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ÖNSÖZ 

 

Gün geçtikçe artan insan nüfusu, sanayileşme ve fosil yakıt tüketimindeki artış, 

atmosferdeki sera gazlarının oranının artmasına ve küresel ısınmaya neden olmaktadır. 

Küresel ısınma, sera etkisinin artması ve buzulların erimesiyle şiddetlenerek devam 

etmektedir. Bu durum, bilim insanlarını küresel ısınmanın önlenmesine ve küresel ısınmanın 

canlılar üzerindeki etkilerinin incelenmesine yöneltmiştir.  

Kuzey yarım kürede yer alan ülkemizin Aydın ilini de içinde barındıran güney batı, 

güney ve güney doğu kısımlarında yaz ayları oldukça sıcak geçmektedir. Bu nedenle Aydın ili 

sıcak stresinin canlılar üzerindeki olası etkilerinin incelenmesi için oldukça uygun koşullar 

sunmaktadır. Yazların oldukça sıcak geçtiği bölgeler, doğal yaşam alanlarında canlıların sıcak 

stresinden nasıl etkilendiğinin gözlenmesine olanak sağlarlar. Bu bölgeler küresel ısınmaya 

bağlı olarak olası sıcaklık artışlarının canlılar üzerinde oluşturacağı etkiler hakkında bilim 

insanlarına önemli bilgiler sunmak üzere tasarlanmış bir laboratuvar ortamı olarak 

düşünülebilirler.  

Sıcak stresinin reprodüksiyon üzerine etkilerini inceleyen çalışmaların büyük bir 

çoğunluğu laboratuvar ortamında deney hayvanlarının yapay olarak sıcak stresine maruz 

bırakılmasına dayanmaktadır. Canlıların doğal ortamlarında maruz kaldığı çevresel sıcak 

stresi bizlere daha doğru, daha objektif bilgiler sağlayabilir. Sıcak stresinin erkek çiftlik 

hayvanları üzerine olası etkilerini inceleyen çalışmaların büyük bir çoğunluğu testis 

dokusunun çeşitli izolasyon malzemeleri ile sarılarak ısısının arttırılmasına dayanmaktadır. 

Ayrıca sıcak stresinin çiftlik hayvanları üzerine etkisini inceleyen çalışmaların sayısı deney 

hayvanlarına oranla daha az ve değerlendirilen parametreler yönünden daha yetersizdir.  

Bu bilgiler ışığında, Adnan Menderes Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 

birimince desteklenen bu çalışma, Sıcak stresinin koçlarda in-vitro spermatolojik parametreler 

üzerine etkisini araştırmak ve yukarıda bahsedildiği üzere var olan bilimsel eksiklikler 

yönünden mevcut bilimsel altyapıya katkıda bulunmayı amaçlamaktadır. 
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1. GİRİŞ 

Stres bir canlının çevre koşulları ile baş edebilme kabiliyetini yitirmesi olarak 

tanımlanabilir (Dobson ve Smith 2000). Canlılar çok farklı stres etkenlerine maruz 

kalabilirler. Bu etkenler, fiziksel (egzersiz, transport), immünolojik (hastalık, toksin 

uygulamaları), psikolojik (izolasyon, insan-hayvan etkileşimleri) ve çevresel (sıcak, soğuk) 

şeklinde sınıflandırılabilir. Farklı stres etkenleri farklı etkiler oluşturabilir. Stresin canlıda 

oluşturduğu etki, stresin süresine göre farklılıklar gösterir. Strese verilen cevap türler 

arasında farklılık gösterdiği gibi farklı cinsiyetlerin de strese verdiği cevap farklı 

olabilmektedir (Tilbrook ve ark 2000). 

Birçok türde stres, glikokortikoid bir hormon olan kortizolün salınımını 

uyarmaktadır. Stres hipotalamo-hipofizer-adrenal aksı uyararak, kortikotropin salgılatıcı 

hormon salgılanmasına neden olur.  Buna bağlı olarak ön hipofizden adrenokortikotropik 

hormon (ACTH) salgısı uyarılır (Engler ve ark 1989).  ACTH adrenal bezden 

glikokortikoidlerin salgısını uyarır. Stresle salınan katekolaminler ve glikokortikoidler 

stresin etkilerini hafifletmeye çalışırlar. Kronik veya uzun süreli stres gonadotropin 

salgısını baskılayarak, üremeyi kısıtlar. Geçici ve kısa süreli stresin üreme üzerine etkisi 

çok belirgin değildir (Tilbrook ve ark 2000). 

 

1.1. Sıcak Stresi ve Üreme 

 

Bir canlının, kendisi için fizyolojik olan değerlerin üzerinde sıcaklığa maruz kalması 

sonucu o canlıda şekillenen stres reaksiyonlarının tamamına sıcak stresi denir. Sıcak 

stresinin canlıların yaşam kalitesini düşürmekten başlayarak ölüme kadar varabilen çok 

geniş sonuçları olabilmektedir. Sıcak stresinin fertilite üzerine olan etkileri insan (Mieusset 

ve ark 1987), fare (Jannes ve ark 1998), rat (Setchell ve ark 1988), boğa (Karabinus ve ark 

1997) ve koçlarda (Al-Ghetaa 2012) rapor edilmiştir.  Genel hatlarıyla sıcak stresi dişilerde 

LH ve östrojen salgısını düşürebilir, foliküler sıvıdaki östrojen miktarını ve folliküldeki LH 

reseptör sayısını azaltabilir. Bu duruma bağlı olarak dişilerde oosit ve folikülün gelişimi ve 

fonksiyonu bozulabilir, ovulasyonda gecikmeler şekillenebilir (Hansen 2009). Sıcak 

stresinin boğalarda, LH salgısında geçici bir düşüşe neden olurken testosteron salgısında 

değişikliğe neden olmadığı belirlenmiştir (Minton ve ark 1981). Erkeklerde sıcak stresinin 
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asıl etkisini testis içerisinde spermatogeneziste aksamalara yol açarak oluşturduğu 

düşünülmektedir (Hansen 2009).  

 

1.1.1. Sıcak Stresinin Uyarılması 

 

Sıcak stresinin testisler üzerindeki etkilerini incelemek için araştırmacılar çok farklı 

teknikler kullanmışlardır. Bu teknikler şu şekilde sıralanabilir: 1) Canlının bulunduğu 

ortamın sıcaklığının arttırılmasıyla canlının devamlı veya aralıklı olarak sıcak stresine 

maruz bırakılması (Meyerhoefer ve ark 1985, Nichi ve ark 2006), 2) Testislerin izolasyon 

malzemeleri ile sarılmasıyla ya da testislerin sıcak su banyosunda tutulmasıyla bölgesel 

olarak sıcak stresinin uyarılması (Banks ve ark 2005, Arman ve ark 2006), 3) Cerrahi 

yöntemle tek veya her iki testisin vücut içerisine alınması (indüklenmiş kriptorşidizm) ile 

sıcak stresinin uyarılması (Yin ve ark 1997, Zhang ve ark 2002), 4) Testislerin mikro dalga 

radyasyonuna maruz bırakılması ile sıcak stresinin uyarılmasıdır (Sounders ve Kowalczuk 

1981, Kowalczuk ve ark 1983). Ancak, bahsedilen son yöntemde skrotal deride hasar 

oluştuğu ve etkinin sadece testis sıcaklığının artmasına bağlı olmayabileceği, hasarlanan 

skrotal derinin testisleri soğuk tutma fonksiyonunu yitirmesinin de etkisi olabileceği 

düşünülmektedir (Setchell 2006).      

 

1.1.2. Sıcak Stresinin Erkeklerdeki Etki Mekanizması 

 

Memelilerde, testisler genel olarak vücut sıcaklığından 2-8 derece daha düşük 

sıcaklıkta muhafaza edilirler ve bu durum spermatogenezis için gereklidir (Banks ve ark 

2005). Yüksek çevre sıcaklığında testis dokusunda hipoksik bir ortam oluşur (Barth ve 

Bowman 1994). Yüksek çevre sıcaklığına bağlı olarak testis dokusunun sıcaklığı, 

metabolik aktivitesi ve oksijen ihtiyacı artar. Bölgeye bu ihtiyacı karşılamaya yeterli kan 

dolaşımı sağlanamadığı için testis dokusu hipoksik bir hal alır (Waites ve Setchell 1964).  

 

Hipoksi reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretiminde genel bir artışa yol açar (Zini ve 

ark 1998, Filho ve ark 2004). Reaktif oksijen türleri serbest oksijen radikalleridir. Buna 

örnek olarak bir veya daha fazla serbest elektron içeren atom ve moleküller gösterilebilir 

(Halliwell 1991). Reaktif oksijen türlerinin en önemlileri hidroksil radikali (OH-),  süper-

oksit anyon (O2
-), hidrojen peroksit  (H2O2)  ve nitrik oksittir  (NO-). Öncü olarak kabul 

edilenler süper oksit anyon ve hidrojen peroksittir.  Diğer moleküller reaktif oksijen 
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türlerinin enzimatik veya non-enzimatik dismutasyon formlarıdır (Halliwell ve Guterridge 

1989).  

 

Reaktif oksijen türlerinin üretiminin artması oksidatif stresin başlıca nedenidir. 

Oksidatif stres; DNA, proteinler, yağlar, karbonhidratlar ve biyomoleküller üzerinde 

yapısal hasara yol açar. Bunun sonucunda testis dokusu ve spermatozoonlar hasar görür, 

spermatogoneziste aksamalar oluşur. İnsanlarda ve hayvanlarda reaktif oksijen türleri, 

gerek yaşlanma olgusu ve gerekse kanser etiyolojisine girmek dışında önemli bir infertilite 

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

 

Reaktif oksijen türlerinin düşük ve kontrol edilebilir miktarlarının spermatozoon 

fizyolojisinde önemli rol oynadığı; ancak, bu radikallerin yüksek miktarlarının 

spermatozoonlara zarar verebildiği ve fertilite problemlerine yol açabildiği bilinmektedir 

(Lamirande ve ark 1997). 

 

Reaktif oksijen türlerinin artışıyla kendini gösteren oksidatif stres spermatogenezis 

sürecindeki hücreleri etkileyen, apoptozise ve DNA kırıklarına yol açan ana sebeptir 

(Hansen 2009). Ayrıca, sıcak stresini takiben, epididimisin spermatozoonları canlılıklarını 

sürdürecek şekilde saklama yeteneğini kaybettiği ve en çok etkilenen kısmının kauda 

epididimis olduğu bildirilmiştir (Bedford 1991). Aynı zamanda, bazı çalışmalar sıcak 

stresinin sertoli hücrelerine (Zhang ve ark 2002) ve seminifer tubullerin etrafını dolduran 

dokuya zarar verdiğine işaret etmektedir (Kanwar ve ark 1974). 

 

Sıcak stresine en duyarlı hücrelerin spermatositler ve erken spermatidler olduğu 

(Setchell 2006), sıcak stresi ortadan kalktıktan sonra testis dokusunun fonksiyonlarının 

kademeli olarak bir veya iki spermatogenezis siklusu geçtikten sonra normale döndüğü 

bilinmektedir. 

 

1.1.3. Sıcak Stresinin Spermatozoon Hacmi, Yoğunluğu, Motilitesi ve Anormal 

Spermatozoon Oranları Üzerine Etkileri 

Fareler üzerinde yapılan bir çalışmada, sıcak stresi uygulamasından 3 hafta sonra 

kontrol ve sıcak stresi grupları arasında vücut ağırlığı açısından herhangi bir fark 

oluşmaksızın sıcak stresi uygulanan farelerin testis ağırlığının, spermatozoon 
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yoğunluğunun ve motilitesinin düştüğü belirlenmiştir. Bu düşüşe sıcak stresine bağlı olarak 

spermatogeneziste şekillenen aksamaların neden olduğu bildirilmiştir (Jannes ve ark 1998).  

 

Brezilya’da yapılan bir araştırmada yaz aylarında boğa ejekülatlarındaki anormal 

spermatozoon oranının kış aylarına oranla daha yüksek olmasına rağmen motilite 

yönünden yaz ve kış ayları arasında belirgin bir fark olmadığı belirtilmiştir (Nichi ve ark 

2006). On beş gün süreyle 35ºC de tutulan boğaların motil ve canlı spermatozoon 

oranlarının kontrol grubu boğalarına göre daha düşük olduğu ancak spermatozoon 

yoğunluğu ve hacmi yönünden bir fark oluşmadığı bildirilmiştir (Minton ve ark 1981). 

 

  Boğaların 8 hafta boyunca günde 8 saat süresince 35ºC de ve 16 saat süresince 

31ºC de barındırıldığı bir çalışmada uygulamanın ilk 6 haftasında sperma hacminin 

düştüğü, sıcak stresine 2 hafta maruz kaldıktan sonra, motil spermatozoon oranının da 

düşme eğilimi gösterdiği belirlenmiştir. Motil spermatazoon oranının iki hafta geç 

düşmesinin spermatozoonların epididimiste taşınmasının yaklaşık 2 hafta sürmesinden ve 

bu süre zarfında epididimiste bulunan spermatozoonların sıcak stresinden 

etkilenmemesinden kaynaklanabileceği ya da epididimal ortamın değişmesi için daha uzun 

süre sıcak stresi uygulamasının gerekli olabileceği ifade edilmiştir. Aynı çalışmada sıcak 

stresi uygulanan grubun ejekülatlarında anormal spermatozoon oranlarının daha yüksek 

olduğu, sıcak stresi uygulamasına son verildikten 8 hafta sonra boğaların sıcak stresi 

uygulamasından önceki spermatolojik değerlerine döndükleri ifade edilmiştir 

(Meyerhoefer ve ark 1985). 

 

 Koçların testislerine bölgesel olarak sıcak stresinin uygulandığı bir çalışmada 

(günde 16 saat 21 gün boyunca) sıcak stresi grubunun kontrol grubuna göre daha düşük 

motiliteye sahip olduğu ancak spermatozoon yoğunluğu yönünden istatiksel bir fark 

bulunmadığı belirlenmiştir (Arman ve ark 2006). Hem koçların testislerine bölgesel olarak 

sıcak stresinin uygulandığı, hem de koçların bulunduğu ortamın ısıtıldığı grupları içinde 

barındıran bir çalışmada ise, kontrol grubu ile sıcak stresi uygulanan gruplar arasında 

spermatozoon hacmi ve motilite yönünden bir fark oluşmazken, sıcak stresi uygulanan 

gruplarda spermatozoon yoğunluğunun düştüğü ve anormal spermatozoon oranının arttığı 

bildirilmiştir (Saab ve ark 2011). Yazların oldukça sıcak geçtiği bir bölgede yapılan bir 
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çalışmada, yaz aylarında sıcak stresine bağlı olarak koçlarda ölü ve anormal spermatozoon 

oranlarının arttığı belirtilmiştir (Al- Ghetaa 2012). 

 

1.1.4. Sıcak Stresinin Spermatozoonların DNA Bütünlüğü Üzerine Etkileri 

Spermatogenezis, spermatogonialardan olgun spermatozoon oluşumuna kadar 

içerisinde çoğalma ve farklılaşma basamaklarını barındıran karmaşık çok aşamalı bir 

süreçtir.  Bu süreçte DNA “somatik hücre-histon kompleksi” halinden sıkıca paketlenmiş 

“sperm-protamin kompleksi” haline geçer. Olgun spermatozoonların amacı erkek genetik 

materyalini dişi üreme hücresine taşımaktır. Bu yüzden spermatozoon DNA’sının 

bütünlüğü bozulmadan dişi üreme hücresine ulaştırılması oldukça önemlidir. Yapılan 

çalışmalar sıcak stresinin spermatozoon DNA bütünlüğünü bozabileceğini göstermiştir 

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

Banks ve ark (2005)’nın farelerin testislerini 42ºC deki su banyosunda 30 dakika 

süreyle ısıttıkları çalışmalarında, sıcak stresinin testiste henüz gelişmekte olan germ 

hücrelerinin ve epididimiste bulunan olgun spermatozoonların DNA bütünlüğü üzerine 

etkilerini belirlemeye çalışmışlardır. Bu doğrultuda sıcak stresine maruz bıraktıkları 

farelerden sıcak stresi uygulamasından sonraki 1-24. saatler arasında ve 7-32. günler 

arasında aldıkları spermatozoonların DNA bütünlüklerini comet ve sperm chromatin 

structure assay (SCSA) yöntemlerini kullanarak değerlendirmişlerdir. Elde ettikleri 

sonuçlar sıcak stresi uygulandığı anda epididimiste bulunan olgun spermatozoonların DNA 

bütünlüğünün bozulduğunu ve testiste bulunan gelişmekte olan germ hücrelerinin 

bazılarının apoptozis yolu ile elimine edildiğini, bazılarının ise DNA hasarlı motil 

spermatozoonlar olarak gelişimlerini tamamladıklarını ortaya koymuştur. Sonuç olarak, 

hücrede DNA hasarının sıcak stresi uygulandığı anda şekillendiği ve spermatogenezis 

boyunca düzeltilemediği, sıcak stresine bağlı olarak testis fizyolojisinin bozulduğu ve germ 

hücre gelişimi için gerekli olan uygun koşulların sağlanamadığı ve bunun sonucunda DNA 

bütünlüğü kaybolmuş spermatozoonların üretildiği epididimisin olgun spermatozoonların 

DNA bütünlüğünü koruyamadığı ve bununda muhtemelen bozulan epididimis 

koşullarından kaynaklandığı bildirilmiştir (Banks ve ark 2005). 

 Paul ve ark (2008) yaptıkları çalışmada benzer sıcaklıklarda benzer sonuçlar elde 

etmişlerdir. Ancak 38ºC de 30 dakika sıcak stresi uygulanan grupta istatiksel bir fark 

oluşturacak kadar DNA hasarı şekillenmediğini bildirmişlerdir. 
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1.1.5. Sıcak Stresinin Spermatozoonların Fertilizasyon Kabiliyeti ve Bu 

Spermatozoonlardan Elde Edilen Embriyolar Üzerine Etkileri 

 

Spermatozoonların fertilizasyon kabiliyeti birçok farklı spermatolojik parametre 

tarafından belirlenmektedir.  Progresif motiliteye sahip, morfolojik bir bozukluğu olmayan, 

membran bütünlüğü olan ve doğru zamanda akrozom reaksiyonuna girebilen 

spermatozoonların fertilizasyon kabiliyetinin daha yüksek olduğu bilinmektedir.  Esas 

görevi erkek genetik materyalini dişi üreme hücresine taşımak olan spermatozoonun 

taşıdığı genetik materyalin bütünlüğü de gebeliğin oluşmasında ve devamında kritik öneme 

sahiptir. 

 

Jannes ve ark (1998) erkek fareleri 42ºC de 20 dakika süresince sıcak stresine 

maruz bıraktıkları çalışmada, stres uygulamasından 3 hafta sonra erkek farelerle sağlıklı 

dişi fareleri çiftleştirerek sıcak stresinin gebelik oranı ve embriyo gelişimi üzerine 

etkilerini in vivo olarak değerlendirmişlerdir. Deneyin ikinci aşamasında ise, sıcak stresi 

uygulamasından 28 gün sonra erkek fareleri öldürerek bu farelerin testis ağırlıklarını, 

spermatozoon yoğunluklarını,  motilitelerini ve in-vitro fertilizasyon yöntemini kullanarak 

bu farelerden aldıkları spermatozoonların fertilizasyon kabiliyetlerini değerlendirmişlerdir. 

Çalışma sonucunda sıcak stresi uygulanan farelerin testis ağırlıklarının, spermatozoon 

yoğunluklarının ve motilitelerinin kontrol grubuna göre daha düşük olduğunu 

belirlemişlerdir. Bu düşüşün spermatogeneziste oluşan aksaklıklar ve düşen spermatozoon 

yoğunluğuna bağlı şekillendiğini ifade etmişlerdir. Ayrıca, sıcak stresi uygulanan 

farelerden elde edilen spermatozoonların in vitro fertilizasyon yeteneklerinin kontrol 

grubuna göre daha düşük olduğu belirlenmiştir. Bunun yanı sıra, sıcak stresine maruz 

bırakılan grubun gebelik oranının kontrol grubuna göre daha düşük olduğu, rezorpsiyon 

yönünden iki grup arasında belirgin bir farka rastlanmadığı ve sıcak stresine maruz 

bırakılan erkeklerle elde edilen gebeliklerin 14. gününde embriyo ağırlığının kontrol 

grubuna göre daha düşük olduğu ifade edilmiştir. Bu çalışmada in vitro fertilizasyon ve in 

vivo gebelik oranlarındaki düşüklüğün sebebi olarak sıcak stresi nedeniyle kalitesi düşen 

spermatozoonlar gösterilmektedir. Sıcak stresine bağlı olarak germ hücrelerinde DNA 

sentezinin bozulmasının yanı sıra protamin paketlenmesindeki hataların fertilizasyon 

aşamasında protaminlerin yeniden yapılandırılmasında hatalara yol açabileceği, bu 

durumun fertilizasyondan sonra embriyonik gelişmedeki gecikmelerin ve düşük embriyo 

ağırlığının nedeni olabileceği belirtilmiştir. 
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Zhu ve ark (2004) yürüttükleri bir çalışmada erkek fareleri 36ºC de 24 saat boyunca 

tutarak sıcak stresine maruz bıraktıktan sonra, bu fareleri 7, 21 ve 35 gün sonra dişi 

farelerle çiftleştirmişlerdir. Çiftleşen dişilerden embriyoları 14-16. 34-39. veya 61-65. 

saatlerde oviduktdan ya da 85-90. saatlerde uterustan toplamışlar ve embriyoların 

gelişimlerini morfolojik olarak değerlendirmişlerdir. Çiftleşmeden 7 gün önce sıcak stresi 

uygulanan grup ile kontrol grubu arasında, çiftleşme sonrası 14-16. ve 34-39. saatlerde 

zigot ve iki hücreli embriyo aşamasına ulaşma oranlarında herhangi bir farklılığa 

rastlamamışlardır. Bununla birlikte, 61-65. saatlerde toplanan embriyolarda sıcak stresi 

uygulanan grupta 4 hücreli, morula aşamasına ulaşan ve 85-90. saatlerde de zona 

pellucida’dan çıkabilen blastosist evresindeki embriyo sayısında belirgin bir düşme 

belirlemişlerdir. Ayrıca, çalışmada çiftleşmeden 21 gün önce uygulanan paternal sıcak 

stresinin 2-hücreli, 4-hücreli ve morula aşamasına ulaşan embriyo oranını düşürdüğü ve 

embriyoların blastosist aşamasına ulaşmasının engellendiği, zigot aşamasında embriyo 

sayısının ve anormal embriyo sayısının arttığı ifade edilmiştir. Embriyonik gelişme 

dışında, çiftleşmeden 7 gün önce paternal sıcak stresi uygulamasının blastosistlerdeki 

trophectoderm ve inner cell mass hücre sayısını düşürdüğü ve bu düşüşün embriyonun 

uterusa implantasyonunda sorunlar yaratabileceği öne sürülmüştür. Çiftleşmeden 7 gün 

önce paternal sıcak stresinin, embriyo gelişiminde gecikmelere neden olması dolayısıyla 

sıcak stresi anında epididimiste bulunan spermatozoonların da sıcak stresinden etkilendiği 

kanısı vurgulanmaktadır.  

 

Sonuç olarak; araştırmacılar sıcak stresinin testis ve epididimisteki 

spermatozoonları etkilediğini ve spermatositlerin bu etkiye en duyarlı germ hücreleri 

olduğunu, sıcak stresine bağlı olarak düşen spermatozoon kalitesinin spermatozoonların 

fertilizasyon kabiliyetini ve embriyo gelişimini olumsuz etkilediğini bildirmişlerdir. 

Embriyo gelişimindeki bu gecikmelere sebep olarak da sıcak stresine bağlı olarak hasar 

gören paternal genetik materyalini göstermişlerdir. 

 

1.1.6. Sıcak Stresinin Apoptozis ve Gen Ekspresyonu Üzerine Etkileri 

 

Apoptozis programlanmış hücre ölümüdür. Hücre DNA’sı düzeltilemeyecek oranda 

hasarlandığında hücre kendi kendine ölüm emrini verir. Çevresel etkenler apoptozise 

neden olabildiği gibi bazı genlerin ekspresyon değerlerini arttırabilir veya azaltabilirler. 
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Rockett ve ark (2001) erkek farelere 43ºC de 20 dakika sıcak stresi uyguladıkları çalışmada 

sıcak stresinin testis dokusundaki hücresel ve moleküler mekanizmalar üzerine etkisini 

incelemişlerdir. Sıcak uygulanmasından 8 saat sonra, testis dokusundan hazırlanan 

preparatları hemotoksilen/eosin boyama yöntemiyle boyayarak yaptıkları morfolojik 

incelemede seminifer tubuluslarda bir çok vakuol olduğunu, bir çok germ hücresinin 

piknotik nukleusa sahip olduğunu, bazı hücrelerin nukleuslarının parçalandığını ve 

apoptotik şekilde görüldüğünü, 16 saat sonraki incelemede ise, tubullerde özellikle 

spermatositlerden oluşan dev dejenere hücreler bulunduğunu ve tubul lümeninde anormal 

sitoplazmik birikim olduğunu, spermatid bulunmadığını belirlemişlerdir. Aynı çalışmada 

sıcak stresi sonrasında spermatositlerin apoptotik hale geçişinin morfolojik olarak 

değerlendirilmesini desteklemek ve DNA parçalanmasını belirlemek amacıyla TUNEL 

tekniği kullanılmıştır. Spermatogeneziste aksaklıkların şekillenmesi ve seminifer 

tubullardaki hasar oluşmasına eş zamanlı olarak TUNEL pozitif hücrelerin sayısının arttığı 

belirlenmiştir. Uygulamadan 24 saat sonra tubullerde çok sayıda apoptozise uğramış 

spermatositlerin oluşturduğu TUNEL pozitif hücreler gözlemlenmiştir. 

 

Bu çalışmada testis dokusuna 43ºC ısı uygulanmasından 4 saat sonra sıcak şoku 

proteinlerinin (Hsp70-1, Hsp70-3) ekspreslenen mRNA’larını RT-PCR yöntemiyle 

belirlemişlerdir. Aynı şekilde spermatogenezisteki bozulmayla eş zamanlı olarak sıcak 

şoku proteinleri ekspresyonunun stres uygulamasından 16 saat sonra pik yaptığı ve 48 saat 

içerisinde seminifer tubullerdeki iyileşme süreciyle eş zamanlı olarak sıcak şoku 

proteinlerinin ekspresyon seviyesinin kontrol grubu seviyesine düştüğü belirlenmiştir. 

Sıcak şoku proteinleri ile birlikte testis dokusunda 27 adet genin ekspresyon modlarının 

arttığı, 151 adet genin ekspresyonunun düştüğü belirlenmiştir. Sıcak stresinin etkisiyle 

düşük ekspres edilen genlerin içinde 10 adet DNA onarımı ve rekombinasyon geninin, 9 

adet protein sentezi ile ilişkili genin, 9 adet hücre siklusu ile ilişkili genin, 5 adet apoptozis 

ile ilişkili genin ve 4 adet glutatyon metabolizması ile ilgili genin yer aldığı belirlenmiştir. 

Bu genlerin ekspresyon değerlerindeki düşüş ile sıcak stresi ile artan apoptozis ve DNA 

hasarlı motil spermatozoon sayısı arasında bir bağlantı olması muhtemel görülmektedir. 

 

Maymunlarda yapılan benzer bir çalışmada sıcak stresine bağlı olarak epididimise 

özgü 16 adet genin ekspresyon değerlerinin düştüğü belirlenmiştir (Li ve ark 2008). Bu 

genlerin expresyon değerlerinin düşmesi ile sıcak stresine bağlı olarak bozulan epididimis 

fonksiyon ve koşulları arasında bir bağlantı olması kuvvetli bir ihtimaldir.  
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1.1.7. Sıcak Stresine Karşı Savunma Sistemleri 

 

Memelilerde testisler genel olarak skrotum içerisinde vücut sıcaklığından 2-8ºC 

daha düşük sıcaklıkta muhafaza edilirler (Banks ve ark 2005). Koçlarda tunica dartos kası 

soğuk koşullarda testisleri vücuda yakınlaştırır ve sıcaklık arttığında ise testisleri vücuttan 

uzaklaştırarak testis ısısını dengelemeye çalışır (Setchell ve Breed 2006). Oldukça yoğun 

bir şekilde ter bezleri ile kaplı olan skrotum derisi testiste oluşan ısıyı çevreye 

aktarabilecek yapıdadır (Setchell ve Breed 2006).  Diğer scrotal testisli hayvanlarda olduğu 

gibi boğalarda arterial ve venöz kanın karşı akımları ile bu iki dolaşım arasında ısı değişimi 

oluşturulur (Brito ve ark 2004). Tüm bu anatomik yapılar testis ısısını belirli bir aralıkta 

tutmak için önemlidir.  

 

Testis ısısını optimum seviyede tutmaya yarayan bu anatomik yapıların yanı sıra 

sıcak stresine karşı hücreleri korumaya çalışan hücresel savunma sistemleri de mevcuttur. 

Çeşitli antioksidanlar sıcak stresine bağlı olarak artabilen reaktif oksijen türlerinin 

oluşturacakları olumsuz etkilerin sınırlandırılması için çeşitli fonksiyonlar üstlenirler. 

İnsan spermasında çeşitli antioksidan enzimleri (süperoksit dismutaz – SOD,  glutatyon 

peroksidaz/redüktaz ve katalaz) ve maddeleri (albumin,  glutatyon,  pirüvat,  taurin,  

hipotaurin, E ve C vitaminleri) tespit edilmiştir  (Lamirande ve ark 1997). Bununla birlikte 

spermatozoonlar oksidatif strese karşı çok duyarlıdır. Antioksidan savunma sistemi daha 

çok seminal plazma kaynaklıdır. Spermatozoonların oksidatif strese olan duyarlılığının 

spermatozoon sitoplazmasının yetersiz antioksidan içeriği ile ilişkili olduğu 

düşünülmektedir (Vernet ve ark 2004). Diğer önemli bir faktör ise, fertilizasyon sırasında 

ovum membranına bağlanmada ve füzyon olaylarında gerekli olan membran akışkanlığını 

sağlamak için spermatozoon membranının yüksek miktarda çoklu doymamış yağ asidi 

içermesidir (Agarwal ve ark 2003). Bu nedenle de spermatozoonlar serbest radikallerin 

saldırısına ve lipid peroksidasyonuna duyarlı bir konumdadır (Vernet ve ark 2004). 

Nitekim yapılan bir çalışmada sıcak stresine bağlı olarak antioksidan aktivitesinin arttığı, 

ancak artan bu aktivitenin spermatozoonlarda oluşan hasarı engellemek için yeterli 

olmadığı belirlenmiştir (Nichi ve ark 2006). 

 

Sıcak şoku proteinleri fizyolojik koşullarda düşük seviyelerde ekspres edilir fakat 

sıcak gibi stres etkenleriyle birlikte ekspresyon seviyelerinin arttığı bilinmektedir. Sıcak 

şoku proteinlerinin fonksiyonu proteinlerin yapılandırılmasına, kümelenmelerinin 
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engellenmesine ve yanlış yapılanmış proteinlerin parçalanmasına yardımcı olmaktır. Sıcak 

şoku proteinleri yanlış yapılanmış proteinlerin kümeleşmesini azaltarak onları yeniden 

yapılandırır. Sıcak şoku proteinlerinin apoptozis mekanizması ile bağlantılı olabilecekleri 

düşünülmektedir. Sıcak şoku proteinleri molekül ağırlıklarına göre sınıflandırılır. Bunlar 

küçük sıcak şoku proteini (Hsp40), mitokondri sıcak şoku proteinleri (Hsp60, Hsp70 ve 

Hsp90) ve büyük sıcak şoku proteini (Hsp110) dir. Sıcak şoku proteinleri oksidatif strese 

bağlı proteinlerde oluşan hasarı engellemeye çalışırlar (Kalmar ve Greensmith 2009). 

Sıcak stresinden sonra testislerde Hsp70-1 ve Hsp70-3 ekspresyonlarının arttığı 

bildirilmiştir (Rockett ve ark 2001). 

 

Yapılan çalışmalar, tüm bu savunma mekanizmalarına rağmen, sıcak stresinin 

erkeklerin üreme yeteneklerini olumsuz yönde etkilediğini göstermektedir. Bu bilgiler 

ışığında bu proje çevresel sıcak stresinin koçlarda in-vitro spermatolojik parametreler 

üzerine etkilerini incelemek amacıyla planlanmış ve yapılmıştır. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

2.1. Hayvan Materyali 

Çalışmaya başlamadan önce Adnan Menderes Üniversitesi Hayvan Deneyleri Yerel 

Etik Kurulundan 28.08.2012 tarih ve B.30.2.ADÜ.0.00.00.00/050.04/2012/044 sayılı etik 

kurul onayı alınmıştır. Bu doktora tez çalışmasında yaşları 14-18 ay, canlı ağırlıkları 48-56 

kg arasında değişen 6 baş kıvırcık ırkı koç kullanılmıştır (Resim 2.1.). Koçlar 15 ay 

süresince Haziran 2013-Eylül 2014 tarihleri arasında Adnan Menderes Üniversitesi 

Veteriner Fakültesi Dölerme ve Suni Tohumlama Anabilim Dalına ait hayvan bölmesinde 

barındırılmıştır. Koçlar proje süresince günlük olarak yarım balya yonca kuru otu ve 5-6 kg 

toklu beslenmesi için üretilmiş konsantre yemle beslenmiştir.  

 

 

Resim 2.1. Çalışmada kullanılan koçlar ve barınak. 
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2.2. Çevresel Sıcaklık ve Nem Değerlerine Göre Sıcak Stresi ve Kontrol 

Dönemlerinin Belirlenmesi 

Koç barınağının sıcaklık ve nemi proje süresince barınağın içerisine yerleştirilmiş 

olan sıcaklık ve nemölçer termometreden her gün kontrol edilerek kaydedilmiştir. Türkiye 

Cumhuriyeti Orman ve Su İşleri Bakanlığı Meteoroloji Genel Müdürlüğü web sayfasında 

(http://www.mgm.gov.tr/genel/sss.aspx?s=hissedilensicaklik) yayımlanan nem değerlerine 

göre hissedilen sıcaklığın hesaplandığı tablo yardımıyla günlük hissedilen sıcaklık 

değerleri hesaplanmış ve aylık hissedilen sıcaklık ortalamaları tez çalışmasında 

kullanılmıştır. En yüksek hissedilen sıcaklık ortalamalarına sahip 6 ay (Mayıs-Ekim) sıcak 

stresi dönemi diğer 6 ay (Kasım-Nisan) ise kontrol dönemi olarak kabul edilmiştir. Ancak 

sıcaklık seviyelerinin benzer seyrettiği Nisan (18,55°C) ve Ekim (18,19°C)  aylarından, 

sıcak stresinin olası etkilerinin hemen kaybolmayacağı (Meyerhoefer ve ark 1985) ve 

bölgemizde günlerin kısalması ve sıcaklıkların düşmesi ile başlayan ve sonbahar aylarınca 

süren üreme mevsiminin iki dönem arasında eşit paylaşılmasıyla üreme sezonunun 

sonuçlar üzerine olası etkilerini engellemek için Ekim ayı sperma örnekleri sıcak stresi 

dönemi içerisinde değerlendirilmiştir. Bu sayede üreme sezonun ilk yarısı Eylül ve Ekim 

ayları sıcak stresi dönemi içerisinde yer alırken ikinci yarısı Kasım ve Aralık ayları kontrol 

döneminde yer almıştır. 

2.3. Spermanın Alınması 

Çalışma süresince koçlardan sperma elektro-ejakülasyon yöntemi kullanılarak 

alınmıştır. Sperma alma işleminde Minitube marka elektro-ejakülatör (Resim 2.2.) 

otomatik modda kullanılmış olup 0,5 volt akımdan başlayarak saniyede 0,5 volt artan bir 

düzen çerçevesinde ejakulasyon tamamlanıncaya kadar koçlara elektrik akımı 

uygulanmıştır. Çalışma süresince koçlardan ayda iki defa sperma alınmıştır. İlk 3 ay 

antrenman ve koçların yeni barınağa ve yemleme sistemine alışma periyodu olarak kabul 

edilmiş alınan spermalar tez içerisinde kullanılacak bazı metodların ön çalışmasında 

koçların spermatozoon kalitesinin değerlendirilmesinde kullanılmıştır. Ayda iki defa 

olacak şekilde tez süresince (Eylül 2013- Ağustos 2014) alınan sperma örneklerinin bir 

tanesi tez çalışmasında kullanılmıştır.  Toplamda 6 baş koçtan her ay 6 örnek olmak üzere 

72 adet sperma örneği bu tezde kullanılmıştır. 
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Resim 2.2. Proje süresince koçlardan sperma almak için kullanılan elektro-ejakülatör. 

 

2.4. Spermaların Muhafazası, Hacim ve Yoğunluğunun Belirlenmesi 

Her bir koçtan alınan sperma örnekleri en kısa süre içerisinde 37ºC deki su banyosu 

içerisinde gerekli muayeneler yapılıncaya kadar ayrı ayrı muhafaza edilmiştir. Sperma 

hacimleri mikropipet kullanılarak, yoğunluğu ise hemositometrik yöntem kullanılarak 

belirlenmiştir. Bu yöntem için 4990 µl su içerisine 10 µl sperma ilave edilip 

karıştırılmıştır. 1/500 oranında sulandırılmış olan sperma Thoma lamının iki tarafındaki 

bölmelere konulup daha sonra her iki taraftan 5 büyük kare içerisindeki spermatozoonlar 

faz kontrast mikroskop kullanılarak sayılmıştır. Daha sonra aşağıdaki formül uygulanarak 

1 ml sperma içerisindeki spermatozoon sayısı belirlenmiştir (Tekin 1994). 

 

𝑋 =
Saydığımız spermatozoon sayısı

Saydığımız büyük kare hacmi (
1

250
) ×  Saydığımız büyük kare sayısı (10) ×  Sulandırma oranı (

1
500

)       
 × 1000 
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2.5. Motilite Muayenesi 

Her bir koça ait ejakülatlardan alınan 100 µl sperma daha önceden hazırlanmış 300 

mM Tris, 28 mM Glikoz, 95 mM Sitrik asit içeren (TCG) sulandırıcısı ile 5 kat 

sulandırılmıştır. Her koça ait sulandırılmış sperma örneklerinden 10 µl alınarak daha 

önceden ısısı 37ºC ye ayarlanan ısıtma tablalı faz kontrast mikroskop üzerindeki lama 

konulmuş ve üzeri lamel ile kapatılarak en az 5 farklı alan değerlendirilerek motil olan 

spermatozoonların oranı belirlenmiştir. 

 

2.6. Ölü Canlı Muayenesi 

Ölü-canlı spermatozoon oranı supravital boyama tekniğiyle belirlenmiştir. Daha 

önceden hazırlanmış, içerisinde % 3 sodyum sitrat, % 3 nigrosin ve % 1 eosin içeren 

solüsyondan lam üzerine 1 damla damlatılmış ve 1 damla sperma ile dikkatlice 

karıştırılmıştır. Daha sonra lamel yardımıyla froti çekilerek preparatlar hazırlanmıştır. Bu 

işlem her bir koç için ayrı ayrı yapılmıştır. Işık mikroskobu altında değerlendirilen her bir 

preparatta toplamda 200 spermatozoon olacak şekilde boya alan ölü ve boya almayan canlı 

spermatozoonlar (Resim 2.3.) sayılarak her bir koça ait canlı spermatozoon oranı 

bulunmuştur.  

 

Resim 2.3. Işık mikroskobu altında eosin-nigrosin boyama yöntemiyle canlı (a) ve ölü (b) 

spermatozoonların görünümü. 
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2.7. Morfolojik Muayene  

Anormal spermatozoon oranı sıvı fikzasyon yöntemiyle belirlenmiştir. Aşağıda 

belirtildiği şekilde hazırlanan Hancock solüsyonundan (Hancock 1952) 1 ml alınarak 

eppendorf tüpü içerisine konulmuştur. Üzerine 10 µl sperma ilave edilerek 

spermatozoonlar solüsyon içerisinde fikze edilmiştir. Bu işlem her koç için ayrı ayrı 

uygulanmıştır. Her bir koça ait sperma-Hancock solüsyonu karışımından 10 µl alınarak 

lam lamel arasına konulmuş ve faz kontrast mikroskop altında her koç için toplamda 200 

spermatozoonun morfolojik bozukluklar (Resim 2.4.)  yönünden incelenmesiyle (akrozom, 

baş, orta kısım, ve kuyruk anomalileri) her bir koça ait anormal spermatozoon oranı 

belirlenmiştir.  

 

Hancock solüsyonunun hazırlanışı:  

1.Solüsyon:  

1.13 gram NaCL 62,5 ml bidistile su içinde çözdürülür. 

         2.Solüsyon: 

a) 2,71 gram Na2HPO4.2H2O 62,5 ml bidistile su içinde çözdürülür. 

b) 2,78 gram KH2PO4 62,5 ml bidistile su içinde çözdürülür. 25 ml a solüsyonu ile 10 ml b 

solüsyonu karıştırılır. 

 1.solüsyondan 18,75 ml, 2.solüsyondan 12,50 ml, 81 ml formalin ve 62,5 ml 

bidistile su karıştırılarak Hancock solüsyonu hazırlanır (İleri ve ark 2002).  
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Resim 2.4. Diferansiyel interferans contrast mikroskobu altında spermatozoonlarda 

görülen bazı morfolojik bozuklukların görünümü a) Kopuk baş b) Kuyruk baş bağlantısı 

hatalı spermatozoon c) Baş ve kuyruk bozukluğu d) Kuyruğu üzerine kıvrılmış 

spermatozoon. 

2.8. Spermatozoonların Membran Bütünlüğünün Belirlenmesi 

Spermatozoonların membran bütünlüğünü değerlendirmek için eosin nigrosin 

boyama tekniğiyle kombine edilen hypoosmotic swelling test (HE-test) kullanılmıştır 

(Ducci ve ark 2002, Aksoy ve ark 2008). Bu amaçla her koça ait 25 µl sperma örneği 

osmotik basıncı 100 mOsm/L ye ayarlanmış 475 µl früktoz solüsyonu içinde 37ºC de 15 

dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyon sonrası koçlara ait örneklere eosin nigrosin boyaması 
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yapılarak preparatlar hazırlanmıştır. Hazırlanan her bir preparatta 200 spermatozoon 

membran bütünlüğü ve canlılığı yönünden değerlendirilmiştir. Bu amaçla spermatozoonlar 

4 farklı tipte ele alınmıştır (Resim 2.5.). Tip 1 boya almamış ve kıvrık kuyruklu 

spermatozoonların oluşturduğu canlı ve test sonrası membran bütünlüğü korunmuş 

spermatozoonlar. Tip 2 boya almamış ve düz kuyruklu spermatozoonların oluşturduğu 

canlı ve test sonrası membran bütünlüğünü koruyamamış spermatozoonlar. Tip 3 boya 

almış ve kıvrık kuyruklu spermatozoonların oluşturduğu ölü ve membran bütünlüğü 

korunmuş spermatozoonlar. Tip 4 boya almış ve düz kuyruklu spermatozoonların 

oluşturduğu ölü ve test sonrası membran bütünlüğünü kaybetmiş spermatozoonlar. Bu 

değerlendirme sonrasında canlı ve membran bütünlüğü korunmuş hücreler ile ölü ve 

membran bütünlüğü korunmuş hücrelerin oranı toplam membran bütünlüğü korunmuş 

hücre oranı olarak kullanılmıştır. 

 

Resim 2.5. Işık mikroskobu altında HE-test sonrası farklı tiplerdeki spermatozoonların 

görünümü. Tip 1: Canlı ve test sonrası membran bütünlüğünü korumuş spermatozoon. Tip 

2: Canlı ve test sonrası membran bütünlüğü bozulmuş spermatozoon. Tip 3: Ölü ve test 

sonrası membran bütünlüğü bozulmamış spermatozoon. Tip 4: Ölü ve test sonrası 

membran bütünlüğü bozulmuş spermatozoon. 
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2.9. Spermatozoonlarda Akrozom Reaksiyonunun Uyarılması  

Taze spermada spontan olarak şekillenmiş (premature), seminal plazmanın 

ayrılmasından sonra TCG solüsyonu içerisinde 1 saat inkübasyonu takiben (0. dakika) ve 

akrozom reaksiyonunu indükleyen lysophosphatidylcholine (LPC) ilavesinden sonraki 20, 

40 ve 60. dakikada akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatozoon oranları belirlenmiştir. Bu 

amaçla, tüm koçlara ait taze sperma örneklerinden 15 µl alınarak Coomassie Blue G-250 

boyama işlemi için 985 µl fikzasyon solüsyonu içinde fikze edilmiştir.  Her koça ait yine 

taze sperma örneklerinden ayrı ayrı 200 µl taze sperma TCG solüsyonu ile 10 kat 

sulandırılarak 3000 devirde 5 dakika santrifüj edilmiştir. Bu işlem 2 defa yapıldıktan sonra 

spermatozoonlar seminal plazmadan ayrılmıştır. Yıkama işlemi sonrası kalan 

spermatozoon peletleri 1ml TCG solüsyonu ile sulandırılarak spermatozoonların kapasite 

olması için 1 saat süresince 35ºC de muhafaza edilmiştir. Daha sonra tüm koçlara ait 

kapasite olmuş 980 µl hacimdeki örneklerin üzerine, 1ml TCG solüsyonu içerisinde 10 mg 

LPC olacak şekilde hazırlanan stok solüsyondan 20 µl LPC (200 µg/ml final dozunda) 

akrozom reaksiyonunu uyarmak için ilave edilmiştir. Kapasitasyon işlemi sonrası 0. 

dakikada, LPC ilavesi sonrası 20, 40 ve 60. dakikada alınan örnekler akrozom reaksiyonu 

geçirmiş spermatozoonları belirlemede kullanılan Larson ve Miller (1999) tarafından 

tanımlanmış Coomassie Blue G-250 boyama prosedürüne tabi tutulmuştur. Bu amaçla 0, 

20, 40 ve 60. dakikada alınan 300 µl sperma daha önceden hazırlanmış 110 mM Na2HPO4, 

2,5 mM NaH2PO4 ve % 4 w/v paraformaldehid (pH 7,4) içeren 700 µl fikzasyon solüsyonu 

ile 10 dakika süresince fikze edilmiştir. Bu örnekler daha önceden fikze edilen taze sperma 

örnekleriyle birlikte santrifüj edilerek 700 µl 100 mM amonyum asetat ile iki defa 

yıkanmıştır. En son sperm peletleri 500 µl amonyum asetat ile tekrar sulandırıldıktan sonra 

her örnekten 10 µl alınarak froti çekilmiş ve preparatlar hazırlanmıştır. Preparatlar 

kuruduktan sonra % 0.22 (w/v) Coomassie Blue G-250, % 50 methanol, %10 glacial asetik 

asit ve % 40 distile su içeren boya solüsyonunda 45 dakika bekletilerek boyanmıştır. 

Hazırlanan her bir preparatta akrozom reaksiyonu geçirmiş (akrozomu boya almayan) ve 

akrozom reaksiyonu geçirmemiş (akrozomu boya alan) toplam 200 spermatozoon ışık 

mikroskobu altında sayılarak (Resim 2.6.) akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatozoon 

oranları belirlenmiştir (Ahmad ve ark 2013). 
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Resim 2.6. Işık mikroskobu altında a) Akrozom reaksiyonu geçirmiş ve b) Akrozom 

reaksiyonu geçirmemiş spermatozoonların görünümü. 

 

2.10. Spermatozoonlarda DNA Hasarlarının Belirlenmesi 

DNA hasarlı spermatozoonların belirlenmesi amacıyla alkali comet assay yöntemi 

kullanılmıştır. Bu amaçla her koçtan alınan sperma örnekleri 2 × 106 sperm/ml olacak 

şekilde TCG solüsyonu ile sulandırılmıştır. Daha önceden PBS içerisinde çözdürülerek 

hazırlanan % 0,75 (w/v) low melting agar (LMA)’ dan 190 µl alınarak üzerine 

sulandırılmış örneklerden 10 ar µl ilave edilmiştir. Daha önceden üzerleri PBS içerisinde 

çözdürülmüş % 1 (w/v) normal melting agar (NMA) ile kaplanmış lam üzerine 200 µl 

sperma LMA karışımı yayıldıktan sonra üzerine lam kapatılarak 4ºC de 5 dakika 

katılaşmaya bırakılmıştır. Daha sonra üstteki lam dikkatlice çekilerek ayrılmıştır. Bu 

şekilde her koç için hazırlanan preparatlar gece boyunca içerisinde 1% N-lauroylsarcosine, 

1 M Tris–HCl, 0,5 M ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) ve 0,3 M mercaptoethanol 

bulunan (sodyum hidroksit peletleri kullanılarak pH >10 ayarlanmış) lizis solüsyonu 
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içerisinde bekletilmiştir (Chen ve ark 2002). Lizis solüsyonundan çıkarılan preparatlar 

distile su ile yıkandıktan sonra, elektroforez tankına yerleştirilip 300 mM sodyum hidroksit 

ve 1 mM EDTA bulunan elektroforez solüsyonu (Hughes ve ark 1996) içerisinde 4ºC de 

20 dakika inkube edildikten sonra 40 dakika süresince 50 volt elektrik akımına maruz 

bırakılmıştır (Resim 2.7.). Elektroforez işleminden sonra preparatlar sırasıyla 0.4 M tris 

(pH=7) içeren nötralizasyon sölüsyonundan ve %50, %70 ve %90 methanol içeren 

solüsyonlardan geçirilerek fikze edilmiştir. Preparatlar kuruduktan sonra, 70 µl DAPI 

(40,6-diamidino-2-phenyindole-dilactate) ile boyanıp üzerlerine lamel kapatılmıştır. 

Preparatlardan floresan mikroskop kullanılarak en az 100 hücre içeren Quickcam-Pro 

kamera yardımıyla rastgele çekilen resimler değerlendirme için kaydedilmiştir. Kayıt 

edilen resimlerdeki spermatozoonlar DNA’ları hasarlı (kırık DNA parçalarının elektrik 

akımı yönünde sürüklenmesine bağlı olarak önde asıl DNA yuvarlağı ile arkada DNA 

serpintilerinin oluşturduğu kuyruk nedeniyle oluşan kuyruklu yıldız görüntüsü) veya DNA 

hasarı bulunmayan (asıl DNA’nın bir bütün şekilde göründüğü) hücreler belirlenerek DNA 

hasarlı spermatozoon oranları belirlenmiştir (Resim 2.8.). Görüntülerin 

değerlendirilmesinde ‘‘Image J’’ software (version 1.47v; NIH. USA) programından 

faydalanılmıştır (Küçük ve ark 2014). 

 

 

Resim 2.7. Elektroforez işleminde kullanılan elektroforez sistemi.  
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Resim 2.8.  DNA hasarlı spermatoozonların a) Floresan mikroskopta b) Image J software 

32 bit çözünürlükte c) Image J software 5 aşamalı görüntüleme sistemindeki görünümleri. 

DNA hasarı olmayan spermatozoonların d) Floresan mikroskopta e) Image J software 32 

bit çözünürlükte f) Image J software 5 aşamalı görüntüleme sistemindeki görünümü. 
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2.11. İstatistik Analiz 

Yıl boyunca aylık olarak ejakülatları toplanan 6 baş koça ait spermatolojik 

parametrelerin ve hissedilen sıcaklık değerlerinin aylık ortalamaları Minitab 17 istatistik 

programında “Descriptive Tests” kullanılarak Mean ± SEM şeklinde hesaplanmıştır. 12 ay 

süresince 6 baş koçtan toplanan sperma örnekleri (n=72) sıcaklıkların en yüksek olduğu 6 

ay  (Mayıs-Ekim) sıcak stresi dönemi (n=36)  ve sıcaklıkların daha düşük olduğu 6 ay 

(Kasım-Nisan) kontrol dönemi (n=36) olmak üzere ikiye ayrılmıştır. Kontrol ve sıcak stresi 

dönemlerine ait sonuçlar yine Minitab 17 istatistik programı kullanılarak 

değerlendirilmiştir. Her iki döneme ait spermatolojik parametreler arasında istatiksel bir 

fark (P<0,05) olup olmadığı “Two-Samples T-Test” kullanılarak belirlenmiştir. Sonuçlar 

şekiller üzerinde Mean ± SEM şeklinde sunulmuştur. 
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3. BULGULAR 

 

3.1. Aylık Verilerin Ortalamaları 

 Yıl boyunca aylık olarak ejakülatları toplanan 6 baş koça ait spermatolojik 

parametrelerin ve hissedilen sıcaklık değerlerinin aylık ortalamaları aşağıdaki şekillerde 

sunulmuştur (Şekil 3.1., Şekil 3.2., ve Şekil 3.3.).          

                                             

                    

Şekil 3.1. Koçlara ait bazı spermatolojik parametrelerin yıl boyu aylık değişimleri 

(mean±SEM). 
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Şekil 3.2. Koçlara ait bazı spermatolojik parametrelerin ve hissedilen sıcaklık değerlerinin 

yıl boyu aylık ortalamaları (mean±SEM).  
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Şekil 3.3. Koçlara ait örneklerde akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatozoon oranlarının 

yıl boyu aylık ortalamaları (mean±SEM). a) Taze spermada b) 1 saat inkübasyon sonrası 0. 

dakikada c) LPC ilavesi sonrası 20. dakikada d) 40. dakikada ve e) 60. dakikada.   
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3.2. Sonuçlar 

Sperma hacimleri yönünden kontrol dönemi (0,9±0,06ml) ile sıcak stresi dönemi 

(0,9±0,07ml) arasında istatiksel bir fark bulunmamıştır (Şekil 3.4.). 

 

Şekil 3.4. Kontrol ve sıcak stresi dönemlerinde sperma hacimlerinin karşılaştırılması 

(P>0,05).  

 Sıcak stresi döneminde (1,6±0,11×109spermatozoon/ml) spermatozoon 

yoğunluğunun kontrol dönemine (2,3±0,14×109spermatozoon/ml) göre daha düşük olduğu 

(P<0,05)  belirlenmiştir (Şekil 3.5.). 

 

Şekil 3.5. Kontrol ve sıcak stresi dönemlerinde spermatozoon yoğunluklarının 

karşılaştırılması. * P<0,05 
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 Sıcak stresi döneminde motil spermatozoon oranı (%77,2±0,92) kontrol 

dönemindeki motil spermatozoon oranından (%85,0±1,30) daha düşük bulunmuştur 

(P<0,05). Benzer şekilde canlı spermatozoon oranlarının sıcak stresi döneminde 

(%87,6±0,96) kontrol döneminden (%91,0±1,20) daha düşük olduğu (P<0,05)  

belirlenmiştir  (Şekil 3.6.). 

 

Sıcak stresinin sperm morfolojisi üzerine de olumsuz etkilerinin olduğu,  sıcak 

stresi döneminde anormal spermatozoon oranının (%22,3±0,85) kontrol döneminden 

(%18,0±1,2) daha yüksek olduğu (P<0,05) belirlenmiştir (Şekil 3.6.).  

 

Spermatazoon membranının sıcak stresine duyarlı olduğu ve sıcak stresi döneminde 

HE-test sonrasında toplam (canlı ve ölü) membran bütünlüğünü korumuş spermatozoon 

oranının (%25,8±2,10) kontrol döneminden (%35,2±2,50) daha düşük olduğu 

belirlenmiştir (P<0,05). HE-test sonrasında canlı ve membran bütünlüğünü korumuş 

spermatozoon oranları yönünden kontrol dönemi (%25,7±2,10) ile sıcak stresi dönemi 

(%20,7±1,70) arasında istatistiksel bir fark belirlenmemiştir. Ancak, sıcak stresi dönemine 

ait örneklerin canlı ve membran bütünlüğünü korumuş spermatozoon oranlarının (P=0,061) 

daha düşük olma eğiliminde olduğu belirlenmiştir (Şekil 3.6.).  

 

DNA hasarlı spermatozoon oranları yönünden ise sıcak stresi dönemi (%7,9±1,10) 

ile kontrol dönemi (%9,6±2,10) arasında istatistiksel bir fark bulunmamıştır (Şekil 3.6.). 
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Şekil 3.6. Bazı spermatolojik parametreler yönünden sıcak stresi ve kontrol dönemlerinin 

karşılaştırılması. * P<0,05.  

 

 Taze spermada kendiliğinden (prematüre) akrozom reaksiyonu geçirmiş 

spermatozoon oranları yönünden sıcak stresi dönemi (%2,2±0,46) ile kontrol dönemi 

(%2,6±0,45) arasında istatistiksel bir fark bulunmamıştır. Spermatozoonların 1 saat 

süresince TCG solüsyonu içerisinde inkübasyonu sonrası 0. dakikada akrozom reaksiyonu 

geçirmiş spermatozoon oranları yönünden sıcak stresi dönemi (%7,4±1,40)  ile kontrol 

dönemi (%7,7±1,40) arasında istatistiksel bir fark bulunmamıştır. Benzer olarak, 

inkübasyon sonrası LPC molekülü ile akrozom reaksiyonuna girmeleri sağlanan 

spermatozoonlarda LPC ilavesi sonrası sırasıyla 20, 40 ve 60. dakikada akrozom 

reaksiyonu geçiren spermatozoon oranları yönünden sıcak stresi dönemi (%33,3±3,70; 

%37,0±4,00 ve %37,2±4,20) ve kontrol dönemi (%29,0±2,60; %35,7±3,50 ve 

%34,3±3,20) arasında istatiksel bir fark bulunmamıştır (Şekil 3.7.). 
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Şekil 3.7. Taze spermada kendiliğinden, TCG solüsyonu içerisinde 1 saat inkübasyon 

sonrası 0. dakikada, inkübasyon sonrası akrozom reaksiyonunu uyarmak için LPC 

molekülünün ilavesi sonrası 20, 40 ve 60. dakikada akrozom reaksiyonuna giren 

spermatozoon oranları (P>0,05). 
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4. TARTIŞMA 

 

Küresel ısınma olgusuyla birlikte, bilim insanlarının ilgisi, bu olgunun önlenmesine 

ve sıcak stresinin canlılar üzerinde oluşturacağı etkilerin belirlenmesine yönelmiştir. Bu 

doğrultuda, bilim insanları sıcak stresinin erkek fertilitesi üzerine olan olumsuz etkilerini 

belirlemek amacıyla, laboratuvar hayvanlarında veya evcil hayvanlarda gerek çevresel 

sıcaklığın artırılmasına gerek de testis dokusunun bölgesel ve suni olarak ısıtılmasına 

dayanan birçok çalışma tasarlamışlardır. Ancak çevresel sıcak stresine maruz bırakılan 

evcil hayvanların kullanıldığı çalışma sayısı (Minton ve ark 1981, Meyerhoefer ve ark 

1985, Nichi ve ark 2006, Al- Ghetaa 2012), sıcak stresinin testis dokusuna suni ve bölgesel 

olarak uygulandığı ve laboratuvar hayvanlarının kullanıldığı çalışmalara oranla çok daha 

azdır (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 çevresel sıcak stresi küresel ısınmanın 

sonuçlarını değerlendirmek için daha uygun bir çalışma yöntemidir. Ayrıca, evcil 

hayvanların özellikle de koçların kullanıldığı sıcak stresi ile ilgili çalışmaların sayıca az 

olmasının yanı sıra, kapsam ve değerlendirilen parametreler laboratuvar 

hayvanlarındakilere oranla yetersizdir (Arman ve ark 2006, Saab ve ark 2011, Al- Ghetaa 

2012). Bu bilgiler ışığında, bu tez çalışmasında koçların doğal ortamlarında maruz 

kaldıkları çevresel sıcak stresi faktörleri kullanılarak birçok spermatolojik parametrenin bir 

arada değerlendirilmesiyle çevresel sıcak stresinin koç spermatozoonları üzerine olası 

etkileri geniş bir perspektif içerisinde ele alınmıştır.  

 

Çalışmada sıcak stresi dönemi ile kontrol dönemi arasında sperma hacimleri 

yönünden istatistiksel bir fark bulunmazken (P>0,05) sıcak stresi grubunun spermatozoon 

yoğunluğu daha düşük bulunmuştur (P<0,05). Elde edilen sonuçlar, Saab ve ark (2011)’nın 

yaptıkları çalışmanın sonuçlarını desteklemektedir. Sıcak stresi döneminde spermatozoon 

yoğunluğunun düşüşü sıcak stresine bağlı olarak spermatogenezis işlemindeki aksamalara 

(Jannes ve ark 1998) ve testis dokusundaki hasarlanmaya bağlı olarak germ hücrelerinin 

özellikle sıcak stresine en duyarlı olan spermatosit ve spermatidlerin apoptozis ile elemine 

edilmesine bağlı olabilir (Rockett ve ark 2001). 

Sıcak stresi döneminde canlı ve motil spermatozoon oranlarının daha düşük olduğu 

anormal spermatozoon oranın ise kontrol dönemine göre daha yüksek olduğu belirlenmiştir 



31 

 

(P<0,05). Motil spermatozoon oranındaki bu düşüş Minton ve ark (1981)’nın elde ettikleri 

sonuçları desteklemektedir. Sıcak stresi döneminde motilite değerindeki düşüş artan 

anormal ve ölü spermatoozon oranlarına bağlı olabilir. Canlı spermotozoon oranındaki 

düşüş ve anormal spermatozoon oranındaki artış ise sıcak stresine bağlı olarak germ 

hücrelerinde şekillenen hasarlar (Rockett ve ark 2001) ve bu hasarların spermatogenezis 

süresince düzeltilememesi ve/veya sıcak stresine bağlı olarak bozulan testis ve epididimis 

ortamında spermatozoonların uygun şekilde muhafaza edilememesine bağlı olabilir 

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

 

Sıcak stresinin koçlarda spermatozoon membran bütünlüğü, DNA bütünlüğü, 

akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatoozon oranları üzerine etkisi ilk defa bu tez 

çalışmasında ele alınmıştır. Sıcak stresi döneminde toplam (canlı ve ölü) membran 

bütünlüğünü korumuş spermatozoon oranı kontrol döneminden daha düşük bulunmuştur 

(P<0,05). Canlı ve membran bütünlüğünü korumuş spermatozoon oranının ise sıcak stresi 

döneminde kontrol dönemine göre düşük olma eğiliminde olduğu belirlenmiştir (P=0,061). 

Koçlarda spermatoozon membranı yüksek miktarda çoklu doymamış yağ asidi 

içermektedir (Darin-Bennett and White 1977) ve bu durum spermatozoon membranını 

serbest radikallerin saldırısına ve lipid peroksidasyonuna duyarlı hale getirmektedir 

(Vernet ve ark 2004). Sıcak stresi nedeniyle artan serbest radikallerin (Nichi ve ark 2006) 

spermatozoon membranlarındaki hasarların sebebi olması oldukça muhtemeldir ve sıcak 

stresi dönemindeki düşük membran bütünlüğüne sahip spermatozoon oranı bu şekilde 

açıklanabilir. 

 

Farelerde testislerinin bölgesel ve suni olarak ısıtılmasıyla sıcak stresi uygulanan 

çalışmalarda DNA hasarlı spermatozoon oranlarının arttığı rapor edilmiştir (Banks ve ark 

2005, Paul ve ark 2008). Ancak, bu tez çalışmasında DNA hasarlı spermatozoon oranları 

yönünden sıcak stresi dönemi ile kontrol dönemi arasında istatiksel bir fark bulunmamıştır 

(P>0,05). Bu durum çevresel sıcaklığının spermatozoonlarda DNA hasarını istatistiksel bir 

fark oluşturacak seviyede uyaracak kadar yükselmemiş olması ile açıklanabilir. Yapılan bir 

çalışmada fare testislerine bölgesel olarak uygulanan 38ºC de 30 dakika sıcak stresinin 

istatistiksel bir fark oluşturacak kadar DNA hasarına neden olmadığı ancak daha yüksek 

sıcaklıkların istatistiksel fark oluşturduğu belirtilmiştir (Paul ve ark 2008). Ayrıca, koç 

spermatozoon DNA’sının farklı tipte protamin (sadece tip 1) içermesi nedeniyle fare 

spermatoozon DNA’sından daha dayanıklı ve korunaklı olduğu bilinmektedir (Balhorn 
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1982, Pirhonen ve ark 1994, Motoishi ve ark 1996). Bu tez çalışması sırasında Ocak 

ayında spermatozoonlardaki DNA hasarında dramatik bir artış olduğu fark edilmiştir. Ocak 

ayının üreme sezonunun sonuna rast gelmesi ve 21 Aralık gün dönümün ardından bu 

durumun gözlenmesi oldukça ilginçtir. Gen ekspresyon değerlerinin çevresel etkiler 

tarafından değiştiği düşünülürse DNA hasarlı spermatozoon oranındaki bu artışa gün ışığı 

süresinin değişimiyle expresyonları değişen bazı genlerin sebep olduğu düşünülebilir. 

Ancak bu durumu izah etmek için daha ileri araştırmalara gereksinim vardır. 

 

Taze spermada kendiliğinden, seminal plazmanın uzaklaştırılmasından sonra 

kapasitasyonun gerçekleşmesi için 1 saat inkübasyon işlemi sonrasında, akrozom 

reaksiyonunu uyarmak için LPC molekülünün ilavesinden sonraki 20, 40 ve 60. dakikada 

akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatozoon oranları açısından sıcak stresi dönemi ile 

kontrol dönemi arasında istatistiksel bir fark belirlenmemiştir (P>0,05). Ancak, dönemsel 

gruplandırma yapılmadan aylık ortalamalar göz önünde bulundurulduğunda özellikle 

Haziran ayında spermatozoonların LPC varlığında akrozom reaksiyonuna girme 

yeteneklerinin tüm yıl boyunca tespit edilen en düşük düzeye ulaştığı belirlenmiştir. Bu 

durumun, Haziran ayının (21 Haziran kuzey yarım küre için) gün dönümüne rastlaması ve 

yıl boyunca gün içinde en uzun süre ışık alma sürelerinin bu ay içinde yaşanması ile ilişkili 

olabileceği sanılmaktadır.   

 

Bu tez çalışmasından elde edilen bulgular ışığında, çevresel sıcak stresinin koçlarda 

bazı spermatolojik parametreler üzerine olumsuz etkisinin olduğu belirlenmiştir. 
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5. SONUÇ 

 

Bu tez çalışması bizlere çevresel sıcak stresinin spermatoozon yoğunluğunu 

düşürdüğünü, spermadaki ölü ve anormal spermatozoon oranını arttırdığını, motil 

spermatozoon oranını düşürdüğünü ve spermatozoonların membran bütünlüğüne olumsuz 

etki yaptığını göstermiştir.  

 

Çevresel sıcak stresinin bu çalışmada izlendiği boyutlarıyla sperma hacmi, DNA 

hasarlı spermatozoon oranı, kendiliğinden ve/veya akrozom reaksiyonunu uyarmak için 

kullanılan LPC molekülünün varlığında akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatozoon 

oranları üzerine istatistiksel bir fark oluşturacak şekilde bir etkisinin olmadığı görülmüştür. 

Ancak, bu sonuçlar araştırmanın yapıldığı koşullar için bir gösterge niteliğindedir. 

 

Bundan sonraki çalışmalarda, çevresel sıcak stresine maruz kalmış koçların 

spermaları kullanılarak yapılacak suni ve doğal tohumlamalardan elde edilecek sonuçlar 

bizlere sıcak stresinin spermatozoon kalitesini düşüren etkilerinin döl verimine nasıl 

yansıdığını göstermesi açısından oldukça önemlidir. Ayrıca, sıcak stresine maruz kalmış 

koç spermatozoonlarının dondurulabilirliğinin araştırılması bize önemli bilgiler 

sağlayacaktır. 
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ÖZET 

SICAK STRESİNİN KOÇLARDA İN-VİTRO 

SPERMATOLOJİK PARAMETRELER ÜZERİNE ETKİSİ 

 

Çevresel veya suni olarak uyarılmış sıcak stresinin üreme üzerine etkileri insan, 

fare, tavşan, boğa ve koç gibi farklı türlerde çalışılmıştır. Fakat sıcak stresinin koç 

spermatozoonları üzerine etkileriyle ilgili çalışmaların sayısı yetersizdir. Aynı zamanda bu 

çalışmalarda sıcak stresinin koçlarda bazı temel spermatolojik parametreler üzerine etkisi 

incelenmiştir. Bu çalışma, çevresel sıcak stresinin koç spermatozoonları üzerine etkisini 

geniş bir perspektif içerisinde ortaya koymak amacıyla tasarlanmıştır. 

 

Spermalar (n=72) altı baş olgun koçtan elektro-ejakülator yardımı ile aylık olarak 

yıl boyunca alınmıştır. Yılın en sıcak altı ayına (Mayıs-Ekim) ait spermalar (n=36) sıcak 

stresi dönemi, yılın diğer altı ayına (Kasım-Nisan) ait spermalar (n=36) ise kontrol dönemi 

olarak kabul edilmiştir. Bu gruplandırma ile aşım sezonu da her iki döneme eşit biçimde 

paylaştırılmıştır. Sıcak stresi ve kontrol dönemine ait sperma örnekleri hacim, yoğunluk, 

motilite, ölü-canlı spermatozoon oranı, anormal spermatozoon oranı, spermatozoon plazma 

membran ve DNA bütünlüğü, akrozom reaksiyonu geçirmiş spermatozoon oranları gibi 

spermatolojik parametreler yönünden karşılaştırılmıştır. Sıcak stresi spermatozoon 

yoğunluğunu, motilitesini ve spermatozoon plazma membran bütünlüğünü düşürmüştür 

(P<0,05). Aynı zamanda, ölü ve anormal spermatozoon oranlarını arttırmıştır (P<0,05). 

 

Sonuç olarak, çevresel sıcak stresi koçlarda yoğunluk, motilite, spermatozoon 

plazma membran bütünlüğü, canlı ve morfolojik olarak normal spermatozoon oranları gibi 

bazı spermatolojik parametreleri olumsuz şekilde etkilemiştir. 

 

Anahtar Kelimeler: Koç, sıcak stresi, spermatozoon, membran bütünlüğü, DNA 

bütünlüğü. 
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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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