilite diizeyi ve gesitli kinetik dzellikler yer almustir. ikiden fazla sicaklik
grubunu iceren karsilagtirmalarda (6rnegin 38,0°C, 38,1°C, 41°C ve 33°C), grup ortalamalari
arasinda anlaml fark olup olmadigim belirlemek amaciyla tek yonlii varyans analizi (One-Way
ANOVA) uygulanmigtir.

ANOVA sonrasinda, gruplar arasi ikili karsilastirmalar i¢in Tukey’nin Diiriistce Onemli
Fark Testi (Tukey's HSD) kullanilmistir. Bu test, aym1 bireysel ornek {iizerinden elde edilen
eslestirilmis Olgtimlerin analizinde, bireyler arasi varyasyonu kontrol altina alarak guvenilir
karsilastirmalar yapilmasini saglamaktadir.

Elde edilen sonuglar, ortalama + standart hata (mean = SEM) formatinda sunulmus ve P <
0.05 degeri istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak kabul edilmistir. Ayrica, sicaklik gruplart arasinda
sperm canlilig1 (canli/6lii) ve zar biitiinliigii (HOST pozitif/negatif) bakimindan olusan dagilimlar
kargilastirmak igin Ki-kare (?) testi uygulanmustir.

Tim istatistiksel analizler Minitab 19 istatistik yazilimi kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Sperm Konsantrasyonu

Bu ¢alismada, laboratuvar sartlarinda olusturulan dikey sicaklik gradyanlart igerisinde, teke
spermatozoalarinin 33°C ve 41°C bolgelerine gosterdigi yonelim davraniglan degerlendirilmistir.
Elde edilen bulgular, spermatozoalarin bilyiik oranda 33°C sicaklik bolgesine yoneldigini ve bu
bolgede daha yiiksek konsantrasyonla toplandigini géstermektedir.

Tez kapsaminda yapilan calismalar kapsaminda incelenen tiim eslestirilmis Ornek
ciftlerinde (Sekil 4.1), 33°C’bulunan sperm konsantrasyonu 41°C’ye goére belirgin sekilde yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ornegin; 1. giftte 33°C'de 6lciilen sperm konsantrasyonu yaklasik 7,5 x
10%/ml iken, 41°C'de bu deger 3,8 x 10%ml’ye diismiistiir. En dikkat ¢ekici farklardan biri 5. 6rnek
ciftinde gorilmistiir; burada 33°C’de sperm konsantrasyonu 4,5 x 10%ml civarindayken, 41°C’de
bu oran 2 X 10%ml’nin altina gerilemistir. Bazi ¢iftlerde fark daha az belirgin olsa da (6rnegin 2. ve
10. ciftler), genel egilim degismemistir: sperm hiicreleri, tutarli bir sekilde 33°C bdlgesine
yonelmistir. Elde edilen bu sonuglar, teke spermatozoalarinin daha diisiik sicaklik bolgelerine
yonelme egiliminde oldugunu ve yiiksek sicakliktan kacindigini gostermektedir. Sicakligin
artmasiyla olusabilecek termal stresin, sperm canliligi, zar biitiinligii ve hareket yetenegi iizerinde
olumsuz etkiler yaratabilecegi bildirilmistir (Hidalgo ve ark., 2018; Diaz ve ark., 2023). Ayrica bu
sonuglar davranisin yalnizca pasif bir kaginma degil, aktif bir termotaktik yanit olabilecegini ortaya
koymaktadir.

Calismada kullanilan deney diizeneginde sperm hiicreleri, baglangicta kullanilan tiipiin orta
noktasina yerlestirilmis ve her iki yone hareket etme 6zgiirliigline sahip olmuslardir. Bu kosullar
altinda spermatozoalarin ¢ogunlukla 33°C yoniine ilerlemesi, termal stresten kaginma disinda bir
yonelim davranisi oldugunu desteklemektedir. Ayrica, 33°C bolgesinde hem motilite hem de
canlilik oranlarinin daha yiiksek olmasi, bu bdlgenin sperm fizyolojisi agisindan daha elverisli bir
ortam sundugunu gostermektedir (Cerezales ve ark., 2018; Bahat ve ark., 2006).

Sperm termotaksisinin klasik taniminda, spermatozoalarin hafif daha sicak bolgelere
yoneldigi bildirilmistir (Bahat & Eisenbach, 2006; Bahat ve ark., 2006; Cerezales ve ark., 2018).
Ancak bu caligmada g6zlenen, daha soguk bolgeye yonelim davranisi, sicaklik farkinin biiytikligi
ve mutlak sicaklik degerlerinin sperm yanitinda belirleyici rol oynayabilecegini gostermektedir.
Benzer sekilde, Swain ve ark., (2025) 41°C'nin kegi spermi igin fizyolojik olarak sinir degerleri

astig1 ve termal hasar olusturdugunu bildiren ¢aligmalar bulunmaktadir.
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4.2. Sperm Motilitesi ve Kinetik Parametreler

Bu calismada, aynm1 zamanda taze ejakiilat orneklerinden elde edilen kinetik verilerle
karsilagtirma yapildiginda, 33°C bolgesindeki sperm parametrelerinin taze sperm degerlerine
olduk¢a yakin oldugu; buna karsin 41°C'de bu parametrelerin 6nemli Olglide geriledigi
goriilmektedir. Ornegin, taze spermde motilite %83,8 ve progresif motilite %76,0 iken, 41°C
ortamda bu degerlerin sirastyla %66,6 ve %60,9’a diismesi, 1siya bagli fonksiyon kaybini agikca
ortaya koymaktadir. Kontrol grubu olarak olusturulan 38°C vs. 38°C sicaklik kosulunda (Table
4.2), taze spermle kiyaslandiginda hafif bir motilite disiisii gozlemlenmisse de bu farklar
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu durum, sperm hiicrelerinin zamana bagli enerji kaybi
ve in vitro kosullarda maruz kaldig1 hafif stresin etkisiyle a¢iklanabilir. Ancak burada sicaklik farki
olmamasi, yonelim davranigini tetiklememis ve sperm konsantrasyonlari her iki bélmede benzer
dagilmistir. Bu gozlem, termotaktik yanitin bir gradyana bagl olarak gelistigini, homojen sicaklikta

ise yonelimin olmadigini1 gostermektedir.

Cizelge 4.1. Taze teke sperminin kinetik 6zellikleri.

Kinetik Parametreler Taze Semen
Motility (%) 83.830 + 2.63
Progressive Motility (%) 76.000 + 4.42
Curvilinear Velocity (um/s) 156.600+ 5.19
Average Path Velocity (um/s) 115.800 + 6.74
Straight Line Velocity (um/s) 106.300 + 5.90
Linearity (%) 69.200 + 4.72
Straightness (%) 90.800 + 1.54

ALH (um) 8.300 + 0.69

BCF (Hz) 32.100 + 3.13
WOB (%) 75.200 £+ 4.839
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Cizelge 4.2. Teke sperminin kinetik 6zellikleri Uzerine sicakligin (Kontrol) etkisi

Sicakhik/ 38a °C 38b °C p

Kinetik Parametreler n=7 n=7 ()
Motility (%) 69.00 + 3.61 65.80 + 5.96 NS
Progressive Motility (%) 61.40 £ 3.71 56.40 +£5.50 NS
Curvilinear Velocity (um/s) 155.40 £ 2.69 158.60 + 3.49 NS
Average Path Velocity (um/s) 92.20 £ 3.48 88.80 + 2.62 NS
Straight Line Velocity (um/s) 88.00 £ 8.84 86.60 £ 5.48 NS
Linearity (%) 53.50 £ 2.89 55.20 £2.78 NS
Straightness (%) 89.40 £ 0.51 91.80 £1.02 NS
ALH (um) 8.63+0.45 7.08+0.44 NS
BCF (Hz) 31.03 £ 1.80 33.20+£2.79 NS
WOB (%) 63.40 + 2.16 59.00 £ 2.30 NS

" Aymi siitunda farkl tistsimge harfleri tastyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).

Sonuglar, 41°C'nin kegi spermatozoalart i¢in fizyolojik sinirin iizerinde bir sicaklik oldugu
ve termal stresin hem hareketliligi hem de canliligi belirgin sekilde azalttigi gostermektedir. Bu

durum, Onceki caligmalarda kiigiikbas hayvanlarda spermlerinin yiiksek 1siya karsi hassasiyetini

ortaya koyan bulgularla da uyumludur (Séderquist ve ark., 1997; Hidalgo ve ark., 2018).

Termotaksinin molekdler temeline bakildiginda, TRPV1 ve TRPV4 gibi sicakliga duyarl
transient reseptor potansiyel (TRP) kanallarinin sperm hiicrelerinde goérev aldigi, bu kanallarin
sicaklik degisimlerine bagli olarak Ca?" akisini diizenledigi bilinmektedir (De Toni ve ark., 2018;
Mundt ve ark., 2018). Ayrica, yakin zamanda yapilan arastirmalar, opsinlerin (rodopsin,

melanopsin) spermatozoalarda termal algilamada gorev alabilecegini de gostermistir (Cerezales &

Alvarez, 2017).
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Cizelge 4.3. Teke sperminin kinetik 6zellikleri Uzerine sicakligin (33 °C vs. 41 °C) Etkisi

Sicakhik/ 33°C 41 °C p
Kinetik Parametreler n=18 n=18 ()

Motility (%) 78.40 £ 4.49 66.60 + 2.91 0.01
Progressive Motility (%) 73.10+4.41 60.90 £ 2.57 0.01
Curvilinear Velocity (um/s) 147.40 £ 13.62 124.30 + 8.80 NS
Average Path Velocity (um/s) 118.00 £ 8.22 104.50 £ 6.08 NS
Straight Line Velocity (um/s) 89.20 £5.01 87.90 £ 5.37 NS
Linearity (%) 59.50 £ 2.77 58.70 £ 2.92 NS
Straightness (%) 88.50 +£2.43 83.60 £ 3.56 NS
ALH (um) 7.54 £0.32 6.84 £0.24 0.02
BCF (Hz) 2548 +1.18 23.89+1.21 NS
WOB (%) 66.20 + 2.73 63.80 + 2.63 NS

ab Ay siitunda farkl: iistsimge harfleri tasryan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).

Sonug olarak, kinetik veriler ke¢i spermatozoalarinin termal gradyanlara duyarli oldugunu
ve bu duyarliligm, daha disiik sicaklik bolgelerine yonelim seklinde ortaya ¢iktigim
gostermektedir. 33°C ortamin spermler i¢in daha uygun bir mikro sicaklik ortami sunmaktadir. Bu
bulgular, sperm se¢imi ve yardimci iireme teknolojilerinde (6rnegin IVF ve mikroakiskan
sistemlerde) termotaksiye dayali stratejilerin gelistirilmesi acisindan umut verici bir temel
olusturabilecektir (Diaz ve ark., 2023; Huang ve ark., 2024). Kiigiikbas hayvanlarda bu yonde
yapilacak ileri molekiiler ve fizyolojik calismalar, tiir spesifik termotaksik yanitlarin daha net
anlagilmasina olanak saglayacaktir.

Calismadan elde edilen veriler (Tablo 3), Termotaksi y6neliminin yalnizca hareket yon
degil; ayn1 zamanda hiicresel fonksiyonlar {izerinde de dogrudan etkiledigini géstermektedir. 33°C
bolgesinde toplanan spermatozoalarin toplam motilite (%78,4) ve progresif motilite (%73,1)
degerleri, 41°C bolgesine kiyasla anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur (%66,6 ve %60,9;

P=0.01). Bu bulgular, artan sicakligin spermatozoalarin ileriye doniik hareket kabiliyetini ve
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kuyruksak hareketin yapisal biitiinliiglinii bozdugunu gostermektedir. Literatiirde, yiiksek
sicakliklarin sperm hareketini hipermotiliteye siiriikledigi veya fizyolojik strese yol agtig1 rapor
edilmistir (Hidalgo ve ark., 2018). Ayni zamanda, 41°C'de ALH (amplitiid) parametresinde anlamli
bir azalma (7,54 pm — 6,84 pum; P=0.028), kuyruksak hareketin genliginde bozulmaya neden
oldugunu gostermektedir.

Elde edilen sonuglar, hiz parametrelerinde (VCL, VAP, VSL) anlaml fark gézlenmemekle
birlikte, 6zellikle VCL’de gozlenen diistis (147,4 pm/sn den 124,3 um/sn) dikkat cekicidir ve
yiiksek sicakligin sperm hareket modelini olumsuz etkileyebilecegine isaret etmektedir. Ayrica,
BCF ve WOB degerlerinde 6nemsiz diislisler gézlenmistir. Kinetik degisiklikler, sicakliga bagl
olarak kuyruksak hareketlilik yapisinda meydana gelen bozulmalar1 yansitmakta olup, literatiirde
sicaklikla aktive olan kalsiyum kanallar1 (6zellikle CatSper) tizerinden acgiklanmaktadir. CatSper
kanali yaklasik 33-34°C’de aktive olmakta ve sicaklik artigina bagli Ca?* akigimi tetikleyerek
hiperaktivasyon benzeri hareketlere yol agabilmektedir (Mundt ve ark., 2018; Swain ve ark., 2025).

4.3. Sperm Zar Biitiinliigii (HOST Testi)

Bu boliimde, farkli sicaklik kosullarinda inkiibe edilen keci spermlerinin zar biitiinligi
(membran biitlinliigli) degerlendirilmis ve sonuglar HOST (Hypoosmotic Swelling Test) testi ile
analiz edilmistir. HOST pozitif spermatozoalar, canli ve islevsel hiicreler olarak kabul edildiginden,
bu parametre fertilizasyon yeteneginin dolayli bir gostergesi olarak 6nem arz etmektedir.

Benzer sicaklik ortamlarindaki (Kontrol Grubu: 38°C ve 38°C) HOST Pozitif Oranlar
Cizelge 4.4'te sunulmustur. Sonuglara gore, taze sperm Orneginde baslangicta HOST pozitif oranm
%88,1 £ 7,15 olarak belirlenmistir. Bu oran, 45 dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan her iki
38°C bolmesinde de anlamli sekilde azalmistir. Spesifik olarak: 38a°C bdlmesinde HOST pozitiflik
orani %64,3 £ 3,16 ve 38b°C bolmesinde ise %65,5 £ 3,11 olarak kaydedilmistir. Istatistiksel
analizler, hem 38a°C hem de 38b°C gruplarindaki degerlerin, baslangi¢ degerine goére anlaml
diizeyde disiik oldugunu gostermektedir (P < 0.05). Bu sonug, homojen sicaklik kosullarinda bile
zamanla zar biitiinliigiinde azalma meydana geldigini ve sperm hiicrelerinin in vitro ortamda belirli
bir siirenin sonunda canliliklarii kaybetmeye bagsladiklarimi gostermektedir. Homojen sicaklik
ortaminda bile gozlenen bu diisiis, spermatozoalarin in vitro kosullarda enerji rezervlerini
tiketmeye baglamasi ve termal-oksidatif stres ile karsilagmalari sonucunda canliliklarini

kaybettiklerini bildirilmistir (Hidalgo ve ark., 2018)
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Cizelge 4.4. Benzer sicaklik gradyanlarinin HOST pozitif sperm oranlari
HOST-Pozitif Sperm (%)

Start (Taze) 88,1+7,15°
38a °C (45min) 64,3+3,16°
38b °C (45min) 65,5+3,11°

ab Ayni siitunda farkl: iistsimge harfleri tasryan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).

Farkli sicaklik gradyanlarindaki (33°C vs 41°C) HOST Pozitif Oranlar1 Cizelge 4.5'te
sunulmaktadir. Baslangigta, taze sperm 6rneginde HOST pozitiflik oran1 yine %88,1 + 7,15 olarak
tespit edilmistir. Ancak sicaklik farki olan gruplarda bu oranlar su sekilde degismistir: 33°C
grubunda: HOST pozitif oram1 %61,7 = 2,86, 41°C grubunda: oran %56,4 + 3,21 olarak
belirlenmigstir. Bu sonuglar, her iki sicaklik bélmesinde de zar biitiinliigiinde 6nemli derecede diisiis
oldugunu ortaya koymakla birlikte, 41°C’nin 33°C’ye kiyasla daha fazla zararli etki yarattigim
gostermektedir. Istatistiksel analiz sonuglarina gore, 41°C’°deki HOST pozitiflik oran1, 33°C’ye
kiyasla anlamli sekilde daha diisiikk bulunmustur (P <0.05). Bu veriler, 6zellikle yiiksek sicakligin
(41°C) spermatozoa zar biitiinliigii iizerinde olumsuz etkiler yarattigini, hiicre zar1 gecirgenliginin
bozuldugunu ve bu nedenle canliligin azaldigimi géstermektedir. 33°C ortaminda ise zar biitiinligii
daha iyi korunmus ve sperm fizyolojisi agisindan daha elverigli bir mikro ortam saglanmustir.
41°C’nin teke spermi igin termal stres olusturdugunu ve zar yapilarinda hasara neden oldugunu
acikca gostermektedir. Yiiksek sicaklik, hiicre zarinin gegirgenligini bozarak iyon dengesini
degistirmekte, zar potansiyelini olumsuz etkilemekte ve sonug olarak sperm hiicresinin yagamini

sirdiirememesine neden olmaktadir (Soderquist ve ark., 1997; Hidalgo ve ark., 2018).

Cizelge 4.5. Farkli sicaklik gradyanlarinin HOST pozitif sperm oranlari
HOST-Pozitif Sperm (%)

Start (Taze) 88,1+7,15
33 °C (45min) 61,7+2,86°
41 °C (45min) 56,4+3,21°

D¢ Ayni siitunda farkli iistsimge harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).

23



4.4. Sperm Canhhg: (Nigrosin-Eozin Testi)

Sperm hiicrelerinin canliligi, dollenme kapasitesinin siirdiiriilebilirligi agisindan temel bir
parametre olup, ayni zamanda zar biitiinliigli ile dogrudan iligkilidir. Caligmada, farkli sicaklik
kosullarinin sperm canlilig1 iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla Nigrosin-Eozin boyama testi
uygulanmistir. Bu testte canli hiicreler (Sekil 3.2) boyay1 gegirmeyerek renksiz kalirken, oli
hiicreler zarsal biitiinliik kayb1 nedeniyle eozin tarafindan boyanmakta ve mikroskobik olarak ayirt
edilebilmektedir.

Benzer sicaklik kosullarindaki (38°C ve 38°C) canlilik oranlar1 Cizelge 4.6’da
sunulmaktadir. Sonuglara gore, taze ejakiilat 6rneklerinde canli sperm oran1 %89,5 (188/22) olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu oran, 45 dakikalik inkiibasyon siiresi sonunda her iki 38°C boélmesinde anlamli
diizeyde diisiis gostermistir. Bu diisiisler istatistiksel olarak anlamli bulunmus (P<0.05) ve zaman
igerisinde homojen sicaklik kosullarinda dahi canlilik oranlarinin azalabilecegini gostermistir. Bu
durum, spermatozoalarin in vitro kosullarda enerji rezervlerini tiikketmeleri ve termal oksidatif stres
ile karsilagmalari sonucu hiicresel fonksiyonlarin1 kaybettiklerini gostermektedir (Hidalgo ve ark.,
2018; Diaz ve ark., 2023). Membran biitiinliigii ile canlilik arasindaki bu korelasyon, termal stresin

morfolojik olarak izlenebilen hiicresel zar hasari ile sonuglandigini da desteklemektedir.

Cizelge 4.6. Kontrol sicaklik gradyanlarinin canli/6lii sperm oranlari iizerindeki etkisi.

% Sperm (Canli/Olii)
Start (Fresh) 89,52 (188/22)
38a °C (45min) 62,8 (125/74)
38b °C (45min) 63,20 (131/76)

ab Ay siitunda farkl: iistsimge harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).

Dikey sicaklik farki olusturularak yapilan deney grubunda (Cizelge 4.7), inkiibasyon
stiresince farkli sicakliklarin morfolojik canlilik {izerinde farkli etkiler yarattig1 belirlenmistir. Taze
ornekteki canlilik orami yine %89,5 (188/22) iken; 33°C boélmesinde: %67,1 (130/72), 41°C
bolmesinde: %57,2 (118/88) seklinde Sl¢iilmiistiir. Sicakligin 33°C olan grupta gézlemlenen diisiis,
taze 6rnege kiyasla belirgin olsa da 41°C grubundaki diisiis daha yuksek oranda olup ve istatistiksel
olarak anlamlidir (P<0.05). Bu bulgu, yiiksek sicakligin sperm hiicre zar1 gegirgenligini bozarak
canlilik kaybina neden oldugunu, dolayisiyla 41°C'nin kec¢i spermatozoalari1 agisindan zararl bir
cevresel faktor oldugunu gostermektedir.

Ozellikle 41°C ortamindaki canlilik oranmin %57 seviyesine gerilemis olmasi, sperm

hiicrelerinin ciddi morfolojik zarar gordiigiine isaret etmektedir. Bu zararlar hiicre zarinda yapisal
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bozulma, iyon dengesi kaybi, mitokondriyal fonksiyonlarin bozulmasi ve hatta apoptotik siireglerin
baglamasi gibi olgularla agiklanabilir (Hidalgo ve ark., 2018). Sdderquist ve ark. (1997) tarafindan
kog spermiyle yapilan benzer bir caligmada, 40°C tizerindeki sicakliklarin sperm canlilig1 tizerinde
baskilayict etkiler yarattigini gdstermistir. Bu caligmadaki veriler, kiiciik ruminant spermlerinin

sicakliga kars1 yliksek duyarliligini bir kez daha ortaya koymaktadir.

Cizelge 4.7. Farkl sicaklik gradyanlarinin Canli/Olii sperm oranlari iizerindeki etkisi.

% Sperm (Canli/Olii)
Start (Fresh) 89,52 (188/22)
33 °C (45min) 67,1 (130/72) b
41 °C (45min) 57,2 (118/88) <

abc Ayni siitunda farkh tistsimge harfleri tasiyan degerler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P <0,05).
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Bu calismada, teke spermatozoalarinin dikey sicaklik gradyanlarma karsi gosterdigi
termotaktik davranis ilk kez detayli sekilde incelenmistir. Yapilan deneylerde, sperm hiicrelerinin
33°C’lik ortama yonelerek bu bolgede daha yiiksek konsantrasyonla biriktigi, buna karsilik 41°C
bolgesinden kagindigi agik¢a gozlemlenmistir. Bu durum, spermlerin yalnizca pasif bir kaginma
davranisi gostermedigini, ayni zamanda aktif bir termotaktik yonelimde bulundugunu ortaya
koymaktadir.

Sperm zar bitiinliigli (HOST testi) ve canlilik (Nigrosin-Eozin testi) verileri, sicakligin
morfolojik parametreler Uzerindeki etkisini agik¢a gostermektedir. HOST testi sonuglarina gore,
hem homojen (38°C vs 38°C) hem de farkli sicaklik gradyani (33°C vs 41°C) kosullarinda sperm
zar biitiinliigiinde inkiibasyon siiresine bagli olarak anlamli azalmalar meydana gelmistir. Ozellikle
41°C’de zar bitiinliigii anlamli diizeyde bozulmus ve bu durum membran gegirgenliginin zarar
gordigiinii gostermektedir. Benzer sekilde canlilik testinde, taze 6rneklerde %89,5 olan canli sperm
orani, 41°C bolgesinde %57,2’ye diismiis ve bu disiis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(P<0.05). Bu bulgular, sicaklik kaynakli zar hasarlarinin sperm hiicre membrani {izerinde ciddi
etkiler yarattigini ve hiicrelerin canlili§ini azalttigini gostermektedir.

Sonug¢ olarak, bu tez caligmasi, keci spermatozoalarmin sicaklik degisimlerine karsi
oldukca hassas oldugunu, 6zellikle zar biitiinliigii ve canlilik gibi morfolojik parametrelerde yiiksek
sicakligin ciddi hasarlara yol acgtigin1 ve bu hiicrelerin fizyolojik olarak 33°C gibi daha diisiik
sicakliklarda daha iyi korundugunu gostermektedir. Spermatozoalarin daha diisiik sicaklik
ortamlarina yonelmesi, bu bolgelerin daha elverigli mikro c¢evreler sunduguna isaret etmekte ve
termotaksinin morfolojik biitiinliik agisindan avantaj sagladigini gdstermektedir.

Elde edilen bulgular, yardimci iireme teknolojilerinde (YUT) termotaksis bazli sperm
se¢im yontemlerinin kiigiikbaslarda da uygulanabilirligini ortaya koymaktadir. Ozellikle sperm zar
biitiinligii ve canliligi acisindan daha elverisli kosullar sunan sicaklik araliklarinin belirlenmesi,
IVF ve tohumlama bagarilarini artirabilecektir.

Gelecekte yapilacak arastirmalarda, TRPV1, TRPV4 ve CatSper gibi sicaklikla iligkili iyon
kanallarmin teke spermlerindeki ifade diizeylerinin belirlenmesi, termotaksik davranislarin
molekiiler temellerini agikliga kavusturabilecektir.

Kegilerin genital sistemindeki sicaklik gradyanlarinin ovulasyon déneminde ayrintili olarak
incelenmesi, bu tilirin dogal termotaksik yonelim mekanizmasinin anlagilmasina katki
saglayacaktir.

In vitro ¢alismalar sirasinda uzun siireli inkiibasyonun sperm hiicreleri tizerinde zararli
etkiler yarattigt g6z Oniinde bulundurularak, bu siirelerin minimal diizeyde tutulmasi

onerilmektedir.
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