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ONSOZ

Glin gectikge artan insan niifusu, sanayilesme ve fosil yakit tiiketimindeki artis,
atmosferdeki sera gazlarimin oraninin artmasmna ve kiiresel 1sinmaya neden olmaktadir.
Kiiresel 1sinma, sera etkisinin artmast ve buzullarin erimesiyle siddetlenerek devam
etmektedir. Bu durum, bilim insanlarini kiiresel 1sinmanin 6nlenmesine ve kiiresel 1sinmanin

canlilar tizerindeki etkilerinin incelenmesine yoneltmistir.

Kuzey yarim kiirede yer alan {lilkemizin Aydin ilini de i¢inde barindiran giiney bati,
giiney ve giiney dogu kisimlarinda yaz aylari oldukga sicak gegmektedir. Bu nedenle Aydin ili
sicak stresinin canlilar iizerindeki olasi etkilerinin incelenmesi i¢in olduk¢a uygun kosullar
sunmaktadir. Yazlarin oldukca sicak gectigi bolgeler, dogal yasam alanlarinda canlilarin sicak
stresinden nasil etkilendiginin gozlenmesine olanak saglarlar. Bu bolgeler kiiresel 1sinmaya
bagl olarak olasi sicaklik artiglarinin canlilar {izerinde olusturacagi etkiler hakkinda bilim
insanlarina Onemli bilgiler sunmak {izere tasarlanmis bir laboratuvar ortami olarak

diistintilebilirler.

Sicak stresinin reprodiiksiyon iizerine etkilerini inceleyen ¢aligmalarin biiyiik bir
cogunlugu laboratuvar ortaminda deney hayvanlariin yapay olarak sicak stresine maruz
birakilmasina dayanmaktadir. Canlilarin dogal ortamlarinda maruz kaldigi c¢evresel sicak
stresi bizlere daha dogru, daha objektif bilgiler saglayabilir. Sicak stresinin erkek ciftlik
hayvanlar1 {izerine olas1 etkilerini inceleyen ¢aligmalarin biiylik bir cogunlugu testis
dokusunun g¢esitli izolasyon malzemeleri ile sarilarak isisimin arttirilmasina dayanmaktadir.
Ayrica sicak stresinin ¢iftlik hayvanlar1 lizerine etkisini inceleyen ¢alismalarin sayisi deney

hayvanlarina oranla daha az ve degerlendirilen parametreler yoniinden daha yetersizdir.

Bu bilgiler 1s131nda, Adnan Menderes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
birimince desteklenen bu c¢alisma, Sicak stresinin koglarda in-vitro spermatolojik parametreler
lizerine etkisini aragtirmak ve yukarida bahsedildigi {lizere var olan bilimsel eksiklikler

yoniinden mevcut bilimsel altyapiya katkida bulunmay1 amacglamaktadir.
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1. GIRIS

Stres bir canlinin ¢evre kosullar1 ile bas edebilme kabiliyetini yitirmesi olarak
tanimlanabilir (Dobson ve Smith 2000). Canlilar ¢ok farkli stres etkenlerine maruz
kalabilirler. Bu etkenler, fiziksel (egzersiz, transport), immiinolojik (hastalik, toksin
uygulamalari), psikolojik (izolasyon, insan-hayvan etkilesimleri) ve ¢evresel (sicak, soguk)
seklinde siniflandirilabilir. Farkli stres etkenleri farkli etkiler olusturabilir. Stresin canlida
olusturdugu etki, stresin siiresine gore farkliliklar gosterir. Strese verilen cevap tiirler
arasinda farklilik gosterdigi gibi farkli cinsiyetlerin de strese verdigi cevap farkli

olabilmektedir (Tilbrook ve ark 2000).

Birgok tiirde stres, glikokortikoid bir hormon olan kortizoliin salinimini
uyarmaktadir. Stres hipotalamo-hipofizer-adrenal aksi uyararak, kortikotropin salgilatict
hormon salgilanmasina neden olur. Buna bagl olarak 6n hipofizden adrenokortikotropik
hormon (ACTH) salgis1 uyarilir (Engler ve ark 1989). ACTH adrenal bezden
glikokortikoidlerin salgisini uyarir. Stresle salinan katekolaminler ve glikokortikoidler
stresin etkilerini hafifletmeye calisirlar. Kronik veya uzun siireli stres gonadotropin
salgisin1 baskilayarak, tiremeyi kisitlar. Gegici ve kisa siireli stresin lireme iizerine etkisi

cok belirgin degildir (Tilbrook ve ark 2000).
1.1. Sicak Stresi ve Ureme

Bir canlinin, kendisi icin fizyolojik olan degerlerin lizerinde sicakliga maruz kalmasi
sonucu o canlida sekillenen stres reaksiyonlarimin tamamina sicak stresi denir. Sicak
stresinin canlilarin yasam kalitesini diisiirmekten baglayarak 6liime kadar varabilen ¢ok
genis sonuglart olabilmektedir. Sicak stresinin fertilite lizerine olan etkileri insan (Mieusset
ve ark 1987), fare (Jannes ve ark 1998), rat (Setchell ve ark 1988), boga (Karabinus ve ark
1997) ve koglarda (Al-Ghetaa 2012) rapor edilmistir. Genel hatlariyla sicak stresi disilerde
LH ve 6strojen salgisini diisiirebilir, folikiiler sividaki dstrojen miktarini ve follikiildeki LH
reseptOr sayisini azaltabilir. Bu duruma bagli olarak disilerde oosit ve folikiiliin gelisimi ve
fonksiyonu bozulabilir, ovulasyonda gecikmeler sekillenebilir (Hansen 2009). Sicak
stresinin bogalarda, LH salgisinda gegici bir diisiise neden olurken testosteron salgisinda

degisiklige neden olmadigi belirlenmistir (Minton ve ark 1981). Erkeklerde sicak stresinin



asil etkisini testis igerisinde spermatogeneziste aksamalara yol acarak olusturdugu

diisiiniilmektedir (Hansen 2009).

1.1.1. Sicak Stresinin Uyarilmasi

Sicak stresinin testisler iizerindeki etkilerini incelemek i¢in arastirmacilar ¢ok farkli
teknikler kullanmislardir. Bu teknikler su sekilde siralanabilir: 1) Canlinin bulundugu
ortamin sicakliginin arttirilmasiyla canlimin devamli veya aralikli olarak sicak stresine
maruz birakilmasi (Meyerhoefer ve ark 1985, Nichi ve ark 2006), 2) Testislerin izolasyon
malzemeleri ile sarilmasiyla ya da testislerin sicak su banyosunda tutulmasiyla bolgesel
olarak sicak stresinin uyarilmasi (Banks ve ark 2005, Arman ve ark 2006), 3) Cerrahi
yontemle tek veya her iki testisin viicut icerisine alinmasi (indiiklenmis kriptorsidizm) ile
sicak stresinin uyarilmasi (Yin ve ark 1997, Zhang ve ark 2002), 4) Testislerin mikro dalga
radyasyonuna maruz birakilmasi ile sicak stresinin uyarilmasidir (Sounders ve Kowalczuk
1981, Kowalczuk ve ark 1983). Ancak, bahsedilen son yontemde skrotal deride hasar
olustugu ve etkinin sadece testis sicakliginin artmasina bagli olmayabilecegi, hasarlanan
skrotal derinin testisleri soguk tutma fonksiyonunu yitirmesinin de etkisi olabilecegi

diistiniilmektedir (Setchell 2006).

1.1.2. Sicak Stresinin Erkeklerdeki Etki Mekanizmasi

Memelilerde, testisler genel olarak viicut sicakligindan 2-8 derece daha diisiik
sicaklikta muhafaza edilirler ve bu durum spermatogenezis i¢in gereklidir (Banks ve ark
2005). Yiiksek cevre sicakliginda testis dokusunda hipoksik bir ortam olusur (Barth ve
Bowman 1994). Yiiksek cevre sicakligima bagli olarak testis dokusunun sicakligi,
metabolik aktivitesi ve oksijen ihtiyaci artar. Bolgeye bu ihtiyaci karsilamaya yeterli kan

dolasimi saglanamadigi i¢in testis dokusu hipoksik bir hal alir (Waites ve Setchell 1964).

Hipoksi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretiminde genel bir artisa yol agar (Zini ve
ark 1998, Filho ve ark 2004). Reaktif oksijen tiirleri serbest oksijen radikalleridir. Buna
ornek olarak bir veya daha fazla serbest elektron igceren atom ve molekiiller gosterilebilir
(Halliwell 1991). Reaktif oksijen tiirlerinin en 6nemlileri hidroksil radikali (OH"), siiper-
oksit anyon (O2"), hidrojen peroksit (H202) ve nitrik oksittir (NO"). Oncii olarak kabul

edilenler siliper oksit anyon ve hidrojen peroksittir. Diger molekiiller reaktif oksijen

2



tiirlerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyon formlaridir (Halliwell ve Guterridge

1989).

Reaktif oksijen tiirlerinin iretiminin artmasi oksidatif stresin baglica nedenidir.
Oksidatif stres; DNA, proteinler, yaglar, karbonhidratlar ve biyomolekiiller iizerinde
yapisal hasara yol agar. Bunun sonucunda testis dokusu ve spermatozoonlar hasar goriir,
spermatogoneziste aksamalar olusur. Insanlarda ve hayvanlarda reaktif oksijen tiirleri,
gerek yaglanma olgusu ve gerekse kanser etiyolojisine girmek disinda 6nemli bir infertilite

sebebi olarak da belirlenmistir (Iwasaki ve Gagnon 1992, Pasqualotto ve ark 2001).

Reaktif oksijen tiirlerinin diisiik ve kontrol edilebilir miktarlarinin spermatozoon
fizyolojisinde oOnemli rol oynadigi; ancak, bu radikallerin yiliksek miktarlarinin
spermatozoonlara zarar verebildigi ve fertilite problemlerine yol acabildigi bilinmektedir

(Lamirande ve ark 1997).

Reaktif oksijen tiirlerinin artisiyla kendini gdsteren oksidatif stres spermatogenezis
siirecindeki hiicreleri etkileyen, apoptozise ve DNA kiriklarina yol acan ana sebeptir
(Hansen 2009). Ayrica, sicak stresini takiben, epididimisin spermatozoonlar: canliliklarim
stirdiirecek sekilde saklama yetenegini kaybettigi ve en ¢ok etkilenen kisminin kauda
epididimis oldugu bildirilmistir (Bedford 1991). Ayni1 zamanda, bazi calismalar sicak
stresinin sertoli hiicrelerine (Zhang ve ark 2002) ve seminifer tubullerin etrafin1 dolduran

dokuya zarar verdigine isaret etmektedir (Kanwar ve ark 1974).

Sicak stresine en duyarli hiicrelerin spermatositler ve erken spermatidler oldugu
(Setchell 2006), sicak stresi ortadan kalktiktan sonra testis dokusunun fonksiyonlarinin
kademeli olarak bir veya iki spermatogenezis siklusu gectikten sonra normale dondiigi

bilinmektedir.

1.1.3. Sicak Stresinin Spermatozoon Hacmi, Yogunlugu, Motilitesi ve Anormal

Spermatozoon Oranlar1 Uzerine Etkileri

Fareler iizerinde yapilan bir caligmada, sicak stresi uygulamasindan 3 hafta sonra
kontrol ve sicak stresi gruplar1 arasinda viicut agirligi acisindan herhangi bir fark

olusmaksizin sicak stresi uygulanan farelerin testis agirliginin, spermatozoon



yogunlugunun ve motilitesinin diistiigii belirlenmistir. Bu diisiise sicak stresine bagli olarak

spermatogeneziste sekillenen aksamalarin neden oldugu bildirilmistir (Jannes ve ark 1998).

Brezilya’da yapilan bir arastirmada yaz aylarinda boga ejekiilatlarindaki anormal
spermatozoon oraninin kis aylarma oranla daha yiliksek olmasina ragmen motilite
yoniinden yaz ve kis aylar1 arasinda belirgin bir fark olmadig1 belirtilmistir (Nichi ve ark
2006). On bes giin silireyle 35°C de tutulan bogalarin motil ve canli spermatozoon
oranlarinin kontrol grubu bogalarina gore daha diisilk oldugu ancak spermatozoon

yogunlugu ve hacmi yoniinden bir fark olugsmadigi bildirilmistir (Minton ve ark 1981).

Bogalarin 8 hafta boyunca giinde 8 saat siiresince 35°C de ve 16 saat sliresince
31°C de barindirildigi bir calismada uygulamanin ilk 6 haftasinda sperma hacminin
diistiigii, sicak stresine 2 hafta maruz kaldiktan sonra, motil spermatozoon oraninin da
diisme egilimi gosterdigi belirlenmistir. Motil spermatazoon oraninin iki hafta geg
diismesinin spermatozoonlarin epididimiste taginmasinin yaklasik 2 hafta siirmesinden ve
bu silire zarfinda epididimiste bulunan spermatozoonlarin sicak  stresinden
etkilenmemesinden kaynaklanabilecegi ya da epididimal ortamin degismesi i¢in daha uzun
stire sicak stresi uygulamasinin gerekli olabilecegi ifade edilmistir. Ayn1 ¢alismada sicak
stresi uygulanan grubun ejekiilatlarinda anormal spermatozoon oranlarinin daha yiiksek
oldugu, sicak stresi uygulamasina son verildikten 8 hafta sonra bogalarin sicak stresi
uygulamasindan  6nceki spermatolojik degerlerine dondiikleri ifade edilmistir

(Meyerhoefer ve ark 1985).

Koclarin testislerine bolgesel olarak sicak stresinin uygulandigr bir ¢alismada
(glinde 16 saat 21 giin boyunca) sicak stresi grubunun kontrol grubuna gore daha diisiik
motiliteye sahip oldugu ancak spermatozoon yogunlugu ydniinden istatiksel bir fark
bulunmadig: belirlenmistir (Arman ve ark 2006). Hem koglarin testislerine bolgesel olarak
sicak stresinin uygulandigi, hem de koglarin bulundugu ortamin 1sitildig1 gruplart ig¢inde
barindiran bir ¢aligmada ise, kontrol grubu ile sicak stresi uygulanan gruplar arasinda
spermatozoon hacmi ve motilite yoniinden bir fark olugsmazken, sicak stresi uygulanan
gruplarda spermatozoon yogunlugunun diistiigii ve anormal spermatozoon oraninin arttigi

bildirilmistir (Saab ve ark 2011). Yazlarin oldukga sicak gectigi bir bolgede yapilan bir



calismada, yaz aylarinda sicak stresine bagli olarak koglarda 6lii ve anormal spermatozoon

oranlarinin arttig1 belirtilmistir (Al- Ghetaa 2012).

1.1.4. Sicak Stresinin Spermatozoonlarin DNA Biitiinliigii Uzerine Etkileri

Spermatogenezis, spermatogonialardan olgun spermatozoon olusumuna kadar
icerisinde c¢ogalma ve farklilagma basamaklarin1 barindiran karmasik ¢ok asamali bir
stirectir. Bu siirecte DNA “somatik hiicre-histon kompleksi” halinden sikica paketlenmis
“sperm-protamin kompleksi” haline geger. Olgun spermatozoonlarin amact erkek genetik
materyalini disi lireme hiicresine tasimaktir. Bu yiizden spermatozoon DNA’sinin
biitiinligli bozulmadan disi iireme hiicresine ulastirilmasi olduk¢a onemlidir. Yapilan
caligmalar sicak stresinin spermatozoon DNA biitiinliigiinii bozabilecegini gdstermistir

(Banks ve ark 2005, Paul ve ark 2008, Perez-Crespo ve ark 2008).

Banks ve ark (2005)’nin farelerin testislerini 42°C deki su banyosunda 30 dakika
siireyle 1sittiklar1 calismalarinda, sicak stresinin testiste heniiz gelismekte olan germ
hiicrelerinin ve epididimiste bulunan olgun spermatozoonlarin DNA biitlinliigli iizerine
etkilerini belirlemeye c¢alismiglardir. Bu dogrultuda sicak stresine maruz biraktiklari
farelerden sicak stresi uygulamasindan sonraki 1-24. saatler arasinda ve 7-32. giinler
arasinda aldiklar1 spermatozoonlarin DNA biitiinliiklerini comet ve sperm chromatin
structure assay (SCSA) yontemlerini kullanarak degerlendirmislerdir. Elde ettikleri
sonuglar sicak stresi uygulandig1 anda epididimiste bulunan olgun spermatozoonlarin DNA
biitlinliigiiniin bozuldugunu ve testiste bulunan gelismekte olan germ hiicrelerinin
bazilarinin apoptozis yolu ile elimine edildigini, bazilarmin ise DNA hasarli motil
spermatozoonlar olarak gelisimlerini tamamladiklarini ortaya koymustur. Sonug olarak,
hiicrede DNA hasariin sicak stresi uygulandigi anda sekillendigi ve spermatogenezis
boyunca diizeltilemedigi, sicak stresine bagl olarak testis fizyolojisinin bozuldugu ve germ
hiicre gelisimi i¢in gerekli olan uygun kosullarin saglanamadigi ve bunun sonucunda DNA
biitiinliigli kaybolmusg spermatozoonlarin iiretildigi epididimisin olgun spermatozoonlarin
DNA biitiinliigiinii  koruyamadigi ve bununda muhtemelen bozulan epididimis

kosullarindan kaynaklandigi bildirilmistir (Banks ve ark 2005).

Paul ve ark (2008) yaptiklar1 ¢alismada benzer sicakliklarda benzer sonuglar elde
etmiglerdir. Ancak 38°C de 30 dakika sicak stresi uygulanan grupta istatiksel bir fark
olusturacak kadar DNA hasari sekillenmedigini bildirmisglerdir.



1.1.5. Sicak Stresinin Spermatozoonlarin Fertilizasyon Kabiliyeti ve Bu

Spermatozoonlardan Elde Edilen Embriyolar Uzerine Etkileri

Spermatozoonlarin fertilizasyon kabiliyeti bircok farkli spermatolojik parametre
tarafindan belirlenmektedir. Progresif motiliteye sahip, morfolojik bir bozuklugu olmayan,
membran biitiinliigli olan ve dogru zamanda akrozom reaksiyonuna girebilen
spermatozoonlarin fertilizasyon kabiliyetinin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Esas
gorevi erkek genetik materyalini disi iireme hiicresine tasimak olan spermatozoonun
tasidig1 genetik materyalin biitiinliigli de gebeligin olugsmasinda ve devaminda kritik 6neme

sahiptir.

Jannes ve ark (1998) erkek fareleri 42°C de 20 dakika siiresince sicak stresine
maruz biraktiklari ¢calismada, stres uygulamasindan 3 hafta sonra erkek farelerle saglikli
disi fareleri ciftlestirerek sicak stresinin gebelik oran1 ve embriyo gelisimi {izerine
etkilerini in vivo olarak degerlendirmislerdir. Deneyin ikinci asamasinda ise, sicak stresi
uygulamasindan 28 giin sonra erkek fareleri 6ldiirerek bu farelerin testis agirliklarini,
spermatozoon yogunluklarini, motilitelerini ve in-vitro fertilizasyon yontemini kullanarak
bu farelerden aldiklar1 spermatozoonlarin fertilizasyon kabiliyetlerini degerlendirmislerdir.
Caligma sonucunda sicak stresi uygulanan farelerin testis agirliklarinin, spermatozoon
yogunluklarinin ve motilitelerinin kontrol grubuna goére daha diisiik oldugunu
belirlemislerdir. Bu diisiislin spermatogeneziste olusan aksakliklar ve diisen spermatozoon
yogunluguna bagl sekillendigini ifade etmislerdir. Ayrica, sicak stresi uygulanan
farelerden elde edilen spermatozoonlarin in vitro fertilizasyon yeteneklerinin kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu belirlenmistir. Bunun yami sira, sicak stresine maruz
birakilan grubun gebelik oraninin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu, rezorpsiyon
yoniinden iki grup arasinda belirgin bir farka rastlanmadigr ve sicak stresine maruz
birakilan erkeklerle elde edilen gebeliklerin 14. giiniinde embriyo agirliginin kontrol
grubuna gore daha diisiik oldugu ifade edilmistir. Bu ¢alismada in vitro fertilizasyon ve in
vivo gebelik oranlarindaki diisiikliigiin sebebi olarak sicak stresi nedeniyle kalitesi diisen
spermatozoonlar gosterilmektedir. Sicak stresine bagli olarak germ hiicrelerinde DNA
sentezinin bozulmasinin yani sira protamin paketlenmesindeki hatalarin fertilizasyon
asamasinda protaminlerin yeniden yapilandirilmasinda hatalara yol agabilecegi, bu
durumun fertilizasyondan sonra embriyonik gelismedeki gecikmelerin ve diisiik embriyo

agirliginin nedeni olabilecegi belirtilmistir.



Zhu ve ark (2004) yiiriittiikleri bir ¢alismada erkek fareleri 36°C de 24 saat boyunca
tutarak sicak stresine maruz biraktiktan sonra, bu fareleri 7, 21 ve 35 giin sonra disi
farelerle ciftlestirmiglerdir. Ciftlesen disilerden embriyolar1 14-16. 34-39. veya 61-65.
saatlerde oviduktdan ya da 85-90. saatlerde uterustan toplamislar ve embriyolarin
gelisimlerini morfolojik olarak degerlendirmislerdir. Ciftlesmeden 7 giin 6nce sicak stresi
uygulanan grup ile kontrol grubu arasinda, ciftlesme sonrasi 14-16. ve 34-39. saatlerde
zigot ve iki hiicreli embriyo asamasina ulagma oranlarinda herhangi bir farkliliga
rastlamamislardir. Bununla birlikte, 61-65. saatlerde toplanan embriyolarda sicak stresi
uygulanan grupta 4 hiicreli, morula asamasina ulasan ve 85-90. saatlerde de zona
pellucida’dan c¢ikabilen blastosist evresindeki embriyo sayisinda belirgin bir diisme
belirlemislerdir. Ayrica, calismada ciftlesmeden 21 giin 6nce uygulanan paternal sicak
stresinin 2-hiicreli, 4-hiicreli ve morula agsamasina ulagan embriyo oranini diisiirdiigii ve
embriyolarin blastosist agamasina ulagsmasinin engellendigi, zigot asamasinda embriyo
sayisinin ve anormal embriyo sayisinin arttigi ifade edilmistir. Embriyonik gelisme
disinda, ciftlesmeden 7 gilin Once paternal sicak stresi uygulamasinin blastosistlerdeki
trophectoderm ve inner cell mass hiicre sayisim1 diisiirdiigii ve bu diislisiin embriyonun
uterusa implantasyonunda sorunlar yaratabilecegi one siirtilmiistiir. Ciftlesmeden 7 giin
Once paternal sicak stresinin, embriyo gelisiminde gecikmelere neden olmasi dolayisiyla
sicak stresi aninda epididimiste bulunan spermatozoonlarin da sicak stresinden etkilendigi

kanis1 vurgulanmaktadir.

Sonu¢ olarak; arastirmacilar sicak stresinin  testis ve epididimisteki
spermatozoonlar1 etkiledigini ve spermatositlerin bu etkiye en duyarli germ hiicreleri
oldugunu, sicak stresine bagli olarak diisen spermatozoon kalitesinin spermatozoonlarin
fertilizasyon kabiliyetini ve embriyo gelisimini olumsuz etkiledigini bildirmislerdir.
Embriyo gelisimindeki bu gecikmelere sebep olarak da sicak stresine bagli olarak hasar

goren paternal genetik materyalini gostermislerdir.

1.1.6. Sicak Stresinin Apoptozis ve Gen Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Apoptozis programlanmis hiicre 6liimiidiir. Hiicre DNA’s1 diizeltilemeyecek oranda
hasarlandiginda hiicre kendi kendine 6lim emrini verir. Cevresel etkenler apoptozise

neden olabildigi gibi baz1 genlerin ekspresyon degerlerini arttirabilir veya azaltabilirler.
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Rockett ve ark (2001) erkek farelere 43°C de 20 dakika sicak stresi uyguladiklari ¢alismada
sicak stresinin testis dokusundaki hiicresel ve molekiiler mekanizmalar {izerine etkisini
incelemislerdir. Sicak uygulanmasindan 8 saat sonra, testis dokusundan hazirlanan
preparatlart hemotoksilen/eosin boyama yontemiyle boyayarak yaptiklar1 morfolojik
incelemede seminifer tubuluslarda bir ¢ok vakuol oldugunu, bir ¢ok germ hiicresinin
piknotik nukleusa sahip oldugunu, bazi hiicrelerin nukleuslarinin pargalandigini ve
apoptotik sekilde goriildiigiinii, 16 saat sonraki incelemede ise, tubullerde o&zellikle
spermatositlerden olusan dev dejenere hiicreler bulundugunu ve tubul liimeninde anormal
sitoplazmik birikim oldugunu, spermatid bulunmadigini belirlemislerdir. Ayn1 ¢aligmada
sicak stresi sonrasinda spermatositlerin apoptotik hale gecisinin morfolojik olarak
degerlendirilmesini desteklemek ve DNA parcalanmasini belirlemek amaciyla TUNEL
teknigi kullanilmistir. Spermatogeneziste aksakliklarin sekillenmesi ve seminifer
tubullardaki hasar olusmasina es zamanli olarak TUNEL pozitif hiicrelerin sayisinin arttig1
belirlenmistir. Uygulamadan 24 saat sonra tubullerde ¢ok sayida apoptozise ugramis

spermatositlerin olusturdugu TUNEL pozitif hiicreler gozlemlenmistir.

Bu calismada testis dokusuna 43°C 1s1 uygulanmasindan 4 saat sonra sicak soku
proteinlerinin (Hsp70-1, Hsp70-3) ekspreslenen mRNA’larin1 RT-PCR yontemiyle
belirlemislerdir. Ayn1 sekilde spermatogenezisteki bozulmayla es zamanli olarak sicak
soku proteinleri ekspresyonunun stres uygulamasindan 16 saat sonra pik yaptig1 ve 48 saat
icerisinde seminifer tubullerdeki iyilesme siireciyle es zamanli olarak sicak soku
proteinlerinin ekspresyon seviyesinin kontrol grubu seviyesine diistiigli belirlenmistir.
Sicak soku proteinleri ile birlikte testis dokusunda 27 adet genin ekspresyon modlarinin
arttigi, 151 adet genin ekspresyonunun diistiigii belirlenmistir. Sicak stresinin etkisiyle
diisiik ekspres edilen genlerin iginde 10 adet DNA onarimi ve rekombinasyon geninin, 9
adet protein sentezi ile iligkili genin, 9 adet hiicre siklusu ile iliskili genin, 5 adet apoptozis
ile iligkili genin ve 4 adet glutatyon metabolizmasi ile ilgili genin yer aldig1 belirlenmistir.
Bu genlerin ekspresyon degerlerindeki diisiis ile sicak stresi ile artan apoptozis ve DNA

hasarli motil spermatozoon sayis1 arasinda bir baglant1 olmast muhtemel goriilmektedir.

Maymunlarda yapilan benzer bir ¢aligmada sicak stresine bagli olarak epididimise
0zgl 16 adet genin ekspresyon degerlerinin diistiigii belirlenmistir (Li ve ark 2008). Bu
genlerin expresyon degerlerinin diismesi ile sicak stresine bagli olarak bozulan epididimis

fonksiyon ve kosullar1 arasinda bir baglant1 olmas1 kuvvetli bir ihtimaldir.



1.1.7. Sicak Stresine Kars1 Savanma Sistemleri

Memelilerde testisler genel olarak skrotum igerisinde viicut sicaklifindan 2-8°C
daha diisiik sicaklikta muhafaza edilirler (Banks ve ark 2005). Koclarda tunica dartos kasi
soguk kosullarda testisleri viicuda yakinlastirir ve sicaklik arttiginda ise testisleri viicuttan
uzaklagtirarak testis 1sisin1 dengelemeye calisir (Setchell ve Breed 2006). Olduk¢a yogun
bir sekilde ter bezleri ile kapli olan skrotum derisi testiste olusan 1siy1 g¢evreye
aktarabilecek yapidadir (Setchell ve Breed 2006). Diger scrotal testisli hayvanlarda oldugu
gibi bogalarda arterial ve vendz kanin kars1 akimlar ile bu iki dolagim arasinda 1s1 degisimi
olusturulur (Brito ve ark 2004). Tiim bu anatomik yapilar testis 1sisin1 belirli bir aralikta

tutmak i¢in 6nemlidir.

Testis 1s1sin1 optimum seviyede tutmaya yarayan bu anatomik yapilarin yani sira
sicak stresine karsi hiicreleri korumaya calisan hiicresel savunma sistemleri de mevcuttur.
Cesitli antioksidanlar sicak stresine bagli olarak artabilen reaktif oksijen tiirlerinin
olusturacaklar1 olumsuz etkilerin sinirlandirilmast icin ¢esitli fonksiyonlar iistlenirler.
Insan spermasinda ¢esitli antioksidan enzimleri (siiperoksit dismutaz — SOD, glutatyon
peroksidaz/rediiktaz ve katalaz) ve maddeleri (albumin, glutatyon, piriivat, taurin,
hipotaurin, E ve C vitaminleri) tespit edilmistir (Lamirande ve ark 1997). Bununla birlikte
spermatozoonlar oksidatif strese karsi ¢ok duyarlidir. Antioksidan savunma sistemi daha
¢cok seminal plazma kaynaklidir. Spermatozoonlarin oksidatif strese olan duyarlili§inin
spermatozoon sitoplazmasinin  yetersiz antioksidan igerigi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir (Vernet ve ark 2004). Diger 6nemli bir faktor ise, fertilizasyon sirasinda
ovum membranina baglanmada ve fiizyon olaylarinda gerekli olan membran akiskanliini
saglamak i¢in spermatozoon membranmin yiiksek miktarda ¢oklu doymamis yag asidi
icermesidir (Agarwal ve ark 2003). Bu nedenle de spermatozoonlar serbest radikallerin
saldirisina ve lipid peroksidasyonuna duyarli bir konumdadir (Vernet ve ark 2004).
Nitekim yapilan bir ¢aligmada sicak stresine bagli olarak antioksidan aktivitesinin arttigi,
ancak artan bu aktivitenin spermatozoonlarda olusan hasar1 engellemek ig¢in yeterli

olmadig1 belirlenmistir (Nichi ve ark 2006).

Sicak soku proteinleri fizyolojik kosullarda diisiik seviyelerde ekspres edilir fakat
sicak gibi stres etkenleriyle birlikte ekspresyon seviyelerinin arttii bilinmektedir. Sicak

soku proteinlerinin fonksiyonu proteinlerin yapilandirilmasina, kiimelenmelerinin
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engellenmesine ve yanlis yapilanmis proteinlerin pargalanmasina yardimci olmaktir. Sicak
soku proteinleri yanlig yapilanmis proteinlerin kiimelesmesini azaltarak onlar1 yeniden
yapilandirir. Sicak soku proteinlerinin apoptozis mekanizmasi ile baglantili olabilecekleri
diistiniilmektedir. Sicak soku proteinleri molekiil agirliklarina gore siiflandirilir. Bunlar
kiigiik sicak soku proteini (Hsp40), mitokondri sicak soku proteinleri (Hsp60, Hsp70 ve
Hsp90) ve biiytik sicak soku proteini (Hsp110) dir. Sicak soku proteinleri oksidatif strese
bagli proteinlerde olusan hasari engellemeye calisirlar (Kalmar ve Greensmith 2009).
Sicak stresinden sonra testislerde Hsp70-1 ve Hsp70-3 ekspresyonlarinin arttigi

bildirilmistir (Rockett ve ark 2001).

Yapilan c¢aligmalar, tiim bu savunma mekanizmalarina ragmen, sicak stresinin
erkeklerin ilireme yeteneklerini olumsuz yonde etkiledigini gostermektedir. Bu bilgiler
1s1ginda bu proje g¢evresel sicak stresinin koglarda in-vitro spermatolojik parametreler

tizerine etkilerini incelemek amaciyla planlanmig ve yapilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Hayvan Materyali

Calismaya baslamadan 6nce Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulundan 28.08.2012 tarih ve B.30.2.ADU.0.00.00.00/050.04/2012/044 sayil1 etik
kurul onay1 alinmistir. Bu doktora tez ¢calismasinda yaslar1 14-18 ay, canli agirliklar1 48-56
kg arasinda degisen 6 bas kivircik irki koc¢ kullanilmistir (Resim 2.1.). Koglar 15 ay
siiresince Haziran 2013-Eyliil 2014 tarihleri arasinda Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Dolerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalina ait hayvan bdlmesinde
barmdirilmistir. Koglar proje siiresince giinliik olarak yarim balya yonca kuru otu ve 5-6 kg

toklu beslenmesi i¢in iiretilmis konsantre yemle beslenmistir.

—_—

ey

w

=

Resim 2.1. Calismada kullanilan koglar ve barinak.
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2.2. Cevresel Sicakhlk ve Nem Degerlerine Gore Sicak Stresi ve Kontrol

Donemlerinin Belirlenmesi

Kog¢ barmagimin sicaklik ve nemi proje siliresince barmagin igerisine yerlestirilmis
olan sicaklik ve nemolger termometreden her giin kontrol edilerek kaydedilmistir. Tiirkiye
Cumhuriyeti Orman ve Su Isleri Bakanlig1 Meteoroloji Genel Miidiirliigii web sayfasinda
(http://www.mgm.gov.tr/genel/sss.aspx ?s=hissedilensicaklik) yayimlanan nem degerlerine
gore hissedilen sicakligin hesaplandigi tablo yardimiyla giinliik hissedilen sicaklik
degerleri hesaplanmis ve aylik hissedilen sicaklik ortalamalar1 tez ¢aligmasinda
kullanilmistir. En yliksek hissedilen sicaklik ortalamalarina sahip 6 ay (Mayis-Ekim) sicak
stresi donemi diger 6 ay (Kasim-Nisan) ise kontrol donemi olarak kabul edilmistir. Ancak
sicaklik seviyelerinin benzer seyrettigi Nisan (18,55°C) ve Ekim (18,19°C) aylarindan,
sicak stresinin olasi etkilerinin hemen kaybolmayacagi (Meyerhoefer ve ark 1985) ve
bolgemizde giinlerin kisalmasi ve sicakliklarin diismesi ile baslayan ve sonbahar aylarinca
stiren iireme mevsiminin iki donem arasinda esit paylasilmasiyla iireme sezonunun
sonuclar tlizerine olasi etkilerini engellemek i¢in Ekim ay1 sperma ornekleri sicak stresi
donemi igerisinde degerlendirilmistir. Bu sayede iireme sezonun ilk yarist Eyliil ve Ekim
aylar1 sicak stresi donemi icerisinde yer alirken ikinci yaris1 Kasim ve Aralik aylar kontrol

doneminde yer almigstir.
2.3. Spermanin Alinmasi

Calisma siiresince koclardan sperma elektro-ejakiilasyon yontemi kullanilarak
alinmistir. Sperma alma isleminde Minitube marka elektro-ejakiilator (Resim 2.2.)
otomatik modda kullanilmis olup 0,5 volt akimdan baslayarak saniyede 0,5 volt artan bir
diizen c¢ercevesinde ejakulasyon tamamlanincaya kadar koglara elektrik akimi
uygulanmustir. Caligma siiresince koglardan ayda iki defa sperma alinmustir. Ik 3 ay
antrenman ve koglarin yeni barinaga ve yemleme sistemine alisma periyodu olarak kabul
edilmis aliman spermalar tez igerisinde kullanilacak bazi metodlarin 6n c¢alismasinda
koglarin spermatozoon kalitesinin degerlendirilmesinde kullanilmistir. Ayda iki defa
olacak sekilde tez siiresince (Eyliill 2013- Agustos 2014) alinan sperma Orneklerinin bir
tanesi tez ¢alismasinda kullanilmistir. Toplamda 6 bas kogtan her ay 6 6rnek olmak tizere

72 adet sperma 6rnegi bu tezde kullanilmistir.
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Resim 2.2. Proje siiresince koglardan sperma almak i¢in kullanilan elektro-ejakiilator.

2.4. Spermalarin Muhafazasi, Hacim ve Yogunlugunun Belirlenmesi

Her bir kogtan alinan sperma Ornekleri en kisa siire igerisinde 37°C deki su banyosu
icerisinde gerekli muayeneler yapilincaya kadar ayri1 ayr1 muhafaza edilmistir. Sperma
hacimleri mikropipet kullanilarak, yogunlugu ise hemositometrik yontem kullanilarak
belirlenmigtir. Bu yontem i¢in 4990 pul su igerisine 10 upl sperma ilave edilip
kanigtirilmistir. 1/500 oraninda sulandirilmis olan sperma Thoma laminin iki tarafindaki
bolmelere konulup daha sonra her iki taraftan 5 biiyiik kare icerisindeki spermatozoonlar
faz kontrast mikroskop kullanilarak sayilmistir. Daha sonra asagidaki formiil uygulanarak

1 ml sperma igerisindeki spermatozoon sayisi belirlenmistir (Tekin 1994).

Y= Saydigimiz spermatozoon sayisi 1000
T — 1 - — 1 %
Saydigimiz biiyiik kare hacmi (m) X Saydigimiz biiytiik kare sayisi1 (10) X Sulandirma orani (m)
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2.5. Motilite Muayenesi

Her bir koga ait ejakiilatlardan alinan 100 pl sperma daha 6nceden hazirlanmis 300
mM Tris, 28 mM Glikoz, 95 mM Sitrik asit iceren (TCG) sulandiricis1 ile 5 kat
sulandirilmistir. Her koca ait sulandirilmis sperma Orneklerinden 10 pl alinarak daha
onceden 1s1s1 37°C ye ayarlanan 1sitma tablali faz kontrast mikroskop iizerindeki lama
konulmus ve tizeri lamel ile kapatilarak en az 5 farkli alan degerlendirilerek motil olan

spermatozoonlarin orani belirlenmistir.

2.6. Olii Canh Muayenesi

Olii-canl1 spermatozoon orani supravital boyama teknigiyle belirlenmistir. Daha
onceden hazirlanmis, icerisinde % 3 sodyum sitrat, % 3 nigrosin ve % 1 eosin iceren
soliisyondan lam iizerine 1 damla damlatilmis ve 1 damla sperma ile dikkatlice
karigtirilmistir. Daha sonra lamel yardimiyla froti ¢ekilerek preparatlar hazirlanmistir. Bu
islem her bir kog i¢in ayr1 ayr1 yapilmistir. Isik mikroskobu altinda degerlendirilen her bir
preparatta toplamda 200 spermatozoon olacak sekilde boya alan 6lii ve boya almayan canlt

spermatozoonlar (Resim 2.3.) sayilarak her bir koca ait canli spermatozoon orani

bulunmustur.

Resim 2.3. Isik mikroskobu altinda eosin-nigrosin boyama yontemiyle canli (a) ve 6lii (b)

spermatozoonlarin gériiniimii.
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2.7. Morfolojik Muayene

Anormal spermatozoon orant sivi fikzasyon yontemiyle belirlenmistir. Asagida
belirtildigi sekilde hazirlanan Hancock soliisyonundan (Hancock 1952) 1 ml alinarak
eppendorf tiipii icerisine konulmustur. Uzerine 10 pl sperma ilave edilerek
spermatozoonlar soliisyon icerisinde fikze edilmistir. Bu islem her ko¢ i¢in ayri ayri
uygulanmistir. Her bir koga ait sperma-Hancock soliisyonu karisimindan 10 pl alinarak
lam lamel arasina konulmus ve faz kontrast mikroskop altinda her kog¢ i¢in toplamda 200
spermatozoonun morfolojik bozukluklar (Resim 2.4.) yo6niinden incelenmesiyle (akrozom,
bas, orta kisim, ve kuyruk anomalileri) her bir koga ait anormal spermatozoon orant

belirlenmistir.

Hancock soliisyonunun hazirlanisi:
1.Soliisyon:

1.13 gram NaCL 62,5 ml bidistile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.
2.Soliisyon:

a) 2,71 gram Na;HPO4.2H>0 62,5 ml bidistile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.

b) 2,78 gram KH>PO4 62,5 ml bidistile su i¢inde ¢ozdiiriiliir. 25 ml a soliisyonu ile 10 ml b

soliisyonu karistirilir.

l.soliisyondan 18,75 ml, 2.soliisyondan 12,50 ml, 81 ml formalin ve 62,5 ml

bidistile su karigtirilarak Hancock soliisyonu hazirlanir (leri ve ark 2002).
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Resim 2.4. Diferansiyel interferans contrast mikroskobu altinda spermatozoonlarda
goriilen baz1 morfolojik bozukluklarin gériiniimii a) Kopuk bas b) Kuyruk bas baglantisi
hatali spermatozoon c¢) Bas ve kuyruk bozuklugu d) Kuyrugu iizerine kivrilmig

spermatozoon.

2.8. Spermatozoonlarin Membran Biitiinliigiiniin Belirlenmesi

Spermatozoonlarin membran biitlinliiglinii  degerlendirmek icin eosin nigrosin
boyama teknigiyle kombine edilen hypoosmotic swelling test (HE-test) kullanilmistir
(Ducci ve ark 2002, Aksoy ve ark 2008). Bu amagla her koca ait 25 pl sperma Ornegi
osmotik basinc1 100 mOsm/L ye ayarlanmis 475 ul friiktoz soliisyonu i¢inde 37°C de 15

dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonras1 koglara ait érneklere eosin nigrosin boyamasi
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yapilarak preparatlar hazirlanmistir. Hazirlanan her bir preparatta 200 spermatozoon
membran biitiinliigii ve canlilig1 yoniinden degerlendirilmistir. Bu amacla spermatozoonlar
4 farkl tipte ele alinmistir (Resim 2.5.). Tip 1 boya almamis ve kivrik kuyruklu
spermatozoonlarin olusturdugu canli ve test sonrasi membran biitiinliigii korunmus
spermatozoonlar. Tip 2 boya almamis ve diiz kuyruklu spermatozoonlarin olusturdugu
canli ve test sonrast membran biitiinliigiinii koruyamamis spermatozoonlar. Tip 3 boya
almis ve kivrik kuyruklu spermatozoonlarin olusturdugu o6lii ve membran biitliinligu
korunmus spermatozoonlar. Tip 4 boya almis ve diiz kuyruklu spermatozoonlarin
olusturdugu o6lii ve test sonrast membran biitiinliigiinii kaybetmis spermatozoonlar. Bu
degerlendirme sonrasinda canli ve membran biitiinliigli korunmus hiicreler ile 6li ve

membran biitlinliigli korunmus hiicrelerin orani toplam membran biitlinliigli korunmus

hiicre orani olarak kullanilmastir.

Resim 2.5. Isik mikroskobu altinda HE-test sonrasi farkli tiplerdeki spermatozoonlarin
goriiniimii. Tip 1: Canli ve test sonrast membran biitiinligiinii korumus spermatozoon. Tip
2: Canli ve test sonrast membran biitiinliigii bozulmus spermatozoon. Tip 3: Olii ve test
sonrasi membran biitiinliigii bozulmamis spermatozoon. Tip 4: Olii ve test sonrasi

membran biitiinliigii bozulmus spermatozoon.
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2.9. Spermatozoonlarda Akrozom Reaksiyonunun Uyarilmasi

Taze spermada spontan olarak sekillenmis (premature), seminal plazmanin
ayrilmasindan sonra TCG soliisyonu igerisinde 1 saat inkiibasyonu takiben (0. dakika) ve
akrozom reaksiyonunu indiikleyen lysophosphatidylcholine (LPC) ilavesinden sonraki 20,
40 ve 60. dakikada akrozom reaksiyonu ge¢irmis spermatozoon oranlari belirlenmistir. Bu
amagla, tlim koclara ait taze sperma orneklerinden 15 pl alinarak Coomassie Blue G-250
boyama islemi i¢in 985 pl fikzasyon soliisyonu i¢inde fikze edilmistir. Her koga ait yine
taze sperma Orneklerinden ayr1 ayr1 200 ul taze sperma TCG soliisyonu ile 10 kat
sulandirilarak 3000 devirde 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem 2 defa yapildiktan sonra
spermatozoonlar seminal plazmadan ayrilmistir. Yikama iglemi sonrasit kalan
spermatozoon peletleri 1ml TCG soliisyonu ile sulandirilarak spermatozoonlarin kapasite
olmas1 i¢in 1 saat siiresince 35°C de muhafaza edilmistir. Daha sonra tiim koglara ait
kapasite olmus 980 ul hacimdeki 6rneklerin tizerine, 1ml TCG soliisyonu igerisinde 10 mg
LPC olacak sekilde hazirlanan stok soliisyondan 20 ul LPC (200 pg/ml final dozunda)
akrozom reaksiyonunu uyarmak ic¢in ilave edilmistir. Kapasitasyon islemi sonrasi O.
dakikada, LPC ilavesi sonras1 20, 40 ve 60. dakikada alinan 6rnekler akrozom reaksiyonu
gecirmis spermatozoonlart belirlemede kullanilan Larson ve Miller (1999) tarafindan
tanimlanmis Coomassie Blue G-250 boyama prosediiriine tabi tutulmustur. Bu amacla 0,
20, 40 ve 60. dakikada alinan 300 pl sperma daha 6nceden hazirlanmig 110 mM NaHPOu,
2,5 mM NaH;PO4 ve % 4 w/v paraformaldehid (pH 7,4) iceren 700 pl fikzasyon soliisyonu
ile 10 dakika siiresince fikze edilmistir. Bu 6rnekler daha dnceden fikze edilen taze sperma
ornekleriyle birlikte santrifiij edilerek 700 pl 100 mM amonyum asetat ile iki defa
yikanmistir. En son sperm peletleri 500 pl amonyum asetat ile tekrar sulandirildiktan sonra
her ornekten 10 pl alinarak froti cekilmis ve preparatlar hazirlanmigtir. Preparatlar
kuruduktan sonra % 0.22 (w/v) Coomassie Blue G-250, % 50 methanol, %10 glacial asetik
asit ve % 40 distile su iceren boya soliisyonunda 45 dakika bekletilerek boyanmaistir.
Hazirlanan her bir preparatta akrozom reaksiyonu gecirmis (akrozomu boya almayan) ve
akrozom reaksiyonu gec¢irmemis (akrozomu boya alan) toplam 200 spermatozoon 1sik
mikroskobu altinda sayilarak (Resim 2.6.) akrozom reaksiyonu geg¢irmis spermatozoon

oranlar1 belirlenmistir (Ahmad ve ark 2013).
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Resim 2.6. Isik mikroskobu altinda a) Akrozom reaksiyonu gecirmis ve b) Akrozom

reaksiyonu ge¢irmemis spermatozoonlarin gériniimii.

2.10. Spermatozoonlarda DNA Hasarlarimin Belirlenmesi

DNA hasarli spermatozoonlarin belirlenmesi amaciyla alkali comet assay yontemi
kullanilmistir. Bu amagla her kogtan alinan sperma 6rnekleri 2 x 10% sperm/ml olacak
sekilde TCG soliisyonu ile sulandirilmigtir. Daha 6nceden PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanan % 0,75 (w/v) low melting agar (LMA)’ dan 190 pl alinarak iizerine
sulandirilmis 6rneklerden 10 ar pl ilave edilmistir. Daha 6nceden lizerleri PBS igerisinde
¢cozdiiriilmiis % 1 (w/v) normal melting agar (NMA) ile kaplanmis lam iizerine 200 pl
sperma LMA karisimi yayildiktan sonra iizerine lam kapatilarak 4°C de 5 dakika
katilasmaya birakilmigtir. Daha sonra istteki lam dikkatlice c¢ekilerek ayrilmistir. Bu
sekilde her kog icin hazirlanan preparatlar gece boyunca igerisinde 1% N-lauroylsarcosine,
1 M Tris—HCI, 0,5 M ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) ve 0,3 M mercaptoethanol

bulunan (sodyum hidroksit peletleri kullanilarak pH >10 ayarlanmig) lizis soliisyonu
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icerisinde bekletilmistir (Chen ve ark 2002). Lizis soliisyonundan ¢ikarilan preparatlar
distile su ile yikandiktan sonra, elektroforez tankina yerlestirilip 300 mM sodyum hidroksit
ve 1 mM EDTA bulunan elektroforez soliisyonu (Hughes ve ark 1996) igerisinde 4°C de
20 dakika inkube edildikten sonra 40 dakika siiresince 50 volt elektrik akimima maruz
birakilmigtir (Resim 2.7.). Elektroforez isleminden sonra preparatlar sirastyla 0.4 M tris
(pH=7) igeren ndtralizasyon soliisyonundan ve %50, %70 ve %90 methanol iceren
sollisyonlardan gegirilerek fikze edilmistir. Preparatlar kuruduktan sonra, 70 pl DAPI
(40,6-diamidino-2-phenyindole-dilactate) ile boyanip iizerlerine lamel kapatilmistir.
Preparatlardan floresan mikroskop kullanilarak en az 100 hiicre igeren Quickcam-Pro
kamera yardimiyla rastgele g¢ekilen resimler degerlendirme i¢in kaydedilmistir. Kayit
edilen resimlerdeki spermatozoonlar DNA’lar1 hasarli (kirtk DNA parcalarinin elektrik
akimi yoniinde siiriiklenmesine bagli olarak onde asil DNA yuvarlag: ile arkada DNA
serpintilerinin olusturdugu kuyruk nedeniyle olusan kuyruklu yildiz goriintiisii) veya DNA
hasar1 bulunmayan (asil DNA’nin bir biitlin sekilde goriindiigii) hiicreler belirlenerek DNA
hasarli  spermatozoon  oranlar1  belirlenmistir = (Resim  2.8.).  Goriintiilerin
degerlendirilmesinde ‘‘Image J’° software (version 1.47v; NIH. USA) programindan
faydalanilmistir (Kiigiik ve ark 2014).

Resim 2.7. Elektroforez isleminde kullanilan elektroforez sistemi.
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Resim 2.8. DNA hasarli spermatoozonlarin a) Floresan mikroskopta b) Image J software
32 bit ¢oziiniirliikte c) Image J software 5 asamali goriintiileme sistemindeki goriiniimleri.
DNA hasar1 olmayan spermatozoonlarin d) Floresan mikroskopta e) Image J software 32

bit ¢coziiniirlikkte f) Image J software 5 asamali goriintiilleme sistemindeki goriiniimii.
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2.11. istatistik Analiz

Y1l boyunca aylik olarak ejakiilatlar1 toplanan 6 bas koca ait spermatolojik
parametrelerin ve hissedilen sicaklik degerlerinin aylik ortalamalar1 Minitab 17 istatistik
programinda “Descriptive Tests” kullanilarak Mean + SEM seklinde hesaplanmistir. 12 ay
siiresince 6 bas kogtan toplanan sperma 6rnekleri (n=72) sicakliklarin en yiiksek oldugu 6
ay (Mayis-Ekim) sicak stresi donemi (n=36) ve sicakliklarin daha diisiik oldugu 6 ay
(Kasim-Nisan) kontrol dénemi (n=36) olmak iizere ikiye ayrilmistir. Kontrol ve sicak stresi
donemlerine ait sonuglar yine Minitab 17 istatistik programi  kullanilarak
degerlendirilmistir. Her iki doneme ait spermatolojik parametreler arasinda istatiksel bir
fark (P<0,05) olup olmadigi “Two-Samples T-Test” kullanilarak belirlenmistir. Sonuglar

sekiller lizerinde Mean + SEM seklinde sunulmustur.

22



3. BULGULAR

3.1. Aylik Verilerin Ortalamalari

Y1l boyunca aylik olarak ejakiilatlart toplanan 6 bas koca ait spermatolojik
parametrelerin ve hissedilen sicaklik degerlerinin aylik ortalamalar1 asagidaki sekillerde

sunulmustur (Sekil 3.1., Sekil 3.2., ve Sekil 3.3.).

a) B Sperma Hacmi b) E Spermatozoon Yogunlugu
3,5 -
1,8 -
1,6 - 37
1/4_ 2,5'
1,i— EZ-
] N <
Eog | §15
0,6 1
0,4
0,2 0> 1
O_Exx“Hcchm—E O_Eé_ﬁx-“—“‘tC‘QCNBSE
S s S88s853zE828g32E 2535838338883 ¢%
8503223 5E39%a £s°32z3Rggom
T o< T Qo<
c) @ Motilite d) @ Canli Spermatozoon Orani
100 A 100 -
90 ~ 95 ~
80 A 90 A
70 A 85 -
60 H 80 -
%20 1 X 75 -
40 H 70 ~
30 A 65 -
20 o 60 ~
10 A 55 -
0 50 -
X X £ £ c v cCc N v T Eg_dx-l-'t'cﬂcNm:—E
ss8858558283¢ SR EREE NN
82932z 7e3emw E<°9a=z=/Rez™
I&’&” Iﬁfﬁo

Sekil 3.1. Koglara ait bazi spermatolojik parametrelerin yil boyu aylik degisimleri
(mean=SEM).
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Sekil 3.2. Koglara ait baz1 spermatolojik parametrelerin ve hissedilen sicaklik degerlerinin

yil boyu aylik ortalamalar1 (mean+SEM).
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Sekil 3.3. Koglara ait 6rneklerde akrozom reaksiyonu ge¢irmis spermatozoon oranlarinin
yil boyu aylik ortalamalar1 (mean+SEM). a) Taze spermada b) 1 saat inkiibasyon sonrasi 0.
dakikada c) LPC ilavesi sonrasi 20. dakikada d) 40. dakikada ve e) 60. dakikada.
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3.2. Sonuglar

Sperma hacimleri yoniinden kontrol donemi (0,9+0,06ml) ile sicak stresi donemi

(0,9+0,07ml) arasinda istatiksel bir fark bulunmamistir (Sekil 3.4.).

1,1 4

1,05 -

E 0,95 -

0,9 -

0,85

Kontrol Sicak Stresi

Sekil 3.4. Kontrol ve sicak stresi donemlerinde sperma hacimlerinin karsilastirilmasi
(P>0,05).

Sicak  stresi  doneminde  (1,6+0,11x10%spermatozoon/ml)  spermatozoon
yogunlugunun kontrol dénemine (2,3+0,14x10°spermatozoon/ml) gore daha diisiik oldugu
(P<0,05) belirlenmistir (Sekil 3.5.).

Milyar/ml
[y
w
1

Kontrol Sicak Stresi

Sekil 3.5. Kontrol ve sicak stresi donemlerinde spermatozoon yogunluklarinin
karsilastirilmasi. * P<0,05
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Sicak stresi doneminde motil spermatozoon orani (%77,2+0,92) kontrol
donemindeki motil spermatozoon oranindan (%85,0+1,30) daha diisiik bulunmustur
(P<0,05). Benzer sekilde canli spermatozoon oranlarmin sicak stresi doneminde
(%87,6+0,96) kontrol doneminden (%91,0£1,20) daha disik oldugu (P<0,05)
belirlenmistir (Sekil 3.6.).

Sicak stresinin sperm morfolojisi iizerine de olumsuz etkilerinin oldugu, sicak
stresi doneminde anormal spermatozoon oraninin (%?22,3+0,85) kontrol déneminden

(%18,0£1,2) daha yiiksek oldugu (P<0,05) belirlenmistir (Sekil 3.6.).

Spermatazoon membraninin sicak stresine duyarli oldugu ve sicak stresi doneminde
HE-test sonrasinda toplam (canli ve 6lii) membran biitiinliigiinii korumus spermatozoon
oraninin  (%25,8+£2,10) kontrol doneminden (%35,2+2,50) daha diisik oldugu
belirlenmistir (P<0,05). HE-test sonrasinda canli ve membran bitiinligiini korumus
spermatozoon oranlar1 yoniinden kontrol donemi (%25,742,10) ile sicak stresi donemi
(%20,7+1,70) arasinda istatistiksel bir fark belirlenmemistir. Ancak, sicak stresi donemine
ait orneklerin canli ve membran biitlinliiiinli korumus spermatozoon oranlarinin (P=0,061)

daha diisiik olma egiliminde oldugu belirlenmistir (Sekil 3.6.).

DNA hasarli spermatozoon oranlar1 yoniinden ise sicak stresi donemi (%7,9+1,10)

ile kontrol déonemi (%9,6+2,10) arasinda istatistiksel bir fark bulunmamstir (Sekil 3.6.).
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Sekil 3.6. Baz1 spermatolojik parametreler yoniinden sicak stresi ve kontrol dénemlerinin

karsilastirilmast. * P<0,05.

Taze spermada kendiliginden (prematiire) akrozom reaksiyonu gecirmis
spermatozoon oranlar1 yoniinden sicak stresi donemi (%?2,24+0,46) ile kontrol donemi
(%2,6+0,45) arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. Spermatozoonlarin 1 saat
stiresince TCG soliisyonu igerisinde inkiibasyonu sonrasi 0. dakikada akrozom reaksiyonu
gecirmis spermatozoon oranlari yoniinden sicak stresi donemi (%7,4+1,40) ile kontrol
donemi (%7,7+1,40) arasinda istatistiksel bir fark bulunmamistir. Benzer olarak,
inkiibasyon sonrast LPC molekiilii ile akrozom reaksiyonuna girmeleri saglanan
spermatozoonlarda LPC ilavesi sonrasi sirasiyla 20, 40 ve 60. dakikada akrozom
reaksiyonu geciren spermatozoon oranlart yoniinden sicak stresi donemi (%33,3+3,70;
%37,0£4,00 ve %37,2+4,20) ve kontrol donemi (%29,0+£2,60; %35,7+3,50 ve
%34,3+3,20) arasinda istatiksel bir fark bulunmamistir (Sekil 3.7.).
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Sekil 3.7. Taze spermada kendiliginden, TCG soliisyonu igerisinde 1 saat inkiibasyon
sonras1t 0. dakikada, inkiibasyon sonrasi akrozom reaksiyonunu uyarmak i¢in LPC
molekiiliiniin ilavesi sonrast 20, 40 ve 60. dakikada akrozom reaksiyonuna giren

spermatozoon oranlar1 (P>0,05).
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4. TARTISMA

Kiiresel 1sinma olgusuyla birlikte, bilim insanlarinin ilgisi, bu olgunun 6nlenmesine
ve sicak stresinin canlilar lizerinde olusturacagi etkilerin belirlenmesine yonelmistir. Bu
dogrultuda, bilim insanlar1 sicak stresinin erkek fertilitesi tizerine olan olumsuz etkilerini
belirlemek amaciyla, laboratuvar hayvanlarinda veya evcil hayvanlarda gerek cevresel
sicakligin artirilmasina gerek de testis dokusunun bolgesel ve suni olarak isitilmasina
dayanan bir¢ok calisma tasarlamislardir. Ancak cevresel sicak stresine maruz birakilan
evcil hayvanlarin kullanildig1 ¢alisma sayist (Minton ve ark 1981, Meyerhoefer ve ark
1985, Nichi ve ark 2006, Al- Ghetaa 2012), sicak stresinin testis dokusuna suni ve bolgesel
olarak uygulandig1 ve laboratuvar hayvanlarinin kullanildig1 caligmalara oranla ¢ok daha
azdir (Kowalczuk ve ark 1983, Setchell ve ark 1988, Yin ve ark 1997, Jannes ve ark 1998,
Rockett ve ark 2001, Zhang ve ark 2002, Banks ve ark 2005, Paul ve ark 2008, Perez-
Crespo ve ark 2008, Li ve ark 2008). Oysaki cevresel sicak stresi kiiresel 1sinmanin
sonuglarin1 degerlendirmek icin daha uygun bir calisma yontemidir. Ayrica, evcil
hayvanlarin 6zellikle de koglarin kullanildig1 sicak stresi ile ilgili ¢caligmalarin sayica az
olmasmnin  yan1  swa, kapsam ve degerlendirilen parametreler laboratuvar
hayvanlarindakilere oranla yetersizdir (Arman ve ark 2006, Saab ve ark 2011, Al- Ghetaa
2012). Bu bilgiler 1s1ginda, bu tez caligmasinda koglarin dogal ortamlarinda maruz
kaldiklar ¢evresel sicak stresi faktorleri kullanilarak bir¢ok spermatolojik parametrenin bir
arada degerlendirilmesiyle cevresel sicak stresinin ko¢ spermatozoonlari {izerine olasi

etkileri genis bir perspektif icerisinde ele alinmaistir.

Calismada sicak stresi donemi ile kontrol donemi arasinda sperma hacimleri
yoniinden istatistiksel bir fark bulunmazken (P>0,05) sicak stresi grubunun spermatozoon
yogunlugu daha diisiik bulunmustur (P<0,05). Elde edilen sonuglar, Saab ve ark (2011)’nin
yaptiklar1 ¢alismanin sonuglarini desteklemektedir. Sicak stresi doneminde spermatozoon
yogunlugunun diisiisii sicak stresine bagli olarak spermatogenezis islemindeki aksamalara
(Jannes ve ark 1998) ve testis dokusundaki hasarlanmaya bagli olarak germ hiicrelerinin
ozellikle sicak stresine en duyarli olan spermatosit ve spermatidlerin apoptozis ile elemine
edilmesine bagl olabilir (Rockett ve ark 2001).

Sicak stresi doneminde canli ve motil spermatozoon oranlarinin daha diisiik oldugu

anormal spermatozoon oranin ise kontrol donemine gore daha yiiksek oldugu belirlenmistir
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(P<0,05). Motil spermatozoon oranindaki bu diisiis Minton ve ark (1981)’nin elde ettikleri
sonuclart desteklemektedir. Sicak stresi doneminde motilite degerindeki diislis artan
anormal ve Olii spermatoozon oranlarina bagli olabilir. Canli spermotozoon oranindaki
diisiis ve anormal spermatozoon oranindaki artis ise sicak stresine bagli olarak germ
hiicrelerinde sekillenen hasarlar (Rockett ve ark 2001) ve bu hasarlarin spermatogenezis
stiresince diizeltilememesi ve/veya sicak stresine bagli olarak bozulan testis ve epididimis
ortaminda spermatozoonlarin uygun sekilde muhafaza edilememesine bagli olabilir

(Bedford 1991, Zhang ve ark 2002, Banks ve ark 2005, Li ve ark 2008).

Sicak stresinin koglarda spermatozoon membran biitiinliigli, DNA biitlinliigi,
akrozom reaksiyonu gec¢irmis spermatoozon oranlar1 {izerine etkisi ilk defa bu tez
calismasinda ele alinmistir. Sicak stresi doneminde toplam (canli ve 06lii) membran
biitiinliglinii korumusg spermatozoon orani kontrol doneminden daha diisiikk bulunmustur
(P<0,05). Canl1 ve membran biitiinliiglinii korumus spermatozoon oraninin ise sicak stresi
doneminde kontrol dénemine gore diisiik olma egiliminde oldugu belirlenmistir (P=0,061).
Koglarda spermatoozon membran1 yiiksek miktarda c¢oklu doymamis yag asidi
icermektedir (Darin-Bennett and White 1977) ve bu durum spermatozoon membranini
serbest radikallerin saldirisina ve lipid peroksidasyonuna duyarli hale getirmektedir
(Vernet ve ark 2004). Sicak stresi nedeniyle artan serbest radikallerin (Nichi ve ark 2006)
spermatozoon membranlarindaki hasarlarin sebebi olmasi olduk¢a muhtemeldir ve sicak
stresi donemindeki diisiik membran biitiinliigiine sahip spermatozoon orani bu sekilde

agiklanabilir.

Farelerde testislerinin bolgesel ve suni olarak 1sitilmasiyla sicak stresi uygulanan
calismalarda DNA hasarli spermatozoon oranlarinin arttig1 rapor edilmistir (Banks ve ark
2005, Paul ve ark 2008). Ancak, bu tez ¢alismasinda DNA hasarli spermatozoon oranlari
yoniinden sicak stresi donemi ile kontrol donemi arasinda istatiksel bir fark bulunmamistir
(P>0,05). Bu durum ¢evresel sicakliginin spermatozoonlarda DNA hasarini istatistiksel bir
fark olusturacak seviyede uyaracak kadar ylikselmemis olmasi ile agiklanabilir. Yapilan bir
caligmada fare testislerine bolgesel olarak uygulanan 38°C de 30 dakika sicak stresinin
istatistiksel bir fark olusturacak kadar DNA hasarina neden olmadig1 ancak daha yiiksek
sicakliklarin istatistiksel fark olusturdugu belirtilmistir (Paul ve ark 2008). Ayrica, kog
spermatozoon DNA’smin farkli tipte protamin (sadece tip 1) igermesi nedeniyle fare

spermatoozon DNA’sindan daha dayanikli ve korunakli oldugu bilinmektedir (Balhorn
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1982, Pirhonen ve ark 1994, Motoishi ve ark 1996). Bu tez caligsmasi sirasinda Ocak
ayinda spermatozoonlardaki DNA hasarinda dramatik bir artig oldugu fark edilmistir. Ocak
ayinin iireme sezonunun sonuna rast gelmesi ve 21 Aralik giin doniimiin ardindan bu
durumun gozlenmesi oldukg¢a ilgingtir. Gen ekspresyon degerlerinin g¢evresel etkiler
tarafindan degistigi diisliniilirse DNA hasarli spermatozoon oranindaki bu artisa giin 15181
stiresinin degisimiyle expresyonlar1 degisen bazi genlerin sebep oldugu diisiiniilebilir.

Ancak bu durumu izah etmek i¢in daha ileri arastirmalara gereksinim vardir.

Taze spermada kendiliginden, seminal plazmanin uzaklastirllmasindan sonra
kapasitasyonun gergeklesmesi i¢in 1 saat inkiibasyon islemi sonrasinda, akrozom
reaksiyonunu uyarmak i¢in LPC molekiiliiniin ilavesinden sonraki 20, 40 ve 60. dakikada
akrozom reaksiyonu gec¢irmis spermatozoon oranlari agisindan sicak stresi donemi ile
kontrol donemi arasinda istatistiksel bir fark belirlenmemistir (P>0,05). Ancak, donemsel
gruplandirma yapilmadan aylik ortalamalar g6z oOnilinde bulunduruldugunda ozellikle
Haziran ayinda spermatozoonlarin LPC varliginda akrozom reaksiyonuna girme
yeteneklerinin tiim y1l boyunca tespit edilen en diisiik diizeye ulastig1 belirlenmistir. Bu
durumun, Haziran aymin (21 Haziran kuzey yarim kiire i¢in) giin doniimiine rastlamasi ve
yil boyunca giin i¢inde en uzun siire 151k alma stirelerinin bu ay i¢inde yasanmasi ile iliskili

olabilecegi sanilmaktadir.

Bu tez calismasindan elde edilen bulgular 15181nda, ¢evresel sicak stresinin koglarda

baz1 spermatolojik parametreler {izerine olumsuz etkisinin oldugu belirlenmistir.
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5. SONUC

Bu tez calismasi bizlere c¢evresel sicak stresinin spermatoozon yogunlugunu
diisiirdligiinii, spermadaki o©lii ve anormal spermatozoon oranini arttirdigini, motil
spermatozoon oranini diislirdligiinii ve spermatozoonlarin membran biitiinliigiine olumsuz

etki yaptigini gostermistir.

Cevresel sicak stresinin bu calismada izlendigi boyutlariyla sperma hacmi, DNA
hasarli spermatozoon orani, kendiliginden ve/veya akrozom reaksiyonunu uyarmak ig¢in
kullanilan LPC molekiiliiniin varliginda akrozom reaksiyonu ge¢irmis spermatozoon
oranlari tizerine istatistiksel bir fark olusturacak sekilde bir etkisinin olmadigi goriilmiistiir.

Ancak, bu sonuglar arastirmanin yapildigi kosullar i¢in bir gosterge niteligindedir.

Bundan sonraki c¢alismalarda, c¢evresel sicak stresine maruz kalmis koglarin
spermalar1 kullanilarak yapilacak suni ve dogal tohumlamalardan elde edilecek sonuglar
bizlere sicak stresinin spermatozoon kalitesini diisliren etkilerinin d6l verimine nasil
yansidigin1 gostermesi agisindan oldukc¢a onemlidir. Ayrica, sicak stresine maruz kalmig
ko¢ spermatozoonlarinin dondurulabilirliginin  arastirilmast  bize Onemli bilgiler

saglayacaktir.
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OZET
SICAK STRESININ KOCLARDA IN-VITRO

SPERMATOLOJIK PARAMETRELER UZERINE ETKIiSI

Cevresel veya suni olarak uyarilmig sicak stresinin iireme {lizerine etkileri insan,
fare, tavsan, boga ve ko¢ gibi farkh tirlerde ¢alisilmistir. Fakat sicak stresinin kog
spermatozoonlari iizerine etkileriyle ilgili caligmalarin sayis1 yetersizdir. Ayni zamanda bu
calismalarda sicak stresinin koglarda bazi temel spermatolojik parametreler {izerine etkisi
incelenmistir. Bu calisma, c¢evresel sicak stresinin ko¢ spermatozoonlari tizerine etkisini

genis bir perspektif i¢erisinde ortaya koymak amaciyla tasarlanmaistir.

Spermalar (n=72) alt1 bas olgun kogtan elektro-ejakiilator yardimi ile aylik olarak
y1l boyunca alimmistir. Yilin en sicak alt1 ayma (Mayis-Ekim) ait spermalar (n=36) sicak
stresi donemi, yilin diger alt1 ayina (Kasim-Nisan) ait spermalar (n=36) ise kontrol donemi
olarak kabul edilmistir. Bu gruplandirma ile asim sezonu da her iki doneme esit bi¢gimde
paylastirilmistir. Sicak stresi ve kontrol donemine ait sperma Ornekleri hacim, yogunluk,
motilite, 6lii-canli spermatozoon orani, anormal spermatozoon orani, spermatozoon plazma
membran ve DNA biitlinliigli, akrozom reaksiyonu gec¢irmis spermatozoon oranlar1 gibi
spermatolojik parametreler yoniinden karsilagtirilmistir. Sicak stresi  spermatozoon
yogunlugunu, motilitesini ve spermatozoon plazma membran biitiinliiglinii distirmiistiir

(P<0,05). Ayn1 zamanda, 6lii ve anormal spermatozoon oranlarini arttirmistir (P<0,05).
Sonug olarak, g¢evresel sicak stresi koclarda yogunluk, motilite, spermatozoon
plazma membran biitiinliigli, canli ve morfolojik olarak normal spermatozoon oranlar1 gibi

baz1 spermatolojik parametreleri olumsuz sekilde etkilemistir.

Anahtar Kelimeler: Kog, sicak stresi, spermatozoon, membran biitiinliigii, DNA

biitliinltigi.
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SUMMARY

EFFECT OF HEAT STRESS ON IN-VITRO SPERM PARAMETERS
IN RAMS

Effect of environmental or artificially induced heat stress on reproduction have
been studied in different species such as human, mouse, rabbit, bull and ram. However, the
number of studies related to the effect of heat stress on ram spermatozoa was not adequate.
Also most of these studies have evaluated the effect of heat stress on basic sperm
parameters in rams. This study was designed to evaluate the effects of environmental heat

stress on ram spermatozoa in a wider perspective.

Semen (n=72) was collected from six mature rams monthly by electro-ejaculator
throughout a year. Ejaculates (n=36), which were collected between May and October,
were regarded as heat stressed samples and the ejaculates (n=36), which were collected in
the remaining six months from November to April, were regarded as the control samples.
This way of classification also provided an equal distribution of the breeding season
between heat stress and control periods. Sperm samples which represent control and heat
stress periods were compared for different sperm parameters such as semen volume,
concentration, motility, live-dead sperm rate, abnormal sperm rate, plasma membrane and
DNA integrity and percentage of acrosome reacted sperms. Heat stress decreased
concentration, motility and plasma membrane integrity of sperm cells (P<0.05) along with

an increase in the percentage of dead and abnormal sperm rates in rams (P<0.05).

In conclusion, environmental heat stress can affect detrimentally some sperm
parameters such as concentration, motility, plasma membrane integrity of spermatozoa,

along with the percentage of morphologically normal and live sperm rate in rams.

Key Words: Ram, heat stress, spermatozoon, membrane integrity, DNA integrity.
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