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ONSOZ

Oksijen tiim canlilar i¢in hayati oneme sahip bir element olup, organik
molekiilleri olusturan temel yapi1 taglarindandir. Ancak oksijen, canlilarin yasamai i¢in
Oonemli bir element olmakla birlikte, hiicrelerin solunum, fagositoz, arasidonik asit
metabolizmast ve diger normal fonksiyonlarini gergeklestirmesi esnasinda reaktif
molekiillere doniismesi ayni zamanda organizma igin bir okadar zararli ve 6nemli
olabilmektedir. Bu reaktif molekiillerin etkilerinin bertaraf edilebilmesi son yillarda
tizerinde durulan ve arastiricilarin iizerne yogunlastigi bir konu haline gelmistir.
Reaktif molekiillerin olusumunu engelleyen veya zararli etkilerini Onleyen
antioksidan etkili maddelerin, bu amagla gida ve ila¢ sanayinde yaygin olarak
kullanilmasiyla birlikte, etkileri ve etki mekanizmalar1 ile ilgili ¢alismalarin da
yapilmasi onem arz etmektedir. Bu galismada kullanilan eritropoietinin, birincil
gorevi eritrosit tiretiminin kontroliinii saglamak olmakla birlikte, son yillarda birincil
etkilerinin yan1 sira antioksaidan etkinligine yonelik c¢alismalarin da arttig
gozlenmektedir. Eritropoietinin in vitro embriyo kiiltir medyumu ve sperma
diliisyon soliisyonlarinda antioksidan etkinligine yonelik bir ¢alismanin yapilmamis
olmasi bu calismanin yapilma gerekliligini olusturmustur. Yapilan bu c¢alisma
sonucunda elde edilen bulgularin ve sonuglarin yapilacak diger bilimsel ¢aligmalara

katk1 saglayabilecegi diistintilmektedir.

Doktora egitimi imkanm saglayan Ankara Universitesi Saghk Bilimleri
Enstitiisti Mudiirliigii, Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali
Baskanligi ve tezimi destekleyen Tarimsal Arastirmalar ve Politikalar Genel
Miidiirliigii Hayvancilik ve Su Uriinleri Arastirmalar1 Daire Baskanligi’na, destegini
esirgemeyen danigsman hocam Prof. Dr. Ali BILGILI, tez izleme komitesi iiyeleri
Prof. Dr. Ender YARSAN, Prof. Dr. Mustafa KAYMAZ’a, Ankara Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Farmakoloji ve Toksikoloji Anabilim Dali 6gretim iiyelerine,
tezimde spermatolojik muayenelerinin degerlendirilmesinde yardimci olan Selguk
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Délerme ve Suni TohumlamaAnabilim Dal1 6gretim
tiyesi Prof. Dr. Mustata Numan BUCAK ve biyokimyasal analizlerin yapilmasinda
yardimer olan Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dali

ogretim iiyesi Prof. Dr. Nuri BASPINAR’a, istatiksel hesaplama kisminda yardimci
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Uluslararast Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Miidirligi Suni Tohumlama
Labotratuvari personeli Dr. Hiiseyin KINET, Laborantlar Baris YAHSI, Siileyman
SIPAHI ve diger laboratuvar personeline, embriyolarda total oksidan diizeyi
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1. GIRIS

Tim memeli hayvanlarin neslinin devami disi esey hiicresi olan oosit ile erkek
esey hiicresi olan spermatozoonun disi genital kanalinda birlesmesi (fiizyon) sonucu
fertilizasyon olarak adlandirilan fizyolojik bir mekanizma ile gergeklesmektedir. Bu
mekanizma disinin ovaryumlarinda olgunlasan (mature olan) oositin ovulasyonla
birlikte ovidukta gelerek erkek ile ¢iftlesmesi sonucu disi genital organlarinda in vivo
(canl1 ortamda) gerceklesmektedir. Ancak in vivo gerceklesen fertilizasyon ile
hayvanlarin gamet (oosit ve spermatozoon) hiicrelerinden minimum diizeyde dol
(yavru) verimi alinabilmektedir. Bunun i¢in ge¢misten giinimiize kadar ¢iftlik
hayvanlan yetistiriciliginde yapilan ¢aligmalarda, hayvansal iiretimin gelistirilmesi
ve dol verimi oranmin artirilmast igin genetik Ozelligi yliksek erkek ve disi
hayvanlarin gamet hiicrelerinden maksimum diizeyde yararlanilmasi amaglanmigtir

(Knobil ve Neil, 1994).

Bu amag¢ dogrultusunda, erkek hayvandan bir seferde alinan ejakiilat ile
binlerce disi hayvanin fertilizasyonu gerceklestirilebilmektedir. Baslangicta taze
sperma ile yapilabilen bu tohumlamalar daha sonraki yillarda dondurarak saklama
teknolojisinin gelistirilmesiyle birlikte dondurularak yapilmaya baslanmistir. Bu
teknolojiler sayesinde, bir bogadan alinan spermalarin dondurulmasiyla binlerce
hayvan tohumlanabildigi gibi ticari olarak da pazarlanabilme olanagi saglanmistir.
Ancak dondurma teknolojisin gelistirilmesi ile birlikte spermanin dondurulma ve
¢Oziinme esnasinda gelisen birtakim reaksiyonlar, bu hiicrelerde hasarlara neden
olmakta ve fertiliteyi olumsuz yonde etkilemektedir (Trinchero ve ark., 1990;

Meister, 1994; Bilodeau ve ark., 2000).

Bununla birlikte, disi hayvanlarin genital kanalinda in vivo ortamda
gerceklesmekte olan fertilizasyon iglevi ise canli hayvanlarin ovaryumlarindaki graff
follikiilinden Ovum Pick Up (OPU) teknigi ile aspire edilen veya kesilen
hayvanlarin ovaryumlarindan dogrudan aspire edilerek elde edilen oosit ve

spermatozoonun kiiltiir ortaminda inkiibasyona birakilmasi yontemi ile tamamen



canli hayvanlardan bagimsiz olarak disi genital kanali disinda in vitro (laboratuvar)

ortamlarda gergeklestirilebilmektedir (Knobil ve Neil, 1994).

Bu {iretim teknikleri sayesinde damizlik degerini yitirmis veya cesitli
nedenlerden dolayr damizliktan zorunlu olarak c¢ikarilmis ineklerden kesim
sonrasinda hatta hayvanlarin gebe oldugu donemde bile ovaryumlarindan aspire
edilen oosit ile yavru alinabilme olanagi saglanabilmektedir. Boylece degerli
damizliklarin 6miirleri boyunca verebilecekleri maksimum 6-7 adet yavru sayisini
sadece bir yilda birka¢ kati elde etme imkani olabilmektedir. Hem dondurulmus
sperma ile uygulanan suni tohumlama hem de in vitro iretilen embriyo ile yavru
elde edilmesi diinyada hayvan islahinda genetik ilerlemede kullanilan en 6nemli

biyoteknolojik yontemlerden biridir (Kanagawa ve ark.,1995).

Ancak, gerek spermatozoanin dondurulmasi gerekse oositin in vitro ortamlarda
fertilizasyonu (IVF- in vitro fertilizasyon) teknolojisi asamalarindaki maniplasyonlar,
beraberinde diger baska olumsuzluklar1 giindeme getirmistir. Ozellikle oositinlerin in
vitro ortamlarda maniplasyonlari (aspirasyon, maturasyon ve fertilizasyon) esnasinda
yiiksek oksijene maruz kalmasi ve spermatozoanin donma ¢ozlinme esnasinda
meydana gelen memberan lipt faz degisimleri, ozmatik ve mekanik stres gibi
nedenler ortamda serbest oksijen radikallerinin (ROS) artisina yol agmaktadir. Boga
spermalarinin dondurularak suni tohumlamada kullanilmasi yaklasik son 50 yili
askin zamandan beri uygulanan bir teknoloji olmakla birlikte spermanin
dondurulmasi esnasinda uygulanan islemler spermatozoanin motilite ve canlilik
oranlarinda distislere yol agmaktadir. Meydana gelen bu diisiis ise fertilizasyon
kapasitesini olumsuz yonde etkilemekte ve dolayisiyla gebe kalma oranlarinda
azalmalara neden olmaktadir (Budworth ve ark., 1987; Shannon ve Vishwanath,
1995).

Taze spermanin dondurulmasindan 6nce ve dondurulduktan sonra ortamda
gelisen serbest oksijen radikalleri (ROS) dondurulmus spermatozoada g¢ok daha
kolay reaksiyoana girerek oksidatif strese neden olmaktadirlar (Trinchero ve ark.,

1990). Olusan bu lipit peroksidasyonu (LPO), donmus spermanin ¢ozdiiriildiikten



sonra defektif spermatozoon fonksiyonunun gelismesinin nedeni olarak
gosterilmektedir. Buradaki ROS’un olugumunun temel nedeni; spermatozoon hiicre
membranlarinin yapisinin doymamis yag asitlerince zenginligi ve yiiksek oksijen
varligi oksidatif stresin en ©6nemli hazirlayici nedenleri oldugu bildirilmektedir

(Salamon ve Maxwell, 1995; Grgveau ve Le Lanneu, 1997).

Spermanin dondurulmadan 6nce ve dondurulduktan sonra ortamda sekillenen
baslica ROS f{iriinleri; siiperoksit radikali (O2’), hidroksi radikali (OH") ve hidrojen
peroksit (H202) gibi serbest radikal iiriinleridir. Spermada olusan bu reaktif tiriinlerin
detoksifikasyonunda gorevli glutatyon ve siiperoksit dismutaz gibi endojen kaynakli
antioksidan maddeler bulunmaktadir. Ancak, endojen kaynakli bu antioksidan
maddelerin spermanin dondurulmasi ve ¢ozlindiiriilmesi islemleri esnasinda miktari
azalmakta, dolayisiyla spermatozoanin serbest radikallere karsi korunmasinda
yetersiz kalmaktadir. Bu endojen antioksidan maddelerin yetersizligi ve ROS’un
ortamda artig1 sonucu spermatozoanin morfolojik yapisinda (membran, akrozom ve
mitokondri) meydana gelen bozukluklara bagli olarak spermatolojik parametreler
etkilenmekte ve spermatozoonlarin fertilite kabiliyetleri azalmaktadir (Trinchero ve

ark., 1990; Meister, 1994; Bilodeau ve ark., 2000).

Bununla birlikte, dondurulmus spermanin fertilite oraninin azalmasinda diger
bir etken ise dondurulma esnasinda kryoprotektan olarak kullanilan maddelerdir. Bu
kryoprotektan maddeler kontraseptif etkileri olmalar1 nedeniyle spermatozoanlarin
fertilite giiciinde azalmalara neden olmaktadirlar. Bu nedenle sperma diliisyon
sollisyonlarina daha diisiik miktarlarda katilmasi gerekmektedir. Bu durum ise
antioksidan maddelerin bu soliisyonlara ilave edilmesiyle telafi edilebilmektedir

(Hammerstedt ve Graham, 1992; Taylor, 2001).

Yapilan caligmalarda, boga spermasinin dondurulmasinda kullanilan diliisyon
soliisyonlarina ilave edilen sistein, karnitin, metiyonin, glutatyon (GSH), glutatyan
disulfit (GSSG) gibi bazi antioksidan etkili maddelerin etkisi arastirilmis olup,
¢Ozlim sonrasi spermatozonlarin spermatolojik parametre oranlari iizerine iyilestici

bir etki yaptiklari bildirilmistir (Bilodeau ve ark., 2001; Bucak ve ark., 2010).



Bununla birlikte, embriyonun da hiicre membran yapisi spermada oldugu gibi
biiyiikk oranda doymamis yag asitlerinden olusmaktadir. Bu durumda gerek in vitro
kiltiir ortamlarinda gerekse kiiltiir Oncesi maniplasyonlar1 esnasinda oosit ve

embriyolar lipit peroksidasyonuna maruz kalmaktadirlar (Gasparrini ve ark., 2000).

Bazi arastirmacilarin yaptiklari ¢aligmalarda embriyolarin in vitro kdltiir
stirecinde olusan serbest radikal oranlar ile embriyo gelisiminin olumsuz etkilenmesi
arasindaki iliskinin 6nemli oldugunu bildirmektedirler (Nasr-Esfahani ve Johnson,
1992; Umaoka ve ark., 1992).

Oositlerin  gerek maturasyonu gerekse fertilizasyonunun in vitro kiltiir
ortaminda ger¢eklestirilmesi esnasinda olusan serbest radikaller (siiperoksit, hidrojen
peroksit ve hidroksi radikali) hiicrede oksidatif hasara neden olarak hiicrenin normal
fonksiyonlarini etkilemektedir. Bu oksijen radikalleri 6zellikle hiicre zarlarini asarak
niikleik asit, protein, lipit gibi yapilar etkileyerek mitokondride bozukluklara neden
olurlar. Olusan bu bozukluklar ise embriyonun normal gelisimini engelleyerek
fertilizasyondan sonra embriyonik gelisimde bloklanmaya ve apoptozise neden

olmaktadir (Johnson ve Nasr-Esfahani, 1994; Kehrer ve Lund, 1994).

In vivo sartlarda, embriyonun kendi yapisinda ve yasadigi disi kanalinda thiol
bilesikleri (glutatyon, sistein, hipotaurine) ve enzimler (katalaz, superoksit dismutaz)
gibi ROS’un olusturdugu hasara kars1 koruyucu endojen kaynakli antioksidan etkili
maddeler bulunmaktadir. Bu antioksidan maddeler ortamda gelisen ROS’un zararl
etkilerini Onleyerek embriyoyu korumaktadir. Fakat bu endojen kaynakli
antioksidanlar in vitro kiiltiir esnasinda yetersiz kalmakta ve endojen antioksidanlar
disinda baska ekzojen antioksidan maddelerin ilave edilmesine gereksinim

duyulmaktadir (Del Corso ve ark., 1994).

Yapilan bazi ¢alismalarda, embriyo i¢in glutatyon ve sisteinin Onemli
antioksidan etkili maddeler oldugu, ozellikle hiicre i¢i fonksiyonlarin devaminin

saglanmasinda ve ROS’un olusturdugu zararli etkilere kars1 en onemli koruyucu



maddeler oldugu bildirilmektedir (Gardiner ve Reed, 1994; Lafleur ve ark., 1994; de
Matos ve ark., 1997).

1.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Fotosentetik canlilarin metabolizma faaliyetleri esnasinda meydana gelen ve
organik molekiillerin yapisindaki atomlarin sekillenmesinde gorevli olan oksijen,
tim canlilarin yagam fonksiyonlari i¢in hayati dneme sahip bir elementtir (Yurdakul,
2007). Oksijen canlilarin yasam fonksiyonlar1 i¢in vazgecilmez olmakla birlikte
aerobik hiicrelerin yasam fonksiyonlar1 sirasinda diger molekiiller ile reaksiyona
girebilen ve reaksiyona girdikleri molekiillerin yapilarint degistiren ROS olarak
adlandirilan molekiiller olustururlar. Bu molekiiller hiicrelerde olusturduklari hasar

sonucu doku ve organlarda fonsiyon bozukluklarina neden olmaktadir (Kehrer,

1993).

1.1.1. Onemli Serbest Oksijen Radikal Tiirleri

Tim aerobik hiicrelerin solunum, fagositoz, arsidonik asit metabolizmasi ve
diger yasam fonksiyonlar1 esnasinda olusan bu molekiillerin baslicalari; Siiperoksit
Radikali (O2), Hidrojen Peroksit (H202), Hidroksil radikali ("OH), Singlet Oksijen
(102) ve Nitrik Oksit (NO")’dir (Altinisik, 2006).

1.1.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri (Oksidatif Stres)

Viicutta savunma mekanizmasi olarak gelisen endojen antioksidanlar ile ROS
tirtinleri arasinda bir denge vardir. Ancak endojen antioksidanlarin yetersiz kalmasi
halinde dengenin serbest radikaller lehine kaymasi hali ise oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir. Olusan bu oksidatif stres ise hiicrelerde bir¢cok yapisal

bozukluklara neden olmaktadir (Kopani ve ark., 2006; Bilazer, 2006).



1.1.2.1. DNA ve Niikleik Asitlere Etkileri

Serbest oksijen radikalleri DNA’da meydana getirdigi hasar ile mutasyona
neden olmaktadir. Ozellikle DNA bazlarinda meydana gelen geri doniisiimsiiz hasar
sonucu hiicrelerde bozukluk ve apoptozis goriilebilmektedir (Holley, 1993; Rich,
2000; Moldovan ve Moldovan, 2004).

1.1.2.2. Proteinlere Etkileri

Proteinler, yag asitlerine gore serbest radikallerden daha diisiik oranda
etkilenirler. Yapilarinda disiilfit bagi i¢eren albiimin ve immiinoglobiilin G (IgG) gibi

proteinler daha fazla etkilenen proteinlerdir (Khan ve Ali, 2006).

1.1.2.3. Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikaller peroksit, hidrojen peroksit ve okzoaldehit gibi iriinler ile
karbonhidratlar tizerinde meydana getirdikleri etkiler ile bozukluk olugmasina neden
olurlar (Halliwell ve Gutteridge, 1996). Diyabet, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, romatoit artrit, ¢esitli deri ve g6z hastaliklari, kanser gibi birgok
hastalikta serbest radikal {iretiminin artti1, antioksidan savunma mekanizmalarinin

yetersiz oldugu gosterilmistir (Altinisik, 2006).

1.1.2.4. Lipitlere Etkileri

Hiicre zarlarmin yapisinin lipit ve proteinlerden olugmasi sebebiyle, ROS
trlinlerinin lipit ve proteinlerde meydana getirdikleri hasara bagli olarak zar
gecirgenigi geri donilisiimsiiz olarak bozulur. Zarlarda meydana gelen bu buzukluklar
ise normal hiicresel fonsiyonlarin gerceklesmesini engelleyerek doku ve organlarda

islevsel bozukluklara neden olur (Gutteridge, 1995).



1.1.3. Serbest Oksijen Radikallerine Kars1 Savunma Sistemleri

Canlida olusan serbest radikallerin olusumunu engelleyen veya protein, DNA,
lipit, karbonhidrat, enzim ve diger molekiillere baglanarak ROS’un olusturacagi
zararli etkileri Onleyen veya geciktirebilen maddeler antioksidan alarak
adlandirilmaktadir. Antioksidan etkili olan bu maddeler etkilerini toplayici, bastirici,
zincir kiric1 ve onarict etki olmak tizere 4 ayrt mekanizma ile gosterirler (Burton ve

ark., 1985; Garett ve ark., 1990; Karihtala ve Soini, 2007; Cherubini, 2008).

1.1.3.1. Antioksidan Kaynaklarin Siniflandiriimasi

Hiicrelerde serbest oksijen radikallerinin olusumunu engelleyen veya
olusturdugu zararh etkileri ortadan kaldiran antioksidan maddeler kaynaklarina gore

endojen ve ekzojen olmak {izere 2 gruba ayrilmaktadir.

1.1.3.1.1. Endojen Kaynakh Antioksidanlar

Endojen antioksidanlar yapilarindan dolay1r enzim ve enzim olmayanlar olmak
tizere 2 grupta degerlendirilmektedir. Enzim olan antioksidanlar Glutatyon
peroksidaz (GSHPx) ve rediiktaz (GSH-R), glutatyon S-transferaz (GST), katalaz
(CAT), siiperoksit dismutaz (SOD), hidroperoksidaz ve mitokondriyal sitokrom
oksidaz gibi maddelerdir. Enzim olmayanlar ise seruloplazmin, melatonin,
transferrin, ferritin, miyoglobin, hemoglobin, bilirubin, glutatyon, metiyonin, sistein,
laktoferrin, albiimin ve {irat gibi antioksidan etkili maddelerdir (Valko ve ark., 2007).

1.1.3.1.2. Ekzojen Kaynakh Antioksidanlar

Ekzojen kaynakli olan antioksidan etkili maddeler; ilaglar (lokal anestezikler,

kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar, vitamin E analogu,



barbitiiratlar), vitaminler (vitamin E, pB-karoten, vitamin C) ve gidalarin igeriginde
bulunanlar olmak iizere 3 grupta simiflandirilmaktadir (Altinigik, 2006; Cemeli ve
ark., 2009).

1.1.3.2. Baz1 Onemli Antioksidanlar ve Etkileri

1.1.3.2.1. Siiperoksit Dismutaz

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit radikalini hidrojen peroksit ve molekiiler

oksijene doniisiimiinii saglayan antioksidan etkili bir enzimdir (Rodriguez ve ark.,

2004).

1.1.3.2.2. Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Rediiktaz

Lipit hidroperoksit (LOOH) ile hidrojen peroksitleri metabolize etmekle etkili
olan bir antioksidan enzimdir. Eritrositlerde serbest radikaller iizerine en etkili

antioksidanlardan birisidir (Reiter ve ark., 1995).

1.1.3.2.3. Glutatyon S-Transferaz

Sitozolde bulunarak yabanci maddelerin biyotransformasyonunda gorev
yapmakla birlikte ¢esitli maddelerin glutatyon ile konjugasyonunda katalizor olarak

etkili olmaktadir (Reiter ve ark.,1995).

1.1.3.2.4. Katalaz

Katalaz hidrojen peroksiti parcalayarak su ve oksijene doniistiirerek hidrojen

peroksitin zararl etkisini 6nleyerek etkili olmaktadir (Rodriguez ve ark., 2004).



1.1.3.2.5. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz

Solunum zincirinin son enzimi olup, bu reaksiyon esnasinda olusan
siiperoksitin etkisini ortadan kaldirarak etkinligini gosterir. Yakit maddelerinin
oksidasyonu tamamlanarak enerji iiretimi saglanan bu reaksiyon normal fizyolojik

bir olaydir (Altinisik, 2006).

1.1.3.2.6. Glutatyon

Hiicrelerde oksidatif hasarin korunmasinda en gii¢lii oksidan etkili maddedir.
Birincil olarak karaciger olmakla birlikte bir¢ok organda sistein, glutamat, ve

glisinden sentezlenmektedir (Ross, 1988; Reiter ve ark.,1995).

1.1.3.2.7. Vitamin E

Vitamin E, lipit peroksidasyonunda zincir kirict etki mekanizmasi ile lipit

peroksidasyonu Onleyerek etkili olmaktadir (Gonzéalez-Pérez ve ark., 2008).

1.1.3.2.8. Vitamin C

Vitamin C (askorbik asit) HO, Oz ve singlet oksijen ile reaksiyona girerek bu
maddeleri etkisiz duruma getirir. Suda ¢6ziinebilen en etkili antioksidan maddedir.

Bununla birlikte diisiik konsantrasyonlarda oksidan ozellik de gosterebilmektedir
(Silalahi, 2002).

1.2. Eritropoietin

Eritropoietin (EPO), eritroit progenitér (olgunlasmamis hiicreler) hiicrelerin

spesifik hiicre ylizeyi reseptorii ile baglanarak eritrosit tretimini diizenleyen



glikoprotein yapisinda yerel bir hormondur. Hematopoietin olarak da adlandirilir.
Birincil olarak bobrekler tarafindan salgilanan EPO’nun karaciger, makrofajlar ve
salg1 bezleri ile birgok doku ve hiicrede varlig tespit edilmistir. Ancak fizyolojik
etkinlik bakimindan en O©nemli dretim kaynaklar1 bobrekler ve karacigerdir.
Eritropoietin bobreklerde kortikal peritubular hiicreler tarafindan iiretilir ve eritrosit

tiretiminin kontroliinden sorumludur (Krantz, 1991; Maxwell ve ark., 1997).

1.2.1. Eritropoietinin Biyolojisi

Eritropoietin 30.4 kDa agirliginda bir glikoprotein ve insanlarda genomik DNA
da 7. kromozomda bulunan 5.4 kb’lik bolgeden 193 amino asit iceren polipeptit
zinciri seklinde ifade edilir (Sasaki ve ark., 2000; Maiese ve ark., 2005). Onciil
protein 27 N-terminal bolgesinde boliinen ve posttranslasyonal modifikasyonlar
(protein biyosentezinin ilk asamasindan sonra olusan kimyasal degisiklikler)
sirasinda C- terminal bolgeden arginin kaybiyla dolasimda seyredebilen 165 amino

asitten olusur ve olgun protein halini alir (Lappin, 2003).

Eritropoietin molekiilii 7-161 ve 29-33. amino asitleri arasinda disiilfit baglart
igerir, boylece molekiiliin yapisi korunarak biyoaktivite kaybinin oniine gegilir.
Sistein pozisyon 7 ve 161 arasinda bulunan di-siilfit bag: islevsel olarak daha
onemlidir. Ciinkii EPO reseptoriine (EPO-R) baglanmay: saglayan molekiiler
yapilanmay igerir (Lappin, 2003).

Eritropoietinin %39’ u karbonhidrat gruplarindan olugmakta olup, bunlarin 3’1
pozisyon 24, 38 ve 53’te N-baglantili sekerlerdir ve 1’1 pozisyon 126 da bulunan O-
baglantili sekerdir (Sasaki ve ark., 2000). Deglikolize EPO, biyolojik olarak aktif
ancak c¢ok kisa omiirliidiir (Dordal ve ark., 1985). Sializasyon (sialik asit gruplarinin
molekiile terminal monosakkarit olarak eklenmesi) EPO’ in hepatik temizlenmesini
yavaglatir. Boylece kemik iligindeki eritrosit progenitoér hiicreleri uyarmasi igin

dolasimda kaldigi stire uzatilmis olur (Lappin, 2003).
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Eritropoietin tersiyer yapisi 4 antiparalel a-heliks yapisi tarafindan olusturulur.
Tek bir EPO molekiilii hedef hiicre membraninda bulunan 2 komsu EPO-R’ye
baglanir ve intraselliiler sinyali baglatir. Hiicre yiizeyine sabitlenmesi ile eritrosit
prekiirsor (6ncii madde)’lerinin hayatta kalma, proliferasyon ve differensiyasyonu
iceren niikleer mesajlasma saglanir (Lappin, 2003). Ayn1 zamanda p66 olarak da
bilinen EPO-R, sitokin reseptorii siiper ailesine aittir ve bir ekstraselliiler domain, bir
transmembran domain (iist alem, biyolojik bilimsel siniflandirmadaki en iist seviye
canli gruplandirmasi) ile bir intraselliiller domainden olusur (Lacombe ve Mayeux,

1998; Mulcahy, 2001; Lappin, 2003).

Biiylime hormonu, prolaktin, trombopoetin, oncostatin M ve ¢esitli
interlokinleri (sitokinlerin bir grubu olan sinyal molekiilleri) de igeren diger
hemopoietik biiylime faktorii reseptorleri gibi EPO-R reseptdr sinyallerini
etkinlestirmek iizere herhangi bir tirozin kinaz aktivitesine sahip degildir. Daha 6nce
de belirtildigi gibi tek bir EPO molekiilii hiicre ylizeyinde bulunan 2 komsu reseptore
baglanir. EPO-R dimerizasyonu (ayni poliniikleotit iplik¢ik itizerinde yan yana
bulunan pirimidin bazlar1 arasinda 6zel baglarin kurulmasi) transfosforilasyon
yoluyla bir reseptor iliskili tirozin kinazi veya Jak2 (Janus Kinaz 2)’yi aktive eder.
EPO-R’nin intraselliiler kismindaki 6zel tirozinler fosforile edilmistir ve ¢esitli
kaskadlar (reaksiyonlardan birinin {irlinlerinin gelecek reaksiyonlarda yakildig:
kimyasal reaksiyonlar dizisi)’da sinyal dondistiiriicii ve transkripsiyon aktivatori
olarak gorev yapan STATS (signal transducer and activator of transcription 5)
proteinini de igeren cesitli proteinler i¢in baglanma bolgeleri olarak gorev yapar.
STATS bir kere aktive olduktan sonra, hedef genin promotor bolgesindeki belirli bir
baz dizisini tantyacagi nukleusa transloke edilir ve eritroit genlerin transkripsiyonunu
basglatir. Daha sonra fosfatazlar Jak2’yi defosforile eder ve reseptor down
regiilasyonu (hiicre yiizeyi reseptorlerinin azalmasi) gergeklesir (Yoshimura ve Arai

1996; Lacombe ve Mayeux, 1999; Mulcahy, 2001; Rossert ve Eckardt, 2005).

11


https://tr.wikipedia.org/wiki/Biyoloji
https://tr.wikipedia.org/wiki/Bilimsel_s%C4%B1n%C4%B1fland%C4%B1rma

1.2.2. Eritropoietinin Antioksidatif Etkileri

Cesitli klinik raporlar EPO tedavisinin diyaliz hastalarinda plazma oksidatif
stresini azaltabilecegini bildirmektedir. Bu bulgular EPO’nun hiicresel hasarin en
onemli nedenlerinden olan oksidatif stresi azaltarak hiicreleri koruyabildigini ortaya
koymaktadir (Inal ve ark., 1999; Usberti ve ark., 2002; Mimic-Oka ve ark., 2002;
Calo ve ark., 2003).

Eritropoietinin intraselliiler oksidatif durum {izerine dogrudan etkisi bobrek
endoteliyal hiicre kiiltiirlinde incelenmistir. Bu c¢alismada EPO oksidatif stresi
indirgemis ve oksitatif stres kaynakli hiicre 6liimiinii ise azaltmistir. Bu bulgular
EPO’nun oksidatif stres iizerine dogrudan anlamli etkisi oldugunu gostermektedir.
llging olarak, EPO’nun hem oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu &nemli dlgiide
arttirdig1 ve HO-1 inhibitorii ile Tin protoporforin (SnPP)’in ise neredeyse tamamen

EPO’nun antioksidatif etkisini bloke ettigi goriilmiistiir (Katavetin ve ark., 2007).

Bu bilgiler 1s181inda EPO’nun antioksidatif etkilerini ortaya ¢ikartmak i¢in HO-
1 upregulasyon (artirarak diizenleme) mekanizmasini kullandig1 ortaya konmustur.
HO-1’ in EPO tarafindan upregiilasyonu ayn1 zamanda in vivo olarak ratlarda da
gosterdigi bildirilmektedir (Katavetin ve ark., 2007). Yapilan baz1 caligsmalarda,
EPO’nun dogrudan HO-1 ekspresyonunu tesvik ettigi ortaya konulmustur.
Eritropoietinin insan kemik iligi progenitér hiicre kiiltiirinde hem oksijenaz
aktiviteyi indiikledigi (Abraham ve ark., 1989) ayn1 zamanda astrositlerde HO-1
ekspresyonu indiikleyerek sitoprotektif etki sagladigi ortaya konulmustur (Diaz ve
ark., 2005) Ayrica, hemodiyaliz hastalarinda EPO tedavisi plazma antioksidan
etkisine ek olarak monosit HO-1 mRNA ekspresyonunu arttirmigtir (Calo ve ark.,
2003).

Hem oksijenaz-1’in giiclii antioksitatif ve antiapoptotik etkileri oldugu
kanitlanmistir. HO-1 biliverdin rediiktazin biliverdini biluribine metabolize etmeleri
ve hem yilkimlanmasi esnasinda karbon monoksit ve serbest demir {iretiminin

artisinda hiz kisitlayici olarak gorev yaparlar. HO-1’in antioksidatif etkilerini hem
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proteinlerinin yikimlanmasi sonucu olusan ve hemin metabolitleri olan biliverdin ve
bilirubinden kaynaklanmaktadir (Platt ve Nath, 1998; Abraham ve Kappas, 2005;
Deshane ve ark., 2005).

Son ¢alismalarda, HO-1’in kismen fosfatidilinositol 3-kinaz/akt yoluyla regiile
edildigi gosterilmistir. Fosfatidilinositol 3-kinaz/akt yolu ise EPO tarafindan stimiile
edilen ¢esitli hiicre i¢i sinyallerden biridir (Salinas ve ark., 2004; Lee ve ark., 2004).
Bu bulgu EPO’ in fosfatidilinositol 3-kinaz/akt yolu ile HO-1 ekspresyonunu
dogrudan indiikleyebildigini gostermektedir. EPO ve HO-1 arasindaki dogrudan
baglantilarin agiga ¢ikarilmast i¢in ileri c¢alismalarin yapilmasi gerektigi
bildirilmektedir (Calo ve ark., 2006).

Hem oksijenaz-1 indiiksiyonunun yam sira, EPO SOD, CAT ve GSHPx gibi
antioksidatif enzimlerin indiiksiyonu ile antioksidatif etkiler gosterebilir. Fare
astroglial hiicre kiiltiiri ve deney hayvanlar1 beyin dokusunda EPO’nun GSHPx
aktivitesini attirdig1 belirlenmistir. EPO’nun dogrudan antioksidatif etkilerini aciga
cikartmak i¢in ek calismalara ihtiya¢ duyuldugu bildirilmektedir (Geng ve ark., 2002;
Kumral ve ark., 2005).

1.2.3. Eritropoietinin Dolayh Antioksidatif Etkileri

Yapilan c¢alismalar EPO’nun en az 2 dolayl antioksidatif etkisi oldugunu
belirtilmektedir (Bailey ve ark., 2006). Bu etkiler EPO’in eritroid progenitor hiicreler

tizerindeki etkileri vasitasiyla olusturmaktadirlar.

Bunlarin ilki, EPO’nun viicuttaki serbest demiri tiiketerek dolayli olarak
antioksidatif etki saglayabilmesidir. Demir, 6zellikle son derece reaktif hidroksil
radikallerinin olugsmasina neden olan Fanton Reaksiyonu i¢in 6nemli bir katalizordiir.
Bu nedenle, serbest viicut demirinin tiiketilmesi yiiksek Olciide reaktif radikallerin
tiretimini sinirlayabilmektedir. EPO tedavisi ile demir miktarinin azaltilmasi kirmizi

kan hiicresi iiretimini arttirmaktadir. Bu durumda daha sonra demir bagimli oksidatif
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hasarin iyilestirilmesine yardimci olmaktadir. Prematiire tavsanlarla yapilan deneysel
bir ¢alisma, EPO tedavisinin plazma demir oraninin azalmasina ve plazma ile bronko
alveolar lavaj sivisinin antioksidatif kapasitesinde artisa neden oldugu

bildirilmektedir (Bany-Mohammed ve ark., 1996).

EPO tedavisi uygulanan yeni dogmus bebeklerde serum ferritin diizeyinin
azalmasina, serum lipit peroksidasyonu azalmasi eslik etmektedir. Bu ¢aligmada EPO
tedavisinin eritrosit faaliyetlerini ve eritrosit antioksidatif enzim aktivitesini
(stiperoksit  dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz) degistirmedigi
belirtilmektedir. EPO’nun goriilen bu antioksidatif etkileri, demir tiiketilmesine

aracilik etmesiyle agiklanabilmektedir (Akisu ve ark., 2001).

Ikinci olarak; EPO, dolasimdaki geng kirmizi kan hiicrelerinin sayisin1 artirarak
hiicresel oksidatif stresi azaltabilmektedir. Geng kirmizi kan hiicrelerinin antioksidan
enzim miktarlar1 onemli 6l¢iide yiiksektir (Mimic-Oka ve ark., 2002). Olgun kirmizi
kan hiicrelerinin protein sentezinin diisiilk olmasi, buna karsin EPO tarafindan tiretimi
arttirllan gen¢ kirmizi kan hiicrelerinin antioksidan enzimlerinin salinimi daha
yiiksektir. Bu enzimleri yiliksek seviyede iceren geng eritrositlerin dolasimda
artmasida dolayli olarak dolasimdaki antioksidan etkinligin artisina neden
olabilmektedir (Canestrari ve ark., 1995; Inal ve ark.,1999; Mimic-Oka ve ark.,
2002).

In vitro fare bobrek tubul epitel hiicre kiiltiirlerinde yiiksek glikoza maruz
birakilarak olusturulmus oksidatif stres ve apoptozise karsi koruyucu amacla katilan
eritropoietinin deneysel oksidatif stresi ve apoptozisi engelledigi bildirilmektedir
(Dang ve ark., 2010). Wistar ratlarda deneysel amacli olarak streptozotosin (55
mg/kg) verilerek olusturulmus diyabet hastaliginda, organlarda ve retinada oksidatif
strese bagli olarak gelisen damarlardaki bozukluklarin Epotin delta ile iyilestigi
gorilmistir (Wang ve ark., 2010). Farelerde yapilan baska bir deneysel ¢alismada
ise beyinde olusan oksidatif stres seviyesinin EPO tarafindan azaltildig: tespit

edilmistir (Kumar ve ark., 2010). Diger bir ¢calismada da kopek kalp kasinda olusan
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hasarin neden oldugu etkinin EPO tarafindan azaltildig1 ve iyilesmeyi hizlandirdigi

bildirilmistir (Yada ve ark., 2010).

EPO’nun dogrudan ve dolayli olarak antioksitatif etkilerine yonelik yapilan
caligmalarda bu etkilerin ortaya konulmasi ile ilgili destekleyici ¢alismalarin
yapilmas1 belirtilmekte (Calo ve ark., 2006). Ayrica yapilan bilimsel kaynak
taramalarinda eritropoietinin sperma diliisyon soliisyonlart ile in vitro embriyo kiltiir
medyumlarina ilave edilmesiyle ilgili bir ¢alismaya rastlanilamamistir. Bununla
birlikte yapilan ¢alismalarda kullanilan antioksidan maddelerin bir kismi pahal1 veya
az Dbulunabilmektedir. Bu ise alternatif maddeler i¢in yeni c¢alismalar

gerektirmektedir.

Bu ¢alismada in vitro embriyo kiiltiir medyumuna (CR1aa) ve sperma diliisyon
sollisyonlarina eritropoietinin farkli dozlar1 ilave edilerek ¢dziim sonu sperma
fonksiyonlar1 ile embriyo gelisiminde ROS un etkilerini elimine ve detoksifiye etkisi

ve kullanilacak en uygun dozlarinin belirlenmesi amaglanmustir.

Yapilan bu ¢aligma ile sperma diliisyon solusyonlarina ve Charles rosencrans 1
aminoasit in vitro embriyo kiiltiir medyumuna eritropoietinin farli dozlari ilave
edilerek ¢6ziim sonu sperma fonksiyonlari ile embriyo gelisiminde ROS’un etkilerini
elimine ve detoksifiye etkisi ve kullanilacak en uygun dozlar1 belirlenmeye ¢alisildi.

Elde edilen veriler daha once yapilan ¢aligmalar ile karsilastirilarak degerlendirildi.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Hayvan Materyali

Lalahan Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Miudiirligii
Boga Test Merkezi ve Suni Tohumlama Laboratuvari’nda bulunan, yaslari 2-3
arasinda degisen ve 2 yil siiredir rutin sperma liretiminde kullanilan 3 bas simental
irk1 boga kullanildi. Bogalarin beslenmesi, ayni Enstitiiniin Yemler ve Hayvan
Besleme Laboratuvari’nin  hazairladigt rasyon (suni tohumlama bogalarin

beslenmesi) ile yapildi.

2.1.2. Oosit Kaynag

Ankara 1li Cubuk Ilcesi’nde ve Kirikkale Ili’de bulunan gevre mezbahalarda

kesilen disi hayvanlardan toplanan ovaryumlar oosit kaynagini olusturdu.

2.1.3. Kimyasal Maddeler

e Tris; sperma diliisyon soliisyonu

e TCM-199 (Tissue Culture Medyum ); maturasyom medyumu
e BO (Brackett Oliphant ); sperm yikama ve diliisyon soliisyonu
e CR1laa (Charles Rosencrans ); kiiltiir medyumu

e Rat Recombinat Erytropoietin; SIGMA E 8905 USA

e EPREX (Epotin alfa); Eritropoietin

e OxisResearch™, Bioxytech; LPO analiz Kiti

e OxisResearch®, Bioxytech; glutatyon analiz Kiti

¢ SIGMA Antioxidant Assay Kit; AOP analiz Kiti
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2.2. Yontem

2.2.1. Spermanin Alinmasi, Dondurulmasi ve C6ziim Sonras1 Muayeneleri

2.2.1.1. Sperma Diliisyon Soliisyonunun Hazirlanmasi

Calismanin ilk asamasinda dondurulacak spermalarin elde edilmesi amaciyla
Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Suni Tohumlama
Laboratuvari’nda rutin sperma iiretiminde kullanilan 2 yasli 3 bas simental 1rki
bogalar kullanildi. Her bir bogadan suni vajen ile haftada iki kez olmak iizere iki
hafta boyunca, toplamda 12 ejakiilat (3 bas bogadan) alinarak c¢alisma
gerceklestirildi. Alman ejakulatlarin yapilan natif muayenelerinde dondurulast igin
uygun 6zelliklere (spermatozoon yogunlugu >600x10° spermatozoa/ml; motilite >%
80) sahip olanlar1 kullanildi. Uygun motilite ve yogunluktaki spermalar Tris bazli
diliisyon soliisyonu ile sulandirildi. Kullanilan soliisyon asagida Cizelge 2.1.°de

verilen formiilasyona gore hazirlandi.

Cizelge 2.1. Sperma diliisyon soliisyonu igerigi

Kimyasal Miktar:

Tris (Hidroksimetilaminometan) 297,58 mM
Sitrik asit 96,32 mM
Fruktoz 82,66 mM
Gentamisin 0,1ml/100 ml

Cizelge 2.1.°deki formiile gore tartilan diliisyon soliisyonu bilesenleri
calismanin tiimiinde yetecek miktarda deiyonize (18.2 Q) suda cozdiiriilerek +4
°C’de saklandi (Tris stok sivisi). Sperma alinacagi giin Tris stok sivisina % 20
oraninda taze yumurta saris1 ve % 5 oraninda gliserol ilave edilerek kullanildi (Evans

ve Maxwell, 1987).
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2.2.1.2. Spermalarin Alinmasi, Diliisyonu ve Dondurulmasi

Her bir bogadan alinan ejakiilat 7 esit hacme boliinerek asagida eritropoietin
(Epotin alfa EPREX® janssen)’in farkli dozlar ilave edilerek olusturulmus 6 deneme
(Dang ve ark., 2010) ve eritropoietin ilave edilmemis (antioksidansiz) kontrol

gruplartyla sulandirilarak ¢alisma gergeklestirildi.

1- Kontrol: Tris diliisyon soliisyonu

2- Deneme I: Tris diliisyon soliisyonu + 6.25 1U eritropoietin /ml.
3- Deneme II: Tris diliisyon soliisyonu + 12.5 1U eritropoietin /ml.
4- Deneme III: Tris diliisyon soliisyonu + 25 U eritropoietin /ml.
5- Deneme IV: Tris diliisyon soliisyonu + 50 U eritropoietin /ml.
6- Deneme V: Tris diliisyon soliisyonu + 100 IU eritropoietin / ml.

7- Deneme VI: Tris diliisyon soliisyonu + 200 IU eritropoietin /ml.

Her bir bogadan alinan spermalarin natif muayenelerinden sonra uygun
olanlarin yogunluklar1 hesaplanarak payetlerin her birinde 17,5x10° spermatozoon
olacak sekilde yapildi. Diliisyon islemi tek asamali yonteme gore 37°C’deki su
banyosunda gergeklestirildi. Dillisyon isleminin ardindan spermalar oda 1sisinda
(22+£2°C) 0.25 ml’lik payetlere ¢ekildi. +5°C’deki dijital gostergeli soguk kabine
yerlestirildi. Isinin 45 - 60 dk igerisinde +5°C’ye diisiiriilmesinden sonra numuneler
yaklagik 2 saat +5°C’de ekilibrasyon islemine tabi tutuldu. Ekilibrasyon islemininin
ardindan 0,25 ml’lik suni tohumlama payetlerine otomatik olarak cekilerek 7 dk’da
rutin lretimde kullanilan kontrollii sperma dondurma cihazinda dondurulduruldu.
Ardindan daha sonraki bir zamanda muayeneleri yapilmak tizere sivi azot (-196 °C)
tankina nakledildi. Calisma i¢in gerekli olan biitiin sperma alma ve dondurma
islemleri tamamlandiktan sonraki gilinlerde sivi azotta saklanmis numuneler
cozlindiriilerek spermatolojik muayeneleri ve biyokimyasal analizleri yapilarak

sonuclar istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Resim 2.2. Spermalarin payetlere ¢ekilmesi.
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Resim 2.3. Spermalarin 4 °C ekilibrasyon islemi.

Resim 2.4. Spermalarin s1v1 azot igerisine nakli ve saklanmasi
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2.2.1.3.Coziim Sonrasi Spermatolojik Muayeneler

2.2.1.3.1. Subjektif Motilite Muayenesi

Subjektif (gozle yapilan) sperma motilite muayeneleri i¢in 1sitma tablali 20x
biiyiitmesinde faz-kontras mikroskop sahasindaki en az 3 alan incelenerek
muayeneleri gergeklestiridi. Mikroskopik muayene bulgular1 % motilite oran1 olarak

belirlendi.

2.2.1.3.2. Bilgisayarh Sperma Analiz Cihazi1 (CASA) ile Motilite Muayenesi

Coziim sonu motilitelerinin ve hareket oOzelliklerinin degerlendirilmesinde
bilgisayarli sperma analiz cihazi (CASA), Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2,
Barcelona, Spain)’indan yararlanildi. Hareket 6zellik degerlerinin tespit edilmesinde
hiz ayarlart statik, yavas > 20 pum/s, orta > 50 pm/s, hizli > 80 pm/s seklinde
ayarlandi. Her bir payetten 5 ul alinan 6rnek lam tizerine damlatildi ve tizeri lamel ile
kapatildi. x100’lik biiyitmede faz-kontrast mikroskobunda ve sisteme adepte
edilmis 60 framelik kamera (Basler®) ile her bir sperma &rnegi igin en az 200 en
fazla 350 adet spermatozoonun 7 farkli alanda analizleri yapildi. Gergeklestirilen bu
analiz ile spermatozoa progresif motilitesi %, total motilitesi %, VSL (velocity speed
linear) pm/s, VCL (velocity curvilinear) um/s, LIN (lineearity) % ve VAP (velocity
average path) um/s parametre degerleri elde edildi.

2.2.1.3.3. Spermatozoa Canlhhgi

Spermatozoa canliliginin tespiti icin SYBR-14/Pl (SYBR-14/P1 Molecular
Probe: L 7011 Invitrogen, Carlsbad, CA) floresan boyamasi uygulandi. SYBR-14
stok sivist icin SYBR-14 1/10 oraninda dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde
coziilerek, 10’ar pl’lik hacimler halinde 1 ml’lik ependorf tiiplerine aktarildi ve -

20°C’ta saklandi. Propidyum iyot (PI) stok sivist ise su sekilde hazirlandi: 1 mg
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propidyum iyot, 1 ml fosfat bufer soliisyonu (PBS) icerisinde ¢ozdiiriilerek 10’ar
ul’lik hacimler halinde ependorf tiiplerine aktarildi ve -20°C’de saklandi. Analiz i¢in
+37 °C’de ¢ozdiiriilen 0,25 ml payet icerisindeki sulandirilmis sperma ependorf tiipii
igerisine alind1 ve tizerine 300 ul PBS (SIGMA P4417) eklendi. Sulandirilmig
spermanin 30 pl’si iizerine 6 pl’lik SYBR-14 stok sivisi ve 2,5 pl PI stok sivisi
eklenerek +37 °C’deki su banyosunda 15 dk inkube edildi. Inkubasyonun ardindan
tizerine 10 pl Hancock sivisi eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Ardindan boyanmis
sperma numunesinden 5 pl lam iizerine alinarak tizeri lamel ile kapatilarak
degerlendirildi. Islem floresan mikroskopta (Leica DM 3000 Microsystems GmbH,
Ernst-Leitz-Stra3e, Wetzlar, Germany) x40 gergeklestirildi. Spermatozoon membrani
saglam (canl1) olanlarin bas kismi acik yesil boya, membrani hasarli (6lii) olanlarin
bas kismi ise kirmizi boya alan spermatozoonlari gdsterdi. Bu amacla yapilan

siiflandirma Resim 3.1°de goriilmektedir.

2.2.1.3.4. Spermatozoa Akrozom Biitiinliigii

Akrozom degerlendirmesi i¢in, Floresin izosiyanat (FITC-PNA)/PI floresan
boyamasi uygulandi. Bunun i¢in, FITC-PNA stok sivis1 hazirlandi: 120 pg FITC-
PNA (Invitrogen S7580) boyast 1 ml PBS igerisinde ¢ozdiiriildii ve sonrasinda 100
ul’lik hacimlerde ependorf tiiplere kullanilmak tizere aktarildi ve -20°C’de saklandi.
Analiz i¢in +37 °C’de ¢ozdiirtilen 0,25 ml payet igerisindeki sulandirilmig sperma
ependorf igerisine alind1 ve iizerine 300 pl PBS eklendi Sulandirilmis spermanin 60
ul’si iizerine 10 pl’lik FITC-PNA stok sivisi ve 2,5 pl PI stok sivist eklenerek +37
°C’deki su banyosunda 15 dk inkube edildi. inkubasyonun ardindan 10 pl Hancock
stvisi eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Ardindan boyanmis sperma numunesinden 5
pl lam tizerine alinarak iizeri lamel ile kapatilarak degerlendirildi. Spermatozoonlarin
akrozomal yapilar1 floresan mikroskopta 450-490 nm dalga boyunda en az 200
spermatozoon sayilarak degerlendirildi. Bu amagla yapilan smiflandirma Resim
3.3’de goriilmektedir. Hasarli akrozoma sahip olanlar yesil, saglam akrozoma sahip

olanlar boya almayan spermatozoonlari gosterdi (Baspinar ve ark., 2011).
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2.2.1.3.5. Spermatozoa Mitokondriyal Aktivitesi

Mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi amaciyla, JC-1/PI floresan boyamasi
uygulandi. Boya ¢0zeltisinin hazirlanmasi amaciyla 0.01 mg JC-1 [Mitochondrial
Membrane Potential Probe (Invitrogen T3168)] 10 ml DMSO igerisinde
cozdiiriilerek 50 pl’lik hacimler halinde ependorflara kullanilmak iizere aktarildi ve -
20°C’de saklandi. Analiz i¢in +37 °C’de ¢ozdiiriilen 0,25 ml payet igerisindeki
sulandirilmis sperma ependorf igerisine alindi ve iizerine 300 pl PBS eklendi
Sulandirilmis spermanin 300 pl’si tizerine 2,5 ul’lik JC-1/PI stok sivist ve 2,5 ul PI
stok sivisi eklenerek +37 °C’deki su banyosunda 15 dk inkube edildi. inkubasyonun
ardindan silispansiyon iizerine 10 pul Hancock sivisi eklenerek reaksiyon sonlandirildi.
Ardindan boyanmis sperma numunesinden 5 pl lam {izerine damlatildi. Uzeri lamel
ile kapatilarak degerlendirildi. Bu amagla yapilan smiflandirma Resim 3.2°de
goriilmektedir. Govdenin turuncu ve yesil olmasi mitokondriyal aktivitenin varligini,
govdenin mat olmasi ise mitokondriyal aktivitenin olmadigimni belirtmektedir

(Baspmar ve ark., 2011).

2.2.1.4. Coziim Sonrasi Oksidatif Stres Parametreleri

2.2.1.4.1. Sperma Numunelerinin Hazirlanmasi

Sulandirilmis spermatozoon hiicreleri +4 °C’de 800 devirde 15 dk siire ile
santrifiij edilerek ayrildi, dibe ¢dken hiicrelere PBS ilave edildilerek siipernatant
kism1 uzaklastirmak siiretiyle islem 3 kez tekrarlandi. Santrifiij isleminin ardindan
PBS ilave edilerek 0,5 ml’ye tamamland: ve hiicrelerin par¢alanmasi amaciyla 10 sn
stireli sonikasyon islemine tabi tutuldu (Bandelin Sonopuls, Bandelin Electronic
Heinrichstra Be, D-12207, Gerate-Typ:UW 2070, Pro-Nr. 51900037369.004, Berlin)
Bu islemler 30 saniye buz icerisinde bekletilerek bes tekrar seklinde uygulandi. Lipit
peroksidasyon analizi i¢in gerekli olan 120 pl homojenat {izerine 10 pl 0,5 mM biitil

hidroksi toluen (BHT) eklendi, 50 pL ise tGSH analizi yapilmasinda kullanildi.
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Homojenatin geri kalan1 ise 1200 devirde +4°C’de 15 dk santrifiij edilerek
stipernatantlar ayrildi. Tiim Ornekler analizler yapilina kadar -86°C’de muhafaza

edildi (Baspmar ve ark., 2011).

2.2.1.4.2. Lipit peroksidasyon Diizeyi Analizi

Bu analiz i¢in LPO-586™ Oxis Research (OxisResearch™, Bioxytech, USA)
ticari kiti kullanildi. Olgiimler bu kit ile spektrofotometrik olarak (UV 2100 UV-VIS
Recording Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) yapildi. Bu analiz yonteminde
45°C’de N-methyl-2- phenylindole isimli maddenin MDA ve 4-hydroxyalkenals ile
reaksiyon esasmna dayanilarak yapildi. Elde edilen sonuglar pmol (10° hiicre/ml)

olarak degerlendirildi (Baspinar ve ark., 2011).

2.2.1.4.3. Glutatyon Diizeyi Analizi

Rediikte glutasyon diizeyleri 6l¢iimii igin GSH-420R Oxis Research kitinden
(OxisResearch®, Bioxytech, USA) yararlanildi. Metot, kromoforik thion olusumu
temeline dayanmaktadir. Homojenat tamponlandi ve okside glutasyonu rediikte
duruma getirmek i¢in tris (2-karboksietil) fosfin eklendi. Baz ilavesiyle pH nin 13’1
gecmesine dayanilarak; GSH-tioetere spesifik B-eliminasyon, kromoforik tion
bilesigi ortaya cikartildi. Toplam GSH diizeyi, spektrofotometri ile 420 nm’ de
olciildii ve bulgular 10° spermatozoa/ml i¢in pmol olarak belirlendi (Baspmar ve

ark., 2011).

2.2.1.4.4. Total Antioksidan Kapasite Analizi

Total Antioksidan Kapasite (AOP) 6lgliimii igin SIGMA Antioxidant Assay Kit
kullanildi. Metot, numunede bulunan tiim antioksidanlarin kombine etkisiyle
Cu™?nun Cu"ya rediiksiyonu temeline dayanmaktadir. Kromojenik reagent olan

Bathocuproine (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin) 490 nm’de maksimum
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absorbansa sahip olan Cu® ile 2:1 oraninda selektif kompleks olusturmaktadir.
Kalibrasyon egrisi olusturmak igin iirik asit konsantrasyonunun standardi kullanildi.
Total antioksidan potansiyeli, spektrofotometri ile 490 nm’de 6l¢iildii ve bulgular 10°

spermatozoa/ml i¢in mmol olarak elde edildi (Baspinar ve ark., 2011).

2.2.2. In vitro Embriyolarin Elde Edilmesi ve Degerlendirilmesi

2.2.2.1. In vitro Maturasyon Soliisyonunun Hazirlanmasi

Oositlerin maturasyonu amaciyla kullanilan TCM-199 medyumu, igerigi
Cizelge 2.2°de verildigi miktarlara gore hazirlandi. Daha sonra filtre (0.22 mikron,
MILLIPORE, Carrigtwohill, Co. Cork, Ireland) edildikten sonra 35 mm petrilere 100
mikrolitrelik damlalar hazirlanarak, iizerleri mineral yag ile kapatildi. Oositlerin

Maturasyona alinmasindan 2 saat 6nce inkiibatorde CO- ile muamele edildi.

Cizelge 2.2. TCM-199 medyumunun igerigi

Kimyasal Miktari Orani

TCM-199 (Gibco/12340-030 BRL) 45 ml

FCS (Fetal Calf Serum- SIGMA F9665) 5ml

FSH (SIGMA F8174) 5ul (2 pg /ml)
Penisilin-streptomisin 50 ul (100 1U) + (100 pg /0.1 ml)

2.2.2.2. In vitro Fertilizasyon Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Oositlerin ~ fertilizasyonu  amaciyla  dondurulmus/coziindiiriilmiis  boga
spermatozoonlarinin kriyoprotektan ve seminal plazmadan ayrilmasi, sulandirilmasi
ve kapasitasyonu i¢in modifiye Brackett Oliphant (BO) soliisyonu kullanildi. BO
soliisyonu uzun siire muhafaza edilemedigi icin 6ncelikle stok A Cizelge 2.3 ve stok
B olarak Cizelge 2.4’de verilen miktarlara gore hazirlandi. Stok A ve stok B

buzdolabinda +4°C’de 1 ay boyunca muhafaza edilerek her ¢alisma icin bu
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stoklardan Cizelge 2.5 deki miktarlarda BO stok soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan bu

soliisyondan da Cizelge 2.6’daki miktarlarda oosit yikama soliisyonu (OYS), Cizelge

2.7°deki gibi sperm diliisyon soliisyonu (SDS) ve Cizelge 2.8’deki gibi sperm

yikama soliisyonu (SYS) taze olarak hazirlanip kullanildi.

Cizelge 2.3. BO Stok A soliisyonun hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar: Oram
NacCl 4,3092 gr
KCl 0,1974 gr
CaCl,2H,0 02171 gr
NaH,P042H,0 0,0840 gr Yazili miktarlarin 10 kati tartilarak
MgCl.6H0 0,0697 gr 10 ml’ye tamamlanip bundanl ml kullanildi
Fenol Kirmizisi 100 pl 0,5 soliisyon

Cizelge 2.4. BO Stok B

soliisyonun hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar: Oram
NaHCO; 2,5873 gr
Fenol kirmizisi 40 pl %0,5 soliisyon
Cizelge 2.5. BO soliisyonunun hazirlanmasi.

Kimyasal Miktari Orani
STOK-A 76 ml
Na Piriivat 0,01375 gr
Antibiyotik 100 pl 100 IU/m_l _Penlsﬂln. + 100 pg/ml

Streptomisin

STOK-B 24 ml

Cizelge 2.6. Oosit yikama soliisyonunun hazirlanmasi.

Kimyasal

Miktanr

BO soliisyonu

40 ml

BSA (Bovine Serum Albiimin)

0,40 gr
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Cizelge 2.7. Sperm diliisyon soliisyonun hazirlanmas.

Kimyasal Miktar:
BO soliisyonu 10ml
BSA (Bovine Serum Albiimin) 0,20 gr
Cizelge 2.8. Sperm yikama soliisyonu hazirlanmasi.
Kimyasal Miktar: Oram
BO soliisyonu 50 ml
Heparin 50 pl 5000 U/ml

2.2.2.3. Charles Rosencrans 1 Aminoasit Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi

Fertilizasyon islemine tabi tutulan oositlerin kiiltiirii icin Charles Rosencrans 1

aminoasit (CR1aa) kiiltir medyumu kullanildi. Kiiltiir medyumu yine Cizelge 2.9

stok A ve Cizelge 2.10°de verilen miktarlara gore stok B soliisyonlar1 hazirlandi.

Stok A stok ve B buzdolabinda +4 °C de 1 ay boyunca muhafaza edilerek her

calisma i¢in bu stoklardan Cizelge 2.11°deki gibi CRlaa kiiltiir medyumu

hazirlanarak fertilizasyondan sonra oositlerin kiiltiire edilmesinde kullanildi.

Cizelge 2.9. CR1aa Stok A soliisyonunun hazirlanmasi.

Kimyasal Miktar: Orani
Sonyum Kloriir 3,3515¢
Potasyum Kloriir 0,1155¢
Sodyum Piruvat 0,0220 g
NaHCOs 1,1005¢
Fenol Red 1ml %0,5 soliisyon

380 ml’ye tamamlandi

Cizelge 2.10. CR1aa Stok B soliisyonunun hazirlanmasi.

Kimyasal

Miktar

Hemikalsiyum laktat

0,2998 g

100 ml’ye tamamland1
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Cizelge 2.11. CR1aa medyumunun hazirlanmasi.

BSA (Bovine serum albiimin)

Kimyasal Miktar Oram
Stok A 57 ml
Stok B 15 ml
BME (Bete merkapto etanol) 1L5ml
MEM (Non ecential amino acid) 0,75 ml
L-Glutamin (SIGMA G8540) 0,75 ml L-Glutamin 0,01 g tartilip 5
ml’ye tamamlandi.
0,225¢g

Antibiyotik

75 ul 100 1U/ml Penisilin +
100 pg/ml Strep.

Filtrasyondan sonra buzdolabinda bir hafta muhafaza edildi.

FCS (%5) 3,75 ml

Ozmolarite: 270-280 mOsm, pH: 7,2-7,4

2.2.2.4. Oositlerin Aspirasyonu

In vitro embriyo elde edilmesi amaciyla bolgedeki mezbahalarda kesilen kiiltiir

irk1 ve melezlerine ait ineklerin ovaryumlar1 kesimini takip eden 15-20 dk’lik siire

icerisinde uygun tasiyict sivi igerisinde ve termosta (30°C) 3 saat igerisinde

laboratuvara getirildi (Hamano ve ark. 1992). Capt 2-8 mm’lik biiyiikliige sahip

follikiiller normal enjektor ile Resim 2.6’daki gibi aspire edilen oositler (Resim 2.7)

90 mm petrilerde toplandi (Schellander ve ark. 1990). Ardindan ¢alisma igin

kullanilacak olan oositler kalite yoniinden degerlendirildi (Brackett ve Zuelka 1993).

A ve B kaliteye sahip olan oositler (A kalite: etrafinda 2 ve daha fazla kumulus hiicre

katmani bulunan, B kalite: etrafinda 2 sirali kumulus hiicre katmani bulunan oosit) in

vitro embriyo tiretim siirecine alindi.
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Resim 2.6. Ovaryumdan follikiil aspirasyonu.

Resim 2.7. Aspire edilen oosit (20x biiylitme).
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2.2.2.5. Oositlerin Maturasyonu

Aspire edilen A ve B kalite oositlerin maturasyonunu gergeklestirmek amaciyla
2 pg/ml FSH ve %10 FCS ilave edilmis TCM-199 (12340-030/Gibco BRL)
medyumu kullanildi. Maturasyon siirecine alinmis oositler 20-22 saat %95 bagil
nem, %5 CO2 ve 38,5 °C’deki karbondioksit inkubatorde inkiibasyona birakildi
(Takagi ve ark., 1992). % 90 ve {iizeri kumulus ekspansiyonu gosteren oositler

(Resim 2.8) mature olmus olarak degerlendirilerek fertilizasyon siirecine alindi.

Resim 2.8. Oositlerin maturasyonu (20x biiyiitme).

2.2.2.6. Oositlerin Fertilizasyonu

Bu amagla Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma ve Egitim Merkezi Midiirliigii

Suni Tohumlama Laboratuvari’nda iiretilmis olan, payet igerisinde 17,5x10°
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spermatozoaya sahip 0,25 ml’lik suni tohumlama payetlerinde dondurulan boga

spermalar1 kullanildi.

Spermatozoonlarin  kriyoprotektanlar, seminal plazmadan ayrilmasi,
sulandirilmas1 ve kapasitasyonu i¢in modifiye BO soliisyonlarindan yararlanildi.
Kapasitasyon amaciyla 5 U/ml heparin ve 2 mM kafein kullanildi. 37°C’deki su
banyosunda ¢dzdiiriilen spermalar (5 payet) iizerine SYS ilave edildikten sonra 1800
devirde ve 5 dk santrifiij edildi. Ardindan supernatant kismi uzaklagtirilarak islem 2
kez tekrarlandi. Spermatozoonlarin mikroskoptaki sayimlarinin kolay yapilabilmesi
icin iizerine 1.2 ml SYS ilave edildi. Ardindan thoma laminda sayim islemleri
yapilarak sedimentin igerisinde olmasi gereken spermatozoa miktari belirlendi. SDS
ile 6.25x10° spermatozoa/ml olacak sekilde yapilan son sulandirma ile olusturulacak
fertilizasyon soliisyonularinda oositlerin 5-6 saat siireyle fertilizasyon islemleri

gerceklestirildi (Kanagawa ve ark., 1995).

Resim 2.9. Oositlerin fertilizasyon goriintiisii (20x biiyiitme).
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2.2.2.7. Oositlerin Kiiltiir Periyoduna Alinmasi ve Degerlendirilmesi

5-6 saat fertilizasyon siirecinden sonra kumulus hiicrelerinin uzaklastirilmasi
amaciyla dar pastor pipeti kullanmildi. Kumuluslar1 uzaklastirilan  oositler
eritropoietinin 3 farkli dozu ilave edilerek (0,125 pg, 0,25 pg, 0,5 pg /ml)
olusturulmus calisma gruplari (Wang ve ark., 2004) ile bir de eritropoietin ilave
edilmemis (antioksidansiz) kontrol olmak {izere asagidaki gibi 4 grup olusturularak
CR1laa kiiltiir medyumuna alindi. Kiiltiir ortami olarak 38,5°C, %5 CO2, % 95 nem
iceren inkubatorden yararlanildi. Her bir 100 pl kiiltiir drobunda en az 20 oosit

kullanilarak ¢calisma gerceklestirildi.

1- Kontrol: CR1aa

2- Deneme I: CR1aa + 0,125 pg eritropoietin /ml.
3- Deneme II: CR1aa + 0,25 pg eritropoietin /ml.
4- Deneme I11: CR1aa + 0,5 pg eritropoietin /ml.

Kiiltiire alinan oositlerin 2. giinli (48 saat) sonunda mikroskopta boliinme
oranlart (Resim 2.10 ve Resim 2.11) kontrol edildi. Eelde edilen bulgular kayit

edilerek boliinen oosit sayilarina gore boliinme oranlart tespit edildi.

Ikinci giin boliinme kontrolii yapilan oositler tekrar inkiibasyona alindu.
Kiiltiir siirecinin 7. glinlinde embriyo gelisimleri takip edilerek morula-blastosiste
(Resim 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7) ulasma oranlar1 bakimindan ve toplam embriyo sayilari
stereo mikroskop (Olympus SZH10 Japonya) altinda incelendi. Elde edilen
embriyolar daha sonra total oksidan diizeyi olciimleri yapilmak iizere -40°C’ye

kaldirildi.
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Resim 2.10. Kiiltiir ortaminin 2. giinii béliinen oosit (20x biiyiitme).

Resim 2.11. Kiiltiir ortaminin 2. giinii b6liinme gergeklesmeyen oosit (20x biiyiitme).
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2.2.2.8. Total Oksidan Diizeyi Analizi

Omneklerdeki mevcut oksidanlar, demir iyonlar1 ile birleserek demirli selat
bilesimler halinde bulunurlar. Bu demir iyonlar1 asidik soliisyonlarda renkli yapilar
olustururlar. Bu renk olusumlar1 da spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilmektedir. Total
oksidan diizeyi (TOS) analizi bu prensiple yapilmaktadir. Total oksidan diizeyi
Ol¢iimleri ticari spektofotometrik kit (Total Oxidant Status Assay Kit, Mega T1p San.
ve Tic. Ltd. Sti. Gaziantep, Tiirkiye) kullanilarak Uluslararas1 Hayvancilik Arastirma
ve Egitim Merkezi Midiirliigi Hayvan Besleme Laboratuvari’nda bulunan

spektrofotometre cihazinda (Perkin Elmer Lambda 25) belirlendi.

-40 °C’den ¢ikarilan embriyolar oda 1sisinda ¢6ziindiiriildii. Embriyolarin
parcalanmasi islemi dar pastor pipeti ile pipetleme yontemiyle gerceklestirildi. 1,2
mL’ye kadar distile su ilave edildi. 10 milimol Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA)
iceren 0,2 molar 1,2 ml Fosfat tamponu ile karistirildi. Analiz i¢in hazirlanan bu
embriyo soliisyonundan 75 ul 1 ml’lik spektrofotometre kiivetine konuldu. Uzerine
kit igerisinde bulunan Reagent 1 (Assay Buffer) soliisyonundan 500 pL eklendi.
Ayni sekilde kit icerisinde bulunan Standart 2 soliisyonunda 75 pL alinarak kiivete
konuldu ve {izerine 500 pl reagent 1 soliisyonu ilave edildi. Ornekler ve standart 530
nm’de okundu. Orneklerin ve standardin iizerine kit icerisinde bulunan 25 ul reagent
2 (Prochromogen solution) soliisyonundan ilave edilerek 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda tekrar 530 nm’de okundu. Sonuglar asagidaki
formiille hesaplandi (Halliwell, Gutteridge 2000).

Sonug = (AAbsorbans Ornek/ AAbsorbans Standart) x 20 Equiv/L

A Absorbans Ornek: Ornegin, 530 nm de 2. absorbans degeri - 530 nm’de 1.
absorbans degeri

A Absorbans Standart: Standardin, 530 nm de 2. absorbans degeri - 530 nm’de 1.

absorbans degeri.
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2.2.3. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizde, 7 farkli uygulamadan elde edilmis spermatolojik
parametrelerin veri ortalamalar1 kullanildi. Farkli miktarlarda antioksidan dozu
kullanilan deneme grubu ve antioksidan igermeyen diliisyon soliisyonu grubu
(kontrol) karsilastirilmasinda, aralarinda anlamli farklilik bulunan 2’den fazla grubu
karsilagtirmak i¢in ¢oklu karsilagtirma testlerinden One Way ANOVA ve Duncan
Testi (SPSS 15.0) kullanildi.

Embriyo gelisiminde ise, expanse oosit, 48. saat bdliinen oosit, morula,
blastosist ve toplam embriyo oranlar1 bakimindan gruplar arasi karsilastirmalarda
Khi-kare; expanded blastosiste erisme oranlart bakimindan gruplar arasi
karsilastirmalarda ise bazi gruplarda gézlem sayisinin (frekaslarin) 5’ten az olmasi
nedeniyle G (Likelihood Ratio Chi-Square) istatistigi uygulanmistir (Diizgiines ve
ark., 1983) . Morula ve 48. saat boliinen oosit oranlar1 bakimindan gruplar arasindaki
farklilik 6nemli (P<0.05) iken, diger 6zellikler i¢in gruplar arasi farkliliklar istatistik

olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).
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3. BULGULAR

Dondurma-¢6zdiirme sonrasi numunelerde spermatolojik parametreler {izerine
eritropoietinin etkisi Cizelge 3.1°de verilmistir. Progresif motilite oran1 6.25 U
eritropoietin /ml igeren dilisyon soliisyonu grubunda (%31.81+3.74), 200 IU
eritropoietin/ml igceren dillisyon soliisyonu grubuna gore (%22.26+2.01) anlaml
Olgiide yiiksek bulundu. Spermatozoon canliligi {izerine, 6.25 U eritropoietin/ml
igeren diliisyon soliisyonu grubu (%63.3342.58), 12.5 U eritropoietin /ml igeren
diliisyon soliisyonu grubuna (% 51.4043.55) gore anlamli olgiide yiiksek sonug
verirken (P<0.05), kontrol grubuyla aralarindaki farkliliklar 6nemli bulunmadi.
Bununla birlikte CASA motilite, subjektif motilite, akrozom bitinligi ve
mitokondiyel aktivite oranlar1 bakimindan gruplar arasi farklililar 6nemsiz bulundu

(P>0.05).

Dondurma-¢ozdiirme sonrasi sperma numunelerinde spermatozoon hareket
parametreleri (VCL, VSL, VAP, LIN) asagida Cizelge 3.2°de verildi. Eritropoietinin
farkli dozlarini iceren (deneme gruplari) ve eritropoietin igcermeyen (kontrol)

diliisyon soliisyonu gruplari arasindaki farkliliklar 6nemli bulunmadi (P>0.05).

Farkli dozlarda eritropoietin igeren ve icermeyen boga spermalarinda ¢6ziim
sonu biyokimyasal parametreleri (TGSH, AOP, LPO) Cizelge 3.3’te verildi. Buna
gore gruplar arasinda biyokimyasal parametreler agisindan istatistiksel olarak

farkliliklar 6nemsiz bulundu (P>0.05).

Cizelge 3.1. Boga spermasi ¢oziim sonu numunelerinde spermatolojik (CASA motilite, Subjektif motilite,
Progresif motilite, SYBR/PI, FITCH/PI, JC-1/Pl) parametreler
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crowr | v | e | e | sy [ oo [
0 (o] (o]

Kontrol 58,4444,87 | 52,2241,68 | 27,413,120 | 59955349 | 41,55+4,18 | 44,943,88
eD,deme b 64356533 | 50711,70 | 31,813,740 | 6333£2,58° | 36494175 | 38,01=1,78
?;geme T 1509247,04 | 46114285 |2435:3.73% | 51404355 | 39,5141,69 | 41,300,43
Deremelll | 53664341 | 49.4451,75 | 23,6642,02% | 56,68:2.84% | 36,69+1,97 | 43,37:2,03
?g?&me V' 160,66+3.78 | 52,20:0,87 |26,17+3,02% | 58,5042,67 | 43,0944,39 | 40,00+1,58
?gg?g‘e V158504372 |50,0061,44 | 30,66£2,56% | 54,61£2,38% | 44604438 | 47,023,34
Deneme VI 149345479 | 46,1142.46 | 222612,01% | 54,1743,60% | 47914539 | 41,6345,33
0 . ] x x . ]

a, b: Ayni siitundaki farkl harfler tagiyan ortalamalar arasi farkliliklar 6nemlidir (*P < 0.05)
-2 Gruplar aras1 farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

Cizelge 3.2. Boga spermasi ¢6ziim sonu numunelerinde sperma hareketlerinin (VCL, VSL, VAP,

LIN) ortalamalari
Gruplar VCL VSL VAP LIN
(%) (%) (%) (%)
Kontrol 96,27+3,26 48,62+2,86 64,92+2,75 50,32+1,66
Deneme |1 6,25 U 95,28+2,62 53,61+2,88 67,75+2,04 56,50+3,45
Deneme 11 12,5 1U 90,78+3,80 48,63+3,32 61,96+3,18 53,32+1,96
Deneme 111 25 1U 94,93+1,99 47,77+2,56 63,75+2,30 50,14+1,93
Deneme IV 50 IU 94,05+1,70 46,62+2.41 62,23+2,05 49,38+1,91
Deneme V 100 IU 94,82+2,49 50,47+3,06 64,56+2,34 53,27+£3,10
Deneme V1200 1U 94,75+1,46 48,82+1,70 63,80+1,23 51,53+1,60
p - - - .

-2 Gruplar arast farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

Cizelge 3.3. Boga spermasi ¢6ziim sonu numunelerinde biyokimyasal (TGSH, AOP, LPO) parametreler
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Gruplar TGSH (um/1x10° spz) AOP (mM/1x10° spz) LPO (um/1x10° spz)
Kontrol 1781,6+£368 20,95+1.50 116,26+10.1

Deneme | 6,25 IU 2013,4+604 18,51+1.78 106,70+6.9

Deneme 11 12,5 1U 2266,2+618 20,45+1.45 102,93+16.1

Deneme 111 25 1U 1996,8+676 19,97+2.06 114,58+11.8
Deneme IV 50 1U 1457,9+345 21,75+2.35 99,63+12.7

Deneme V 100 IU 1948,3+651 20,00+1.69 116,95+7.3

Deneme V1 200 1U 1991,0+583 18,99+2.33 97,37+12.4

p - - -

-2 Gruplar aras1 farklilik 6nemli degildir (P>0.05).

Resim 3.1°de gosterildigi sekilde SYBR/PI boyama teknigiyle 6lii canli
spermatozoa oranini belirlemek amaciyla yapilan boyamada, bas kismi yesil floresan
veren hiicreler canli olan spermatozoayi, bas kismi kirmizi veya kirmizi-yesil

floresan veren hiicreler 6lii olan spermatozoay1 gostermektedir.

Resim 3.2°de gosterildigi sekilde mitokondriyal aktivite ve membran
biitiinliigliniin belirlenmesi amaciyla JC-1/PI boyama teknigi ile belirlemek amaciyla
yapilan boyamada, govde kismi turuncu floresan veren hiicreler yiiksek
mitokondriyal aktivite gosteren, gévde kismi yesil floresan veren hiicreler disiik
mitokondriyal aktivite gosteren ve govde kismi floresan vermeyen hiicreler

mitokondriyal aktivite gostermeyen spermatozoayi temsil etmektedir.

Resim 3.3’de ise akrozom ve membran biitiinliigiiniin belirlenmesi amaciyla
JC-1/PI boyama teknigi ile belirlemek amaciyla yapilan boyamada, akrozom
kisimlar1 yesil floresan veren hiicreler hasarli akrozoma sahip olan, akrozom
kisimlar yesil floresan vermeyen ya da kirmizi veren floresan hiicreler ie saglam

akrozomu olan spermatozoa olarak degerlendirildi.
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Resim 3.1. Spermalarda 6lii-canli spermatozoa oranmmmin SYBR/PI boyama teknigiyle
degerlendirilmesi (40x biiyiitme).
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Resim 3.2. Spermalarda mitokondriyal aktivite ve membran biitiinliigiiniin JC-1/P1 boyama teknigi ile
degerlendirilmesi (40x biiyiitme)

Resim 3.3. Spermalarda akrozom ve membran bitinliigi Lectin/PI boyama teknigiyle
degerlendirilmesi (20x biiyilitme)
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Embriyo kiiltiir slirecine alinan fertilize oositlerin boliinme oranlar1 Cizelge

3.4’te verilmistir. Fertilize oositlerin 48. saatteki boliinme oranlari bakimindan 0,25

ng (% 66.49) ve 0.125 pg (% 62.19) eritropoietin iceren kiiltiir medyumlarinda,
kontrol grubuna (% 50.78) gore daha yiiksek sonuclar elde edildi (P<0.001). Morula

asamasina ulagsan embriyo oranlari iizerinde ise, 0.5 pg (% 66.67) eritropoietin iceren

kiiltiir medyumu, diger gruplara gére daha yiiksek sonug verdi (P<0.05). Blastosist

ve ekspanded blastosist oranlar iizerinde, eritropoietinin énemli bir etkisi goriilmedi

(P>0.001).

Oksidatif stres parametreleri lizerinde de eritropoietinin herhangi bir etkinlik

gostermedigi goriildii.

Cizelge 3.4. Kiiltiir siirecine alman fertilize oositlerin 48. saat ve 7-8. giin gelisim siireglerine ait istatistiksel

tablo.
iiltii 7. Giin Kiltiir Sonu Morula/Blastosist Oranlari
Maturasyona Exparjse Kiilttire g?."saat un Rufil U
Gruplar alinan ooos a} nan Oliinen - Toplam
- orant |0osit sayisi oosit Morula Blastosist | Exp. Blast. embrivo
SILSAYIS! | (o6) | (CR1aa) | oranlari (%) % % % % y
Kontrol 200 (86,50 193 [50,78 (98/193)° |17,65 (3/17)° |64,71 (11/17) |17,65 (3/17)|17,35 (17/98)
Deneme | a b
(0,125 pg crit) 201 85,57 201  [62,19 (125/201)?|38,24 (13/34)°|47,06 (16/34) |14,71 (5/34)|27,20 (34/125)
Deneme 1l 2 b
. 200 88,50 194 66,49 (129/194)3|32,00 (8/25)° |60,00 (15/25) |8,00 (2/25) [19,38 (25/129)
(0,25 pg erit.)
Deneme 111 b a
(0.5 g erit) 200 89,50 177  |46,33 (82/177)" |66,67 (12/18)*|33,33 (6/18) |0 (0/18) 21,95 (18/82)
p - *kk * - - -

-p>0,05 ; *: p<0.05; ***:p<0.001

Cizelge 3.5. Kiiltiir siirecine alinan fertilize oositlerin 7. giin total oksidan diizeyi analizi

Gruplar Okuma 1 Okuma 2 DS Sonu¢ Equiv/L
Kontrol 0,148 0,199 0,051 53,68421053
Deneme | (0,125 pg eritropoietin) 0,185 0,228 0,48 50,9052632
Deneme Il (0,25 pg eritropoietin) 0,182 0,231 0,049 51,57894737
Deneme 11 (0,5 pg eritropoietin) 0,201 0,244 0,043 45,26315789
p - - - -
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Resim 3.4. Kiiltiir ortaminin 7. giinii ekspanded blastosist (40x biiyiitme).

Resim 3.5. Kiiltiir ortaminin 7. giinii ekspanded blastosist (40x biiyiitme).
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Resim 3.6. Kiiltiir ortaminin 8. giinii zondan ¢ikma ani1 (20x biiyiitme).

Resim 3.7. Kiiltiir ortaminin 7. giinii blastosist (20x biiyiitme).
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4. TARTISMA

Bu ¢alismada, eritropoietinin farkli dozlarinin boga spermasinin dondurulma-
¢Ozdiirme sonrasi bazi spermatolojik (motilite, mitokondriyal aktivite, canlilik,
akrozom biitiinliigli) ve oksidatif stres parametreleri (LPO, total antioksidan
potansiyeli ve total glutatyon)’ne olan etkinlikleri ile embriyo kiiltiir medyumuna
ilave edilmesi sonras1 embriyo gelisimleri iizerine etkilerinin arastirilmasi amaglandi.
Bilimsel kaynaklardan yapilan taramalarda hem erkek hem de disi genital kanal sivi
komponentlerinde bulunan eritropoietin ile ilgili aragtirmalarin olmadig1 goriildii.
Sunulan bu ¢alismada eritropoietinin sperma ve in vitro embriyo {izerine antioksidan

etkiniliginin olup olmadig: arastirildu.

Spermanin dondurulmasi ve dondurulma sonu ¢ozdiiriilmesi sirasinda meydana
gelen membran lipit faz degisimleri, ozmotik, mekanik stres ve ortamda olusan
serbest oksijen kaynakli gelisen lipit peroksidasyonu ve serbest oksijen radikalleri
hiicre zar1 proteinlerinde denaturasyona, hiicre organellerinde yapisal bozukluklara,
DNA’da kirilmalara ve hiicresel lizise neden olmaktadir. Lipid peroksidasyon
irlinleri biiylik oranda membran yapilarindaki doymamis yag asitlerinden, kismen de
membran glikolipitleri, fosfolipitler ve kolesterolden kéken almaktadir. Spermanin
dondurulmast ve c¢ozdiiriilmesi sirasinda olusan bu ROS, endojen antioksidan
savunma sistemini azaltarak fertilite kabiliyetini azaltmaktadir. Serbest radikallerin
diisiik dozlar1 kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona reaksiyonu ve akrozom gibi sperm
fonksiyonlarinda onemli etkilere sahiptir. Fakat yiiksek oranlarda iiretilmesinin
spermatolojik parametreleri olumsuz yonde etkiledikleri belirtilmektedir (Aitken ve
Baker, 2004). Tiim bu olumsuz etkiler, ortama antioksidan etkili maddelerin ilave
edilmesiyle giderilebilmekte olup, spermatozoonun ¢6ziim sonrasi fonksiyonlari
iyilestirilebilmektedir (Aitken, 1995; Maxwell ve Watson, 1996; Oehninger ve ark.,
2000; Bilodeau ve ark., 2002). Antioksidanlar bu etkilerini ortamda olusan oksijen
miktarmi diisiirerek, gelisecek veya baslamis olan zincir reaksiyonlarini onleyerek,
kirarak veya ortamda gelisen peroksitleri pargalayarak etkinliklerini gosterirler

(Cheeseman ve Slater, 1993; Marxwell, 1995; Sardesai, 1995; Thomas, 1995).
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Serbest radikallerinin bu zararli etkilerine karsi spermatozoa ve seminal
plazmada lipit peroksidasyonlara karst Onleyici bir takim antioksidanlar
bulunmaktadir (Alvarez ve Storey, 1983; Nissen ve Kreysel, 1983; Jeulin ve ark.,
1989). Bu antioksidanlarin bazilar1 ortamda gelisen ROS firiinleri temizleyicisi
(albumin, taurin, hipotaurin, vitamin E), diger bir kism1 enzimsel (CAT, SOD, GPx),
bir grup ise zincir reaksiyonlarin kiricis1 (irat, askorbik asit, vitamin E, thiol
bilesikleri) olarak etkimektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Sikka, 1996). Fakat
bu endojen kaynakli antioksidan sistemler ROS iiriinlerinin zararli etkilerine ve
oksidatif hasar1 onlemede yetersiz kalmaktadir (Taylor, 2001). Bu amagla sperma
dilisyon soliisyonlarina katilan bazi antioksidanlarin spermanin uzun siireli
saklanmasinda ortamda olusan lipit peroksidasyonundan kaynaklanan oksidatif
hasar1 minimize ettigi ve hiicre canliligim korudugu saptanmstir. Insan seminal
plazmasinda bulunan eritropoietinin sperm hiicreleri i¢in hipoksik alan olusturdugu
ve bu sayede sperm motilitesi ve canliliga olumlu etki yaptigi bildirilmektedir (Tug
ve ark., 2010).

Spermatozoon motilitesi genel olarak 3 temel faktdre bagimlidir: Regiilasyon,
yapisal biitiinliikk ve enerji siirekliligi. Hareketin regiilasyonu orta kisimdaki flagellar
ve prinsipal bolgeden kontrol edilmektedir. Flagellar kistm motilite aktivitesini
saglarken, prinsipal kisim ise hiperaktivasyondan sorumludur. Fakat orta kisimdaki
doymamis yag asitleri ve doymus protein kanallari, bu yapiyr serbest radikal
ataklarma duyarli kilmaktadir (Suarez ve ark., 2007; Hamano, 2007). Sunulan
caligmada sulandiriciya ilave edilen eritropoietinin, 6.25 U eritropoietin/ml igeren
sulandiric1 grubunda progresif motilite oran1 ve oOlii-canli spermatozoon oranini
artirdigr  goriilmiis olup, bu farklilifin spermatozoonun orta kismindaki bu
fonksiyonel yapilar1 koruyarak dondurma ¢dzdiirme sonrast motilite ve Olii-canli

spermatozoon oranini iyilestirdigi kanaatine varilmistir.

Tug ve ark. (2010)’nin, yapmis olduklar1 bir ¢alismada eritropoietinin degisen
dozlar1 ile insandan alman sperma numunelerini 37 °C’de 4 saat siire ile inkube
etmigler, 1, 10 ve 100 mIU/ml oraninda eklenen rEPO’nin motiliteyi artirdigini

ortaya koymuslardir. En yiiksek progresif motilitenin ise 10 mlU/ml doz grubunda
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oldugunu belirtmislerdir. Calismamizda da 6.25 U eritropoietin/ml i¢eren sulandirici
grubunun, en yliksek progresif motilite oranin1 vermesi, Tug ve ark., (2010)’nin
yaptiklar1 ¢alisma ile benzerlik gostermektedir. Collares ve ark. (2013), tavsanlara
haftada 3 kez subkutan yolla 25 Ul/kg rEPO’ni 5 hafta uygulama siiresince,
spermatozoa motilitesi ve canlilifini {izerine olan etkisini degerlendirmislerdir.
Sonugta, rEPO wuygulamasinin motilite ve canliliga etkisinin olmadigini
belirtmiglerdir. Calismamiza elde edilen bulgular Collares ve ark. (2013)’nin
calismalarindan farkli bulunmustur. Farkliligin in vivo ¢alismadan kaynaklandigi

distiniilmektedir.

Eritropoietin ayn1 zamanda insan testikiiler germ hiicresinde de iiretilmektedir.
Fakat bu tretim kriptorsidizm vakalarinda azalmaktadir (Cortes ve ark., 2001).
Eritropoietin fare epididimisinden de sentezlenebildigi, testikiiler fonksiyon
bozuklugunun tedavisinde eritropoietin takviyesinin gerekli oldugu diisiiniilmektedir
(Dobashi ve ark., 2005). Foresta ve ark., (1995) 5 erkekte rEPO enjeksiyonu ile
testikiiler testesteron iiretimini artirirken, serumda gonodatropinin veya testesteron
seviyesini artirmadigini belirterek, EPO’nin dogrudan olarak insan Leyding hiicre

fonksiyonuna etki ettigini vurgulamislardir.

Mitokondriyal yapilar spermatozoonlarin orta kisminda yerlesik halde
bulunmakta ve spermatozoonlarin progresif motilitelerini ve zona pellusiday1
ge¢melerini saglayan kuyruk filamanlari i¢in gereken ATP enerjisini iliretmektedir
(O’connell ve ark., 2002). Bu nedenle, spermatozoon motilitesi ve fertilitesi ile
mitokondriyal aktivite arasinda pozitif bir iliskinin oldugu belirtilmektedir Basarili
bir fertilizasyon isleminde de mitokondriyal aktivitenin yliksek olmas1 gerekmektedir
(Casey ve ark., 1993; Kasai ve ark., 2002). Bu aktivitenin belirlenmesinde Rhodamin
123, Texas red ve 5,5°,6,6°-tetrachloro-1,1",3,3 tetracthylbenzimidazolylcarbocyanine
iodide (JC-1) gibi floresan boyalar kullanilmakta, fakat yiiksek ya da diisiik
mitokondriyal aktivite arasindaki farkliligi en iyi yansitan JC-1 boyasiyla yapilan
boyama teknigi oldugu bildirilmektedir (Garner ve Thomas, 1999). Boga ve koglarla
yapilan calismalarda motilite ve yiiksek mitokondriyal aktiviteye sahip spermatoozoa

arasinda yiiksek bir iliskinin oldugu belirtilmistir (Garner ve ark., 1997; Martinez-
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Pastor ve ark.,, 2004; Bucak ve ark., 2015). Calismamiz sonuglari itibariyle,
eritropoietinin ¢oziim sonu mitokondriyal aktiviteyi koruyamayarak, motilite ve
mitokondriyal aktivite arasinda pozitif bir korelasyon olusturmadigin1 gostermistir.
Bu durum farkli tiirlerin spermatozoan yapilariin farkli olmasindan dolay1 her tiirde

ayn1 etkiyi gostermedigi diisiiniilmektedir.

Yapilan ¢alismada ¢6ziim sonu sperma hareketlerinin (VCL, VSL, VAP,
LIN) ortalamalar1 arasindaki farkliliklar da 6nemli bulunmamistir. Bununla birikte,
¢Ozlim sonu biyokimyasal (TGSH, AOP, LPO) parametreler {izerine gruplar arasinda
onemli bir farklilhiga rastlanmamistir. Calisma sonuglari, bilimsel kaynaklardan
edilen sonuglar ile karsilastirildiginda bazi antioksidanlarin etkinlikleri olumlu yonde
rapor edilmistir (Bucak ve ark., 2007; Sariézkan ve ark 2009; Coyan ve ark., 2010).
Calismalar arasindaki zit sonuglarin elde edilmesi, kullanilan katki maddelerinin
farkliligina, hayvan tiirli, irk1 ve antioksidan aktivite 6l¢iimlerinde kullanilan farkli

yontemlere baglanabilir.

Memeli hayvanlarda in vitro fertilizasyon sonrasi gelisen oksidatif stres ve
buna bagli ortamda sekillenen serbest radikaller embriyonun gelisimini etkileyen
onemli etkenlerden birisidir. Ozellikle embriyonun yapisinda meydana gelen hasara
bagli olarak blastosiste erisme oraninda ve kaliteli embriyo elde edilmesinde oldukca
onemlidir. Buradaki temel etken, embriyo hiicre membranlarinin yapisinin doymamis
yag asitleri oranmin yiiksek olmasidir. Serbest radikallerin olusturdugu lipit
peraksidasyon, hiicre yapisinin bozulmasina neden olmaktadir. Fertilizasyondan
sonra in vitro kiiltiire alinan oositlerin 48. saati embriyo gelisimi i¢in olduk¢a 6nemli
ve kritik bir donemdir. Bu donemde oksijen radikallerin etkisi daha biiyiik olmakta
ve embriyonal bloklanmalara sebep olmaktadir (Gasparrini ve ark., 2000). Netice
olarak bu oksijen radikallerinin (siiperoksit, hidrojen peroksit, hidroksi radikali)
neden oldugu hiicredeki hasar, hiicresel fonksiyonlarin devam ettirilmesini
engelleyerek elde edilecek embriyo say1 ve kalite oranlarini diisiirmektedir (Johnson

ve Nasr-Esfahani, 1994; Kehrer ve Lund, 1994).
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Memeli embriyolarin in vitro elde edilmesinde ¢ok farkli kiiltiir ortamlar
kullanilmaktadir. Bunda temel amag¢ en uygun kiiltiir ortamin1 saglayarak embriyo
kalitesini ve sayisimi artirmaktir. Kaliteli blastosist elde edilmesi halinde
embriyolarin dondurulup ¢oziinmesi sonrasi nakillerinde gebelik oranlar1 iizerinde
oldukga dnemli katki saglamaktadir. Ayn1 zamanda kaliteli blastosist elde edimesi ile
embriyoda yapilacak islemlerden (biyopsi, kriyoprotektanlardan daha az oranda
etkilenme, blastomer seperasyonu vb.) etkilenmesi de daha az olacaktir. Bu
amaclarla oositlerin gerek maturasyon gerekse fertilizasyon sonrast Kkiiltiir
medyumlarina ¢ok ¢esitli antioksidan etkili maddelerin ilavesi yapilarak uygun bir
kiiltiir ortaminin olusturulmasina ¢alisilmaktadir (Izquierdo ve ark., 1999; Wan ve
ark., 2008).

Yapilan bu ¢aligmada, oositlerin fertilizasyonu sonrasi kiiltiiriin 48. saatinde
yapilan bolinme kontrollerinde; 0.25 pg ve 0.125 ug eritropoietin, kontrol grubuna
gore daha yiiksek oranlar verdigi goriildii. Morula asamasina ulasan embriyo oranlari
tizerinde ise, 0.5 pg eritropoietin iceren kiiltiir medyumu, diger gruplara goére daha
istiin ¢iktigr tespit edildi (P<0.05). Blastosist ve ekspanded blastosist oranlar
tizerinde, eritropoietinin 6nemli bir etkisi goriilmedigi belirlendi (P>0.001). Embriyo
oksidatif stres parametreleri tizerinde de eritropoietin herhangi bir etkinlik vermedigi
tespit edildi. Bu sonug, ortama katilan eritropoietinin antioksidan seviyelerini
(glutatyon ve total antioksidan kapasite) artirmadigindan hareketle, blastosist ve
ekspanded blastosist oranlarina bir etkinligin olmadig1 varsayimini dogurmaktadir.
Bilimsel kaynaklarda ise embriyo iizerine eritropoietinin etkinligini arastiran bir
caligmaya rastlanilamadi. Ancak yapilan diger antioksidan ¢alismalar ile

karsilastirildiginda daha diisiik bir oran elde edilmedigi de goriildii.

Spermatolojik parametreler bakimindan eritropoietinin etkinlik gostermesi
g6z oniine alindiginda, bu sonuglar ileride yapilabilecek caligmalarda (eritropoietinin
embriyo iizerine antioksidan etkilerinin arastirilmasi, blastosist verimi ve Kalitesi
tizerine etkisinin olup olmadiginin belirlenmesine yonelik v.b.) referans alinabilecegi

diistiniilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug¢ olarak, calismamizda sperma dilisyon soliisyonlarinda eritropoietinin
antioksidan etkinligi degerlendirildi. Elde edilen tiim sonuglarin istatiksel olarak
anlamli olmamasina ragmen 6zellikle 6.25 U eritropoietin /ml iceren grupta diger
gruplara gore progresif motilite ve Olii- canli spermatozoon oraninin yiiksek
bulunmus olmasi1 pratik acidan Onemli olarak degerlendirilebilir. Calisma
sulandiricilara ilave edilen eritropietinin antioksidan etkinligine yonelik yapilan ilk
calisma olmasi yoniliyle 6nem arzetmektedir. Yapilan ¢alisma sigir spermasi ile
yapilmis olup, diger tiirlerde yapilacak farkli ¢calismlar ile desteklenmesi sonuglar

daha da anlamli hale getirecegi kanaatine varildi.

in vitro kiiltiir ortaminda eritropoietinin serbest radikallerin zararl etkilerinin
azaltilamsina yonelik yaptigimiz bu ¢alismada oositlerin  kiiltiir ortamina
aktarildiktan sonra 48. saat boliinme oranlar1 0.25 ve 0.125 pL eritropoietin ilave
edilmis deneme gruplarinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli sonug
verdigi tespit edildi. Bununla birlikte toplam elde edilen embriyo sayilar1 bakimindan
0.125 pL eritropoietin ilave edilen deneme grubunun diger gruplara gore daha
yiiksek embriyo sayist verdigi belirlendi. Calismamiz eriropoietinin in vitro embriyo
kiiltiir medyumlarinda antioksidan etkinliginin yapildig1 ilk ¢aligma oldugu ig¢in
oksidatif stres parametrelerinin istatiksel olarak anlmasiz olmasinin nedeninin ortaya
konulabilmesi i¢in farkli kiltir medyumlarinda da c¢alismalarin yapilamasi
gerekmektedir. Bunun yanisira embriyo kalite ve blastosiste erisme oranlarina etkili
olan farkli etkenlerde bulunmaktadir. Ozellikle oositlerin elde edildigi hayvanlarin
kondiisonu, oosit Kkaliteleri ve farkli kiiltiir ortamlar1 da elde edilen sonuglar
etkilemektedir. Bu nedenle calismalarin baska kiiltiir ortamlarinda yapilacak farklh

caligmalar ile desteklenmesinin uygun olacagi kanaatine varildi.
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OZET

In vitro embriyo Kiiltiir medyumlarina ve sperma diliisyon soliisyonlarina ilave edilen
eritropoietinin spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve embriyo gelisimi iizerine
etkisi

Calismada, boga spermasinin dondurulmasinda kullanilan dilusyon soliisyonlar1 ve
in vitro embriyo kiiltir medyumuna ilave edilen eritropoietinin antioksidan etkiligini
incelendi. Bogalardan alinan spermalarin dondurulmasi esnasinda eritropoietinin farkl
dozlar1 (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 IU eritropoietin /ml) ilave edilerek olusturulmus 6
deneme ve eritropoietin ilave edilmemis (antioksidansiz) kontrol gruplariyla sulandirilarak
donduruldu. Coziim sonu biyokimyasal parametreler (oksidatif stres) ve spermatolojik
parametreler incelendi. Ikinci asamasinda ise sigir ovaryumlarindan elde edilen oositlerin in
vitro maturasyonu ve fertilizasyonlarini izleyen siirecte eritropoietinin 3 farkli dozu (0,5 pg,
0,25 ng, 0,125 pg /ml) ilave edilerek 3 deneme grubu ve eritropoietin ilave edilmemis
(antioksidansiz) kontrol grubu olusturularak kiiltiir ortamina alinarak boliinen osit oranlari,
blastosiste erisim oranlar1 biyokimyasal parametreler degerlendirildi. Dondurma-¢6zdiirme
sonrast 6.25 IU eritropoietin /ml igeren diliisyon soliisyonu grubu progresif motilite orani
(%31,81+3,74), 200 I1U eritropoietin/ml igeren dilisyon soliisyonu grubuna gore
(%22,26+2,01) anlaml 6l¢iide yiiksek bulundu (p< 0,05). SYBR/PI sonuglari bakimindan
6,25 1U eritropoietin/ml igeren diliisyon soliisyonu grubu 12,5 U eritropoietin /ml igeren
diliisyon soliisyonu grubuna gore anlamli 6l¢iide yiiksek bulundu (p < 0,05). Morula ve 48.
saat boliinen oosit oranlari bakimindan gruplar arasindaki farklilik 6nemli iken, diger
ozellikler icin gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel olarak Oonemsiz oldugu tespit edildi
(p>0,05).

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, embriyo, eritropoietin, oksidatif stres, sperma.
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SUMMARY

Effects of erythropoietin addition to sperma dilution solutions and in vitro embryo
culture mediums, on spermatological parameters, oxidative stress and embryo
development

In this study, effectiveness of erythropoietin addition to sperm dilution solutions and
in vitro culture mediums on spermatological parameters, oxidative stress and embryo
development was investigated. In freezing stage, bull sperm was frozen using 6 trial group
by adding several doses of erythropoietin (6,25 1U, 12,5 IU, 25 1U, 50 1U, 100 IU and 200 U
erythropoietin/ml) to dilution solutions and 1 control group without erythropoietin (no
antioxidant). After thawing, spermatological and biochemical parameters (oxidative stress)
were examined. At the second stage of the study, after in vitro maturation and fertilization of
oocytes from cow ovaries, cleaved oocyte ratios, reaching to blastocyst ratios, and
biochemical parameters were evaluated using 3 trial groups with different doses of
erythropoietin (0,5 pg, 0,25 pg, 0,125 pg /ml) to culture mediums and 1 control group
without erythropoietin (no antioxidant). The progressive motility ratio of the solution group
containing 6,25 IU erythropoietin/mL (%31,81+3,74) was significantly higher (P < 0,05)
comparing to the solution group containing 200 U erythropoietin/mL (%22,26+2,01). As for
SYBR/PI, the 6,25 U erythropoietin/ml group was significantly high (p<0,05) comparing to
the group of 12.5U erythropoietin/ml. Morula and 48" hour cleaved oocyte ratios were
significantly different between groups whereas differences regarding the other parameters
were insignificant (p>0,05).

Key Words: Antioxidant, embryo, erythropoietin, oxidative stress, semen
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