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ÖNSÖZ 

Oksijen tüm canlılar için hayati öneme sahip bir element olup, organik 

molekülleri oluşturan temel yapı taşlarındandır. Ancak oksijen, canlıların yaşamı için 

önemli bir element olmakla birlikte, hücrelerin solunum, fagositoz, araşidonik asit 

metabolizması ve diğer normal fonksiyonlarını gerçekleştirmesi esnasında reaktif 

moleküllere dönüşmesi aynı zamanda organizma için bir okadar zararlı ve önemli 

olabilmektedir. Bu reaktif moleküllerin etkilerinin bertaraf edilebilmesi son yıllarda 

üzerinde durulan ve araştırıcıların üzerne yoğunlaştığı bir konu haline gelmiştir. 

Reaktif moleküllerin oluşumunu engelleyen veya zararlı etkilerini önleyen 

antioksidan etkili maddelerin, bu amaçla gıda ve ilaç sanayinde yaygın olarak 

kullanılmasıyla birlikte, etkileri ve etki mekanizmaları ile ilgili çalışmaların da 

yapılması önem arz etmektedir. Bu çalışmada kullanılan eritropoietinin, birincil 

görevi eritrosit üretiminin kontrolünü sağlamak olmakla birlikte, son yıllarda birincil 

etkilerinin yanı sıra antioksaidan etkinliğine yönelik çalışmaların da arttığı 

gözlenmektedir. Eritropoietinin in vitro embriyo kültür medyumu ve sperma 

dilüsyon solüsyonlarında antioksidan etkinliğine yönelik bir çalışmanın yapılmamış 

olması bu çalışmanın yapılma gerekliliğini oluşturmuştur. Yapılan bu çalışma 

sonucunda elde edilen bulguların ve sonuçların yapılacak diğer bilimsel çalışmalara 

katkı sağlayabileceği düşünülmektedir. 
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1. GİRİŞ 

Tüm memeli hayvanların neslinin devamı dişi eşey hücresi olan oosit ile erkek 

eşey hücresi olan spermatozoonun dişi genital kanalında birleşmesi (füzyon) sonucu 

fertilizasyon olarak adlandırılan fizyolojik bir mekanizma ile gerçekleşmektedir. Bu 

mekanizma dişinin ovaryumlarında olgunlaşan (mature olan) oositin ovulasyonla 

birlikte ovidukta gelerek erkek ile çiftleşmesi sonucu dişi genital organlarında in vivo 

(canlı ortamda) gerçekleşmektedir. Ancak in vivo gerçekleşen fertilizasyon ile 

hayvanların gamet (oosit ve spermatozoon) hücrelerinden minimum düzeyde döl 

(yavru) verimi alınabilmektedir. Bunun için geçmişten günümüze kadar çiftlik 

hayvanları yetiştiriciliğinde yapılan çalışmalarda, hayvansal üretimin geliştirilmesi 

ve döl verimi oranının artırılması için genetik özelliği yüksek erkek ve dişi 

hayvanların gamet hücrelerinden maksimum düzeyde yararlanılması amaçlanmıştır 

(Knobil ve Neil, 1994). 

Bu amaç doğrultusunda, erkek hayvandan bir seferde alınan ejakülat ile 

binlerce dişi hayvanın fertilizasyonu gerçekleştirilebilmektedir. Başlangıçta taze 

sperma ile yapılabilen bu tohumlamalar daha sonraki yıllarda dondurarak saklama 

teknolojisinin geliştirilmesiyle birlikte dondurularak yapılmaya başlanmıştır. Bu 

teknolojiler sayesinde, bir boğadan alınan spermaların dondurulmasıyla binlerce 

hayvan tohumlanabildiği gibi ticari olarak da pazarlanabilme olanağı sağlanmıştır. 

Ancak dondurma teknolojisin geliştirilmesi ile birlikte spermanın dondurulma ve 

çözünme esnasında gelişen birtakım reaksiyonlar, bu hücrelerde hasarlara neden 

olmakta ve fertiliteyi olumsuz yönde etkilemektedir (Trinchero ve ark., 1990; 

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

Bununla birlikte, dişi hayvanların genital kanalında in vivo ortamda 

gerçekleşmekte olan fertilizasyon işlevi ise canlı hayvanların ovaryumlarındaki graff 

follikülünden Ovum Pick Up (OPU) tekniği ile aspire edilen veya kesilen 

hayvanların ovaryumlarından doğrudan aspire edilerek elde edilen oosit ve 

spermatozoonun kültür ortamında inkübasyona bırakılması yöntemi ile tamamen 
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canlı hayvanlardan bağımsız olarak dişi genital kanalı dışında in vitro (laboratuvar) 

ortamlarda gerçekleştirilebilmektedir (Knobil ve Neil, 1994). 

Bu üretim teknikleri sayesinde damızlık değerini yitirmiş veya çeşitli 

nedenlerden dolayı damızlıktan zorunlu olarak çıkarılmış ineklerden kesim 

sonrasında hatta hayvanların gebe olduğu dönemde bile ovaryumlarından aspire 

edilen oosit ile yavru alınabilme olanağı sağlanabilmektedir. Böylece değerli 

damızlıkların ömürleri boyunca verebilecekleri maksimum 6-7 adet yavru sayısını 

sadece bir yılda birkaç katı elde etme imkânı olabilmektedir. Hem dondurulmuş 

sperma ile uygulanan suni tohumlama hem de in vitro üretilen embriyo ile yavru 

elde edilmesi dünyada hayvan ıslahında genetik ilerlemede kullanılan en önemli 

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

Ancak, gerek spermatozoanın dondurulması gerekse oositin in vitro ortamlarda 

fertilizasyonu (IVF- in vitro fertilizasyon) teknolojisi aşamalarındaki maniplasyonlar, 

beraberinde diğer başka olumsuzlukları gündeme getirmiştir. Özellikle oositinlerin in 

vitro ortamlarda maniplasyonları (aspirasyon, maturasyon ve fertilizasyon) esnasında 

yüksek oksijene maruz kalması ve spermatozoanın donma çözünme esnasında 

meydana gelen memberan lipt faz değişimleri, ozmatik ve mekanik stres gibi 

nedenler ortamda serbest oksijen radikallerinin (ROS) artışına yol açmaktadır. Boğa 

spermalarının dondurularak suni tohumlamada kullanılması yaklaşık son 50 yılı 

aşkın zamandan beri uygulanan bir teknoloji olmakla birlikte spermanın 

dondurulması esnasında uygulanan işlemler spermatozoanın motilite ve canlılık 

oranlarında düşüşlere yol açmaktadır. Meydana gelen bu düşüş ise fertilizasyon 

kapasitesini olumsuz yönde etkilemekte ve dolayısıyla gebe kalma oranlarında 

azalmalara neden olmaktadır (Budworth ve ark., 1987; Shannon ve Vishwanath, 

1995). 

Taze spermanın dondurulmasından önce ve dondurulduktan sonra ortamda 

gelişen serbest oksijen radikalleri (ROS) dondurulmuş spermatozoada çok daha 

kolay reaksiyoana girerek oksidatif strese neden olmaktadırlar (Trinchero ve ark., 

1990). Oluşan bu lipit peroksidasyonu (LPO), donmuş spermanın çözdürüldükten 
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sonra defektif spermatozoon fonksiyonunun gelişmesinin nedeni olarak 

gösterilmektedir. Buradaki ROS’un oluşumunun temel nedeni; spermatozoon hücre 

membranlarının yapısının doymamış yağ asitlerince zenginliği ve yüksek oksijen 

varlığı oksidatif stresin en önemli hazırlayıcı nedenleri olduğu bildirilmektedir 

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

Spermanın dondurulmadan önce ve dondurulduktan sonra ortamda şekillenen 

başlıca ROS ürünleri; süperoksit radikali (O2
-), hidroksi radikali (OH-) ve hidrojen 

peroksit (H2O2) gibi serbest radikal ürünleridir. Spermada oluşan bu reaktif ürünlerin 

detoksifikasyonunda görevli glutatyon ve süperoksit dismutaz gibi endojen kaynaklı 

antioksidan maddeler bulunmaktadır. Ancak, endojen kaynaklı bu antioksidan 

maddelerin spermanın dondurulması ve çözündürülmesi işlemleri esnasında miktarı 

azalmakta, dolayısıyla spermatozoanın serbest radikallere karşı korunmasında 

yetersiz kalmaktadır. Bu endojen antioksidan maddelerin yetersizliği ve ROS’un 

ortamda artışı sonucu spermatozoanın morfolojik yapısında (membran, akrozom ve 

mitokondri) meydana gelen bozukluklara bağlı olarak spermatolojik parametreler 

etkilenmekte ve spermatozoonların fertilite kabiliyetleri azalmaktadır (Trinchero ve 

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

Bununla birlikte, dondurulmuş spermanın fertilite oranının azalmasında diğer 

bir etken ise dondurulma esnasında kryoprotektan olarak kullanılan maddelerdir. Bu 

kryoprotektan maddeler kontraseptif etkileri olmaları nedeniyle spermatozoanların 

fertilite gücünde azalmalara neden olmaktadırlar. Bu nedenle sperma dilüsyon 

solüsyonlarına daha düşük miktarlarda katılması gerekmektedir. Bu durum ise 

antioksidan maddelerin bu solüsyonlara ilave edilmesiyle telafi edilebilmektedir 

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

Yapılan çalışmalarda, boğa spermasının dondurulmasında kullanılan dilüsyon 

solüsyonlarına ilave edilen sistein, karnitin, metiyonin, glutatyon (GSH), glutatyan 

disulfit (GSSG) gibi bazı antioksidan etkili maddelerin etkisi araştırılmış olup, 

çözüm sonrası spermatozonların spermatolojik parametre oranları üzerine iyileştici 

bir etki yaptıkları bildirilmiştir (Bilodeau ve ark., 2001; Bucak ve ark., 2010). 
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Bununla birlikte, embriyonun da hücre membran yapısı spermada olduğu gibi 

büyük oranda doymamış yağ asitlerinden oluşmaktadır. Bu durumda gerek in vitro 

kültür ortamlarında gerekse kültür öncesi maniplasyonları esnasında oosit ve 

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

Bazı araştırmacıların yaptıkları çalışmalarda embriyoların in vitro kültür 

sürecinde oluşan serbest radikal oranlar ile embriyo gelişiminin olumsuz etkilenmesi 

arasındaki ilişkinin önemli olduğunu bildirmektedirler (Nasr-Esfahani ve Johnson, 

1992; Umaoka ve ark., 1992). 

Oositlerin gerek maturasyonu gerekse fertilizasyonunun in vitro kültür 

ortamında gerçekleştirilmesi esnasında oluşan serbest radikaller (süperoksit, hidrojen 

peroksit ve hidroksi radikali) hücrede oksidatif hasara neden olarak hücrenin normal 

fonksiyonlarını etkilemektedir. Bu oksijen radikalleri özellikle hücre zarlarını aşarak 

nükleik asit, protein, lipit gibi yapıları etkileyerek mitokondride bozukluklara neden 

olurlar. Oluşan bu bozukluklar ise embriyonun normal gelişimini engelleyerek 

fertilizasyondan sonra embriyonik gelişimde bloklanmaya ve apoptozise neden 

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

In vivo şartlarda, embriyonun kendi yapısında ve yaşadığı dişi kanalında thiol 

bileşikleri (glutatyon, sistein, hipotaurine) ve enzimler (katalaz, superoksit dismutaz) 

gibi ROS’un oluşturduğu hasara karşı koruyucu endojen kaynaklı antioksidan etkili 

maddeler bulunmaktadır. Bu antioksidan maddeler ortamda gelişen ROS’un zararlı 

etkilerini önleyerek embriyoyu korumaktadır. Fakat bu endojen kaynaklı 

antioksidanlar in vitro kültür esnasında yetersiz kalmakta ve endojen antioksidanlar 

dışında başka ekzojen antioksidan maddelerin ilave edilmesine gereksinim 

duyulmaktadır (Del Corso ve ark., 1994). 

Yapılan bazı çalışmalarda, embriyo için glutatyon ve sisteinin önemli 

antioksidan etkili maddeler olduğu, özellikle hücre içi fonksiyonların devamının 

sağlanmasında ve ROS’un oluşturduğu zararlı etkilere karşı en önemli koruyucu 
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maddeler olduğu bildirilmektedir (Gardiner ve Reed, 1994; Lafleur ve ark., 1994; de 

Matos ve ark., 1997). 

1.1. Serbest Oksijen Radikalleri  

Fotosentetik canlıların metabolizma faaliyetleri esnasında meydana gelen ve 

organik moleküllerin yapısındaki atomların şekillenmesinde görevli olan oksijen, 

tüm canlıların yaşam fonksiyonları için hayati öneme sahip bir elementtir (Yurdakul, 

2007). Oksijen canlıların yaşam fonksiyonları için vazgeçilmez olmakla birlikte 

aerobik hücrelerin yaşam fonksiyonları sırasında diğer moleküller ile reaksiyona 

girebilen ve reaksiyona girdikleri moleküllerin yapılarını değiştiren ROS olarak 

adlandırılan moleküller oluştururlar. Bu moleküller hücrelerde oluşturdukları hasar 

sonucu doku ve organlarda fonsiyon bozukluklarına neden olmaktadır (Kehrer, 

1993). 

1.1.1. Önemli Serbest Oksijen Radikal Türleri 

Tüm aerobik hücrelerin solunum, fagositoz, arşidonik asit metabolizması ve 

diğer yaşam fonksiyonları esnasında oluşan bu moleküllerin başlıcaları; Süperoksit 

Radikali (O2˙
-), Hidrojen Peroksit (H2O2), Hidroksil radikali (˙OH), Singlet Oksijen 

(1O2) ve Nitrik Oksit (NO˙)’dir (Altınışık, 2006). 

1.1.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Etkileri (Oksidatif Stres)  

Vücutta savunma mekanizması olarak gelişen endojen antioksidanlar ile ROS 

ürünleri arasında bir denge vardır. Ancak endojen antioksidanların yetersiz kalması 

halinde dengenin serbest radikaller lehine kayması hali ise oksidatif stres olarak 

adlandırılmaktadır. Oluşan bu oksidatif stres ise hücrelerde birçok yapısal 

bozukluklara neden olmaktadır (Kopani ve ark., 2006; Bilazer, 2006). 
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1.1.2.1. DNA ve Nükleik Asitlere Etkileri 

Serbest oksijen radikalleri DNA’da meydana getirdiği hasar ile mutasyona 

neden olmaktadır. Özellikle DNA bazlarında meydana gelen geri dönüşümsüz hasar 

sonucu hücrelerde bozukluk ve apoptozis görülebilmektedir (Holley, 1993; Rich, 

2000; Moldovan ve Moldovan, 2004). 

1.1.2.2. Proteinlere Etkileri 

Proteinler, yağ asitlerine göre serbest radikallerden daha düşük oranda 

etkilenirler. Yapılarında disülfit bağı içeren albümin ve immünoglobülin 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 ürünler ile 

karbonhidratlar üzerinde meydana getirdikleri etkiler ile bozukluk oluşmasına neden 

olurlar (Halliwell ve Gutteridge, 1996). Diyabet, koroner kalp hastalığı, 

hipertansiyon, romatoit artrit, çeşitli deri ve göz hastalıkları, kanser gibi birçok 

hastalıkta serbest radikal üretiminin arttığı, antioksidan savunma mekanizmalarının 

yetersiz olduğu gösterilmiştir (Altınışık, 2006). 

1.1.2.4. Lipitlere Etkileri 

Hücre zarlarının yapısının lipit ve proteinlerden oluşması sebebiyle, ROS 

ürünlerinin lipit ve proteinlerde meydana getirdikleri hasara bağlı olarak zar 

geçirgeniği geri dönüşümsüz olarak bozulur. Zarlarda meydana gelen bu buzukluklar 

ise normal hücresel fonsiyonların gerçekleşmesini engelleyerek doku ve organlarda 

işlevsel bozukluklara neden olur (Gutteridge, 1995). 
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1.1.3. Serbest Oksijen Radikallerine Karşı Savunma Sistemleri  

Canlıda oluşan serbest radikallerin oluşumunu engelleyen veya protein, DNA, 

lipit, karbonhidrat, enzim ve diğer moleküllere bağlanarak ROS’un oluşturacağı 

zararlı etkileri önleyen veya geciktirebilen maddeler antioksidan alarak 

adlandırılmaktadır. Antioksidan etkili olan bu maddeler etkilerini toplayıcı, bastırıcı, 

zincir kırıcı ve onarıcı etki olmak üzere 4 ayrı mekanizma ile gösterirler (Burton ve 

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

1.1.3.1. Antioksidan Kaynakların Sınıflandırılması 

Hücrelerde serbest oksijen radikallerinin oluşumunu engelleyen veya 

oluşturduğu zararlı etkileri ortadan kaldıran antioksidan maddeler kaynaklarına göre 

endojen ve ekzojen olmak üzere 2 gruba ayrılmaktadır.  

1.1.3.1.1. Endojen Kaynaklı Antioksidanlar 

Endojen antioksidanlar yapılarından dolayı enzim ve enzim olmayanlar olmak 

üzere 2 grupta değerlendirilmektedir. Enzim olan antioksidanlar Glutatyon 

peroksidaz (GSHPx) ve redüktaz (GSH-R), glutatyon S-transferaz (GST), katalaz 

(CAT), süperoksit dismutaz (SOD), hidroperoksidaz ve mitokondriyal sitokrom 

oksidaz gibi maddelerdir. Enzim olmayanlar ise seruloplazmin, melatonin, 

transferrin, ferritin, miyoglobin, hemoglobin, bilirubin, glutatyon, metiyonin, sistein, 

laktoferrin, albümin ve ürat gibi antioksidan etkili maddelerdir (Valko ve ark., 2007). 

1.1.3.1.2. Ekzojen Kaynaklı Antioksidanlar 

Ekzojen kaynaklı olan antioksidan etkili maddeler; ilaçlar (lokal anestezikler, 

kalsiyum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaçlar, vitamin E analoğu, 
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barbitüratlar), vitaminler (vitamin E, β-karoten, vitamin C) ve gıdaların içeriğinde 

bulunanlar olmak üzere 3 grupta sınıflandırılmaktadır (Altınışık, 2006; Cemeli ve 

ark., 2009). 

1.1.3.2. Bazı Önemli Antioksidanlar ve Etkileri 

1.1.3.2.1. Süperoksit Dismutaz 

Süperoksit dismutaz, süperoksit radikalini hidrojen peroksit ve moleküler 

oksijene dönüşümünü sağlayan antioksidan etkili bir enzimdir (Rodriguez ve ark., 

2004). 

1.1.3.2.2. Glutatyon Peroksidaz ve Glutatyon Redüktaz  

Lipit hidroperoksit (LOOH) ile hidrojen peroksitleri metabolize etmekle etkili 

olan bir antioksidan enzimdir. Eritrositlerde serbest radikaller üzerine en etkili 

antioksidanlardan birisidir (Reiter ve ark., 1995). 

1.1.3.2.3. Glutatyon S-Transferaz  

Sitozolde bulunarak yabancı maddelerin biyotransformasyonunda görev 

yapmakla birlikte çeşitli maddelerin glutatyon ile konjugasyonunda katalizör olarak 

etkili olmaktadır (Reiter ve ark.,1995). 

1.1.3.2.4. Katalaz 

Katalaz hidrojen peroksiti parçalayarak su ve oksijene dönüştürerek hidrojen 

peroksitin zararlı etkisini önleyerek etkili olmaktadır (Rodriguez ve ark., 2004). 
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1.1.3.2.5. Mitokondriyal Sitokrom Oksidaz 

Solunum zincirinin son enzimi olup, bu reaksiyon esnasında oluşan 

süperoksitin etkisini ortadan kaldırarak etkinliğini gösterir. Yakıt maddelerinin 

oksidasyonu tamamlanarak enerji üretimi sağlanan bu reaksiyon normal fizyolojik 

bir olaydır (Altınışık, 2006). 

1.1.3.2.6. Glutatyon  

Hücrelerde oksidatif hasarın korunmasında en güçlü oksidan etkili maddedir. 

Birincil olarak karaciğer olmakla birlikte birçok organda sistein, glutamat, ve 

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

1.1.3.2.7. Vitamin E 

Vitamin E, lipit peroksidasyonunda zincir kırıcı etki mekanizması ile lipit 

peroksidasyonu önleyerek etkili olmaktadır (González-Pérez ve ark., 2008). 

1.1.3.2.8. Vitamin C 

Vitamin C (askorbik asit) HO, O2
-. ve singlet oksijen ile reaksiyona girerek bu 

maddeleri etkisiz duruma getirir. Suda çözünebilen en etkili antioksidan maddedir. 

Bununla birlikte düşük konsantrasyonlarda oksidan özellik de gösterebilmektedir 

(Silalahi, 2002). 

1.2. Eritropoietin 

Eritropoietin (EPO), eritroit progenitör (olgunlaşmamış hücreler) hücrelerin 

spesifik hücre yüzeyi reseptörü ile bağlanarak eritrosit üretimini düzenleyen 
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glikoprotein yapısında yerel bir hormondur. Hematopoietin olarak da adlandırılır. 

Birincil olarak böbrekler tarafından salgılanan EPO’nun karaciğer, makrofajlar ve 

salgı bezleri ile birçok doku ve hücrede varlığı tespit edilmiştir. Ancak fizyolojik 

etkinlik bakımından en önemli üretim kaynakları böbrekler ve karaciğerdir. 

Eritropoietin böbreklerde kortikal peritubular hücreler tarafından üretilir ve eritrosit 

üretiminin kontrolünden sorumludur (Krantz, 1991; Maxwell ve ark., 1997).  

1.2.1. Eritropoietinin Biyolojisi 

Eritropoietin 30.4 kDa ağırlığında bir glikoprotein ve insanlarda genomik DNA 

da 7. kromozomda bulunan 5.4 kb’lik bölgeden 193 amino asit içeren polipeptit 

zinciri şeklinde ifade edilir (Sasaki ve ark., 2000; Maiese ve ark., 2005). Öncül 

protein 27 N-terminal bölgesinde bölünen ve posttranslasyonal modifikasyonlar 

(protein biyosentezinin ilk aşamasından sonra oluşan kimyasal değişiklikler) 

sırasında C- terminal bölgeden arginin kaybıyla dolaşımda seyredebilen 165 amino 

asitten oluşur ve olgun protein halini alır (Lappin, 2003). 

Eritropoietin molekülü 7-161 ve 29-33. amino asitleri arasında disülfit bağları 

içerir, böylece molekülün yapısı korunarak biyoaktivite kaybının önüne geçilir. 

Sistein pozisyon 7 ve 161 arasında bulunan di-sülfit bağı işlevsel olarak daha 

önemlidir. Çünkü EPO reseptörüne (EPO-R) bağlanmayı sağlayan moleküler 

yapılanmayı içerir (Lappin, 2003). 

Eritropoietinin %39’ u karbonhidrat gruplarından oluşmakta olup, bunların 3’ü 

pozisyon 24, 38 ve 53’te N-bağlantılı şekerlerdir ve 1’i pozisyon 126 da bulunan O-

bağlantılı şekerdir (Sasaki ve ark., 2000). Deglikolize EPO, biyolojik olarak aktif 

ancak çok kısa ömürlüdür (Dordal ve ark., 1985). Sializasyon (sialik asit gruplarının 

moleküle terminal monosakkarit olarak eklenmesi) EPO’ in hepatik temizlenmesini 

yavaşlatır. Böylece kemik iliğindeki eritrosit progenitör hücreleri uyarması için 

dolaşımda kaldığı süre uzatılmış olur (Lappin, 2003). 

https://tr.wikipedia.org/wiki/Protein_biyosentezi
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Eritropoietin tersiyer yapısı 4 antiparalel α-heliks yapısı tarafından oluşturulur. 

Tek bir EPO molekülü hedef hücre membranında bulunan 2 komşu EPO-R’ye 

bağlanır ve intrasellüler sinyali başlatır. Hücre yüzeyine sabitlenmesi ile eritrosit 

prekürsör (öncü madde)’lerinin hayatta kalma, proliferasyon ve differensiyasyonu 

içeren nükleer mesajlaşma sağlanır (Lappin, 2003). Aynı zamanda p66 olarak da 

bilinen EPO-R, sitokin reseptörü süper ailesine aittir ve bir ekstrasellüler domain, bir 

transmembran domain (üst âlem, biyolojik bilimsel sınıflandırmadaki en üst seviye 

canlı gruplandırması) ile bir intrasellüler domainden oluşur (Lacombe ve Mayeux, 

1998; Mulcahy, 2001; Lappin, 2003).  

Büyüme hormonu, prolaktin, trombopoetin, oncostatin M ve çeşitli 

interlökinleri (sitokinlerin bir grubu olan sinyal molekülleri) de içeren diğer 

hemopoietik büyüme faktörü reseptörleri gibi EPO-R reseptör sinyallerini 

etkinleştirmek üzere herhangi bir tirozin kinaz aktivitesine sahip değildir. Daha önce 

de belirtildiği gibi tek bir EPO molekülü hücre yüzeyinde bulunan 2 komşu reseptöre 

bağlanır. EPO-R dimerizasyonu (aynı polinükleotit iplikçik üzerinde yan yana 

bulunan pirimidin bazları arasında özel bağların kurulması) transfosforilasyon 

yoluyla bir reseptör ilişkili tirozin kinazı veya Jak2 (Janus Kinaz 2)’yi aktive eder. 

EPO-R’nin intrasellüler kısmındaki özel tirozinler fosforile edilmiştir ve çeşitli 

kaskadlar (reaksiyonlardan birinin ürünlerinin gelecek reaksiyonlarda yakıldığı 

kimyasal reaksiyonlar dizisi)’da sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon aktivatörü 

olarak görev yapan STAT5 (signal transducer and activator of transcription 5) 

proteinini de içeren çeşitli proteinler için bağlanma bölgeleri olarak görev yapar. 

STAT5 bir kere aktive olduktan sonra, hedef genin promotor bölgesindeki belirli bir 

baz dizisini tanıyacağı nukleusa transloke edilir ve eritroit genlerin transkripsiyonunu 

başlatır. Daha sonra fosfatazlar Jak2’yi defosforile eder ve reseptör down 

regülasyonu (hücre yüzeyi reseptörlerinin azalması) gerçekleşir (Yoshimura ve Arai 

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

https://tr.wikipedia.org/wiki/Biyoloji
https://tr.wikipedia.org/wiki/Bilimsel_s%C4%B1n%C4%B1fland%C4%B1rma
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1.2.2. Eritropoietinin Antioksidatif Etkileri 

Çeşitli klinik raporlar EPO tedavisinin diyaliz hastalarında plazma oksidatif 

stresini azaltabileceğini bildirmektedir. Bu bulgular EPO’nun hücresel hasarın en 

önemli nedenlerinden olan oksidatif stresi azaltarak hücreleri koruyabildiğini ortaya 

koymaktadır (Inal ve ark., 1999; Usberti ve ark., 2002; Mimic-Oka ve ark., 2002; 

Calo ve ark., 2003).  

Eritropoietinin intrasellüler oksidatif durum üzerine doğrudan etkisi böbrek 

endoteliyal hücre kültüründe incelenmiştir. Bu çalışmada EPO oksidatif stresi 

indirgemiş ve oksitatif stres kaynaklı hücre ölümünü ise azaltmıştır. Bu bulgular 

EPO’nun oksidatif stres üzerine doğrudan anlamlı etkisi olduğunu göstermektedir. 

İlginç olarak, EPO’nun hem oksijenaz-1 (HO-1) ekspresyonunu önemli ölçüde 

arttırdığı ve HO-1 inhibitörü ile Tin protoporforin (SnPP)’in ise neredeyse tamamen 

EPO’nun antioksidatif etkisini bloke ettiği görülmüştür (Katavetin ve ark., 2007). 

 Bu bilgiler ışığında EPO’nun antioksidatif etkilerini ortaya çıkartmak için HO-

1 upregulasyon (artırarak düzenleme) mekanizmasını kullandığı ortaya konmuştur. 

HO-1’ in EPO tarafından upregülasyonu aynı zamanda in vivo olarak ratlarda da 

gösterdiği bildirilmektedir (Katavetin ve ark., 2007). Yapılan bazı çalışmalarda, 

EPO’nun doğrudan HO-1 ekspresyonunu teşvik ettiği ortaya konulmuştur. 

Eritropoietinin insan kemik iliği progenitör hücre kültüründe hem oksijenaz 

aktiviteyi indüklediği (Abraham ve ark., 1989) aynı zamanda astrositlerde HO-1 

ekspresyonu indükleyerek sitoprotektif etki sağladığı ortaya konulmuştur (Diaz ve 

ark., 2005) Ayrıca, hemodiyaliz hastalarında EPO tedavisi plazma antioksidan 

etkisine ek olarak monosit HO-1 mRNA ekspresyonunu arttırmıştır (Calo ve ark., 

2003). 

Hem oksijenaz-1’in güçlü antioksitatif ve antiapoptotik etkileri olduğu 

kanıtlanmıştır. HO-1 biliverdin redüktazın biliverdini biluribine metabolize etmeleri 

ve hem yıkımlanması esnasında karbon monoksit ve serbest demir üretiminin 

artışında hız kısıtlayıcı olarak görev yaparlar. HO-1’in antioksidatif etkilerini hem 
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proteinlerinin yıkımlanması sonucu oluşan ve hemin metabolitleri olan biliverdin ve 

bilirubinden kaynaklanmaktadır (Platt ve Nath, 1998; Abraham ve Kappas, 2005; 

Deshane ve ark., 2005). 

Son çalışmalarda, HO-1’in kısmen fosfatidilinositol 3-kinaz/akt yoluyla regüle 

edildiği gösterilmiştir. Fosfatidilinositol 3-kinaz/akt yolu ise EPO tarafından stimüle 

edilen çeşitli hücre içi sinyallerden biridir (Salinas ve ark., 2004; Lee ve ark., 2004). 

Bu bulgu EPO’ in fosfatidilinositol 3-kinaz/akt yolu ile HO-1 ekspresyonunu 

doğrudan indükleyebildiğini göstermektedir. EPO ve HO-1 arasındaki doğrudan 

bağlantıların açığa çıkarılması için ileri çalışmaların yapılması gerektiği 

bildirilmektedir (Calo ve ark., 2006). 

Hem oksijenaz-1 indüksiyonunun yanı sıra, EPO SOD, CAT ve GSHPX gibi 

antioksidatif enzimlerin indüksiyonu ile antioksidatif etkiler gösterebilir. Fare 

astroglial hücre kültürü ve deney hayvanları beyin dokusunda EPO’nun GSHPX 

aktivitesini attırdığı belirlenmiştir. EPO’nun doğrudan antioksidatif etkilerini açığa 

çıkartmak için ek çalışmalara ihtiyaç duyulduğu bildirilmektedir (Genç ve ark., 2002; 

Kumral ve ark., 2005). 

1.2.3. Eritropoietinin Dolaylı Antioksidatif Etkileri 

Yapılan çalışmalar EPO’nun en az 2 dolaylı antioksidatif etkisi olduğunu 

belirtilmektedir (Bailey ve ark., 2006). Bu etkiler EPO’in eritroid progenitör hücreler 

üzerindeki etkileri vasıtasıyla oluşturmaktadırlar.  

Bunların ilki, EPO’nun vücuttaki serbest demiri tüketerek dolaylı olarak 

antioksidatif etki sağlayabilmesidir. Demir, özellikle son derece reaktif hidroksil 

radikallerinin oluşmasına neden olan Fanton Reaksiyonu için önemli bir katalizördür. 

Bu nedenle, serbest vücut demirinin tüketilmesi yüksek ölçüde reaktif radikallerin 

üretimini sınırlayabilmektedir. EPO tedavisi ile demir miktarının azaltılması kırmızı 

kan hücresi üretimini arttırmaktadır. Bu durumda daha sonra demir bağımlı oksidatif 
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hasarın iyileştirilmesine yardımcı olmaktadır. Prematüre tavşanlarla yapılan deneysel 

bir çalışma, EPO tedavisinin plazma demir oranının azalmasına ve plazma ile bronko 

alveolar lavaj sıvısının antioksidatif kapasitesinde artışa neden olduğu 

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

EPO tedavisi uygulanan yeni doğmuş bebeklerde serum ferritin düzeyinin 

azalmasına, serum lipit peroksidasyonu azalması eşlik etmektedir. Bu çalışmada EPO 

tedavisinin eritrosit faaliyetlerini ve eritrosit antioksidatif enzim aktivitesini 

(süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz) değiştirmediği 

belirtilmektedir. EPO’nun görülen bu antioksidatif etkileri, demir tüketilmesine 

aracılık etmesiyle açıklanabilmektedir (Akisu ve ark., 2001). 

İkinci olarak; EPO, dolaşımdaki genç kırmızı kan hücrelerinin sayısını artırarak 

hücresel oksidatif stresi azaltabilmektedir. Genç kırmızı kan hücrelerinin antioksidan 

enzim miktarları önemli ölçüde yüksektir (Mimic-Oka ve ark., 2002). Olgun kırmızı 

kan hücrelerinin protein sentezinin düşük olması, buna karşın EPO tarafından üretimi 

arttırılan genç kırmızı kan hücrelerinin antioksidan enzimlerinin salınımı daha 

yüksektir. Bu enzimleri yüksek seviyede içeren genç eritrositlerin dolaşımda 

artmasıda dolaylı olarak dolaşımdaki antioksidan etkinliğin artışına neden 

olabilmektedir (Canestrari ve ark., 1995; Inal ve ark.,1999; Mimic-Oka ve ark., 

2002). 

In vitro fare böbrek tubul epitel hücre kültürlerinde yüksek glikoza maruz 

bırakılarak oluşturulmuş oksidatif stres ve apoptozise karşı koruyucu amaçla katılan 

eritropoietinin deneysel oksidatif stresi ve apoptozisi engellediği bildirilmektedir 

(Dang ve ark., 2010). Wistar ratlarda deneysel amaçlı olarak streptozotosin (55 

mg/kg) verilerek oluşturulmuş diyabet hastalığında, organlarda ve retinada oksidatif 

strese bağlı olarak gelişen damarlardaki bozuklukların Epotin delta ile iyileştiği 

görülmüştür (Wang ve ark., 2010). Farelerde yapılan başka bir deneysel çalışmada 

ise beyinde oluşan oksidatif stres seviyesinin EPO tarafından azaltıldığı tespit 

edilmiştir (Kumar ve ark., 2010). Diğer bir çalışmada da köpek kalp kasında oluşan 
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hasarın neden olduğu etkinin EPO tarafından azaltıldığı ve iyileşmeyi hızlandırdığı 

bildirilmiştir (Yada ve ark., 2010). 

EPO’nun doğrudan ve dolaylı olarak antioksitatif etkilerine yönelik yapılan 

çalışmalarda bu etkilerin ortaya konulması ile ilgili destekleyici çalışmaların 

yapılması belirtilmekte (Calo ve ark., 2006). Ayrıca yapılan bilimsel kaynak 

taramalarında eritropoietinin sperma dilüsyon solüsyonları ile in vitro embriyo kültür 

medyumlarına ilave edilmesiyle ilgili bir çalışmaya rastlanılamamıştır. Bununla 

birlikte yapılan çalışmalarda kullanılan antioksidan maddelerin bir kısmı pahalı veya 

az bulunabilmektedir. Bu ise alternatif maddeler için yeni çalışmaları 

gerektirmektedir. 

Bu çalışmada in vitro embriyo kültür medyumuna (CR1aa) ve sperma dilüsyon 

solüsyonlarına eritropoietinin farklı dozları ilave edilerek çözüm sonu sperma 

fonksiyonları ile embriyo gelişiminde ROS’un etkilerini elimine ve detoksifiye etkisi 

ve kullanılacak en uygun dozlarının belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Yapılan bu çalışma ile sperma dilüsyon solusyonlarına ve Charles rosencrans 1 

aminoasit in vitro embriyo kültür medyumuna eritropoietinin farlı dozları ilave 

edilerek çözüm sonu sperma fonksiyonları ile embriyo gelişiminde ROS’un etkilerini 

elimine ve detoksifiye etkisi ve kullanılacak en uygun dozları belirlenmeye çalışıldı. 

Elde edilen veriler daha önce yapılan çalışmalar ile karşılaştırılarak değerlendirildi. 
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2. GEREÇ ve YÖNTEM 

2.1. Gereç 

2.1.1. Hayvan Materyali 

Lalahan Uluslararası Hayvancılık Araştırma ve Eğitim Merkezi Müdürlüğü 

Boğa Test Merkezi ve Suni Tohumlama Laboratuvarı’nda bulunan, yaşları 2-3 

arasında değişen ve 2 yıl süredir rutin sperma üretiminde kullanılan 3 baş simental 

ırkı boğa kullanıldı. Boğaların beslenmesi, aynı Enstitünün Yemler ve Hayvan 

Besleme Laboratuvarı’nın hazaırladığı rasyon (suni tohumlama boğaların 

beslenmesi) ile yapıldı.  

2.1.2. Oosit Kaynağı 

Ankara İli Çubuk İlçesi’nde ve Kırıkkale İli’de bulunan çevre mezbahalarda 

kesilen dişi hayvanlardan toplanan ovaryumlar oosit kaynağını oluşturdu. 

2.1.3. Kimyasal Maddeler 

 Tris; sperma dilüsyon solüsyonu 

 TCM-199 (Tissue Culture Medyum ); maturasyom medyumu 

 BO (Brackett Oliphant ); sperm yıkama ve dilüsyon solüsyonu 

 CR1aa (Charles Rosencrans ); kültür medyumu 

 Rat Recombinat Erytropoietin; SIGMA E 8905 USA 

 EPREX (Epotin alfa); Eritropoietin 

 OxisResearchTM, Bioxytech; LPO analiz kiti 

 OxisResearchR, Bioxytech; glutatyon analiz kiti 

 SIGMA Antioxidant Assay Kit; AOP analiz kiti 
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2.2. Yöntem 

2.2.1. Spermanın Alınması, Dondurulması ve Çözüm Sonrası Muayeneleri 

2.2.1.1. Sperma Dilüsyon Solüsyonunun Hazırlanması 

Çalışmanın ilk aşamasında dondurulacak spermaların elde edilmesi amacıyla 

Uluslararası Hayvancılık Araştırma ve Eğitim Merkezi Suni Tohumlama 

Laboratuvarı’nda rutin sperma üretiminde kullanılan 2 yaşlı 3 baş simental ırkı 

boğalar kullanıldı. Her bir boğadan suni vajen ile haftada iki kez olmak üzere iki 

hafta boyunca, toplamda 12 ejakülat (3 baş boğadan) alınarak çalışma 

gerçekleştirildi. Alınan ejakulatların yapılan natif muayenelerinde dondurulası için 

uygun özelliklere (spermatozoon yoğunluğu ≥600×106 spermatozoa/ml; motilite ≥% 

80) sahip olanları kullanıldı. Uygun motilite ve yoğunluktaki spermalar Tris bazlı 

dilüsyon solüsyonu ile sulandırıldı. Kullanılan solüsyon aşağıda Çizelge 2.1.’de 

verilen formülasyona göre hazırlandı. 

Çizelge 2.1. Sperma dilüsyon solüsyonu içeriği 

Kimyasal  Miktarı 

Tris (Hidroksimetilaminometan) 297,58 mM 

Sitrik asit 96,32 mM 

Fruktoz 82,66 mM 

Gentamisin 0,1ml/100 ml  

Çizelge 2.1.’deki formüle göre tartılan dilüsyon solüsyonu bileşenleri 

çalışmanın tümünde yetecek miktarda deiyonize (18.2 Ω) suda çözdürülerek +4 

oC’de saklandı (Tris stok sıvısı). Sperma alınacağı gün Tris stok sıvısına % 20 

oranında taze yumurta sarısı ve % 5 oranında gliserol ilave edilerek kullanıldı (Evans 

ve Maxwell, 1987). 
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2.2.1.2. Spermaların Alınması, Dilüsyonu ve Dondurulması 

Her bir boğadan alınan ejakülat 7 eşit hacme bölünerek aşağıda eritropoietin 

(Epotin alfa EPREX® janssen)’in farklı dozları ilave edilerek oluşturulmuş 6 deneme 

(Dang ve ark., 2010) ve eritropoietin ilave edilmemiş (antioksidansız) kontrol 

gruplarıyla sulandırılarak çalışma gerçekleştirildi. 

1- Kontrol: Tris dilüsyon solüsyonu  

2- Deneme I: Tris dilüsyon solüsyonu + 6.25 IU eritropoietin /ml. 

3- Deneme II: Tris dilüsyon solüsyonu + 12.5 IU eritropoietin /ml. 

4- Deneme III: Tris dilüsyon solüsyonu + 25 IU eritropoietin /ml. 

5- Deneme IV: Tris dilüsyon solüsyonu + 50 IU eritropoietin /ml. 

6- Deneme V: Tris dilüsyon solüsyonu + 100 IU eritropoietin / ml. 

7- Deneme VI: Tris dilüsyon solüsyonu + 200 IU eritropoietin /ml. 

Her bir boğadan alınan spermaların natif muayenelerinden sonra uygun 

olanların yoğunlukları hesaplanarak payetlerin her birinde 17,5x105 spermatozoon 

olacak şekilde yapıldı. Dilüsyon işlemi tek aşamalı yönteme göre 37˚C’deki su 

banyosunda gerçekleştirildi. Dilüsyon işleminin ardından spermalar oda ısısında 

(22±2˚C) 0.25 ml’lik payetlere çekildi. +5˚C’deki dijital göstergeli soğuk kabine 

yerleştirildi. Isının 45 - 60 dk içerisinde +5˚C’ye düşürülmesinden sonra numuneler 

yaklaşık 2 saat +5˚C’de ekilibrasyon işlemine tabi tutuldu. Ekilibrasyon işlemininin 

ardından 0,25 ml’lik suni tohumlama payetlerine otomatik olarak çekilerek 7 dk’da 

rutin üretimde kullanılan kontrollü sperma dondurma cihazında dondurulduruldu. 

Ardından daha sonraki bir zamanda muayeneleri yapılmak üzere sıvı azot (-196 oC) 

tankına nakledildi. Çalışma için gerekli olan bütün sperma alma ve dondurma 

işlemleri tamamlandıktan sonraki günlerde sıvı azotta saklanmış numuneler 

çözündürülerek spermatolojik muayeneleri ve biyokimyasal analizleri yapılarak 

sonuçlar istatistiksel olarak değerlendirildi. 
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Resim 2.1. Spermanın alınması ve dilüsyon solüsyonun ilavesi. 

 

Resim 2.2. Spermaların payetlere çekilmesi. 
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Resim 2.3. Spermaların 4 oC ekilibrasyon işlemi. 

 

Resim 2.4. Spermaların sıvı azot içerisine nakli ve saklanması 
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2.2.1.3.Çözüm Sonrası Spermatolojik Muayeneler 

2.2.1.3.1. Subjektif Motilite Muayenesi 

Subjektif (gözle yapılan) sperma motilite muayeneleri için ısıtma tablalı 20x 

büyütmesinde faz-kontras mikroskop sahasındaki en az 3 alan incelenerek 

muayeneleri gerçekleştiridi. Mikroskopik muayene bulguları % motilite oranı olarak 

belirlendi. 

2.2.1.3.2. Bilgisayarlı Sperma Analiz Cihazı (CASA) ile Motilite Muayenesi 

Çözüm sonu motilitelerinin ve hareket özelliklerinin değerlendirilmesinde 

bilgisayarlı sperma analiz cihazı (CASA), Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.2, 

Barcelona, Spain)’ından yararlanıldı. Hareket özellik değerlerinin tespit edilmesinde 

hız ayarları statik, yavaş > 20 μm/s, orta > 50 μm/s, hızlı > 80 μm/s şeklinde 

ayarlandı. Her bir payetten 5 μl alınan örnek lam üzerine damlatıldı ve üzeri lamel ile 

kapatıldı. x100’lük büyütmede faz-kontrast mikroskobunda ve sisteme adepte 

edilmiş 60 framelik kamera (Basler®) ile her bir sperma örneği için en az 200 en 

fazla 350 adet spermatozoonun 7 farklı alanda analizleri yapıldı. Gerçekleştirilen bu 

analiz ile spermatozoa progresif motilitesi %, total motilitesi %, VSL (velocity speed 

linear) μm/s, VCL (velocity curvilinear) μm/s, LIN (lineearity) % ve VAP (velocity 

average path) μm/s parametre değerleri elde edildi. 

2.2.1.3.3. Spermatozoa Canlılığı 

Spermatozoa canlılığının tespiti için SYBR-14/PI (SYBR-14/PI Molecular 

Probe: L 7011 Invitrogen, Carlsbad, CA) floresan boyaması uygulandı. SYBR-14 

stok sıvısı için SYBR-14 1/10 oranında dimetil sülfoksit (DMSO) içerisinde 

çözülerek, 10’ar μl’lik hacimler halinde 1 ml’lik ependorf tüplerine aktarıldı ve -

20oC’ta saklandı. Propidyum iyot (PI) stok sıvısı ise şu şekilde hazırlandı: 1 mg 
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propidyum iyot, 1 ml fosfat bufer solüsyonu (PBS) içerisinde çözdürülerek 10’ar 

μl’lik hacimler halinde ependorf tüplerine aktarıldı ve -20oC’de saklandı. Analiz için 

+37 oC’de çözdürülen 0,25 ml payet içerisindeki sulandırılmış sperma ependorf tüpü 

içerisine alındı ve üzerine 300 μl PBS (SIGMA P4417) eklendi. Sulandırılmış 

spermanın 30 μl’si üzerine 6 μl’lik SYBR-14 stok sıvısı ve 2,5 μl PI stok sıvısı 

eklenerek +37 oC’deki su banyosunda 15 dk inkube edildi. İnkubasyonun ardından 

üzerine 10 μl Hancock sıvısı eklenerek reaksiyon sonlandırıldı. Ardından boyanmış 

sperma numunesinden 5 μl lam üzerine alınarak üzeri lamel ile kapatılarak 

değerlendirildi. İşlem floresan mikroskopta (Leica DM 3000 Microsystems GmbH, 

Ernst-Leitz-Straße, Wetzlar, Germany) x40 gerçekleştirildi. Spermatozoon membranı 

sağlam (canlı) olanların baş kısmı açık yeşil boya, membranı hasarlı (ölü) olanların 

baş kısmı ise kırmızı boya alan spermatozoonları gösterdi. Bu amaçla yapılan 

sınıflandırma Resim 3.1’de görülmektedir. 

2.2.1.3.4. Spermatozoa Akrozom Bütünlüğü  

Akrozom değerlendirmesi için, Floresin izosiyanat (FITC-PNA)/PI floresan 

boyaması uygulandı. Bunun için, FITC-PNA stok sıvısı hazırlandı: 120 μg FITC-

PNA (Invitrogen S7580) boyası 1 ml PBS içerisinde çözdürüldü ve sonrasında 100 

μl’lik hacimlerde ependorf tüplere kullanılmak üzere aktarıldı ve -20oC’de saklandı. 

Analiz için +37 oC’de çözdürülen 0,25 ml payet içerisindeki sulandırılmış sperma 

ependorf içerisine alındı ve üzerine 300 μl PBS eklendi Sulandırılmış spermanın 60 

μl’si üzerine 10 μl’lik FITC-PNA stok sıvısı ve 2,5 μl PI stok sıvısı eklenerek +37 

oC’deki su banyosunda 15 dk inkube edildi. İnkubasyonun ardından 10 μl Hancock 

sıvısı eklenerek reaksiyon sonlandırıldı. Ardından boyanmış sperma numunesinden 5 

μl lam üzerine alınarak üzeri lamel ile kapatılarak değerlendirildi. Spermatozoonların 

akrozomal yapıları floresan mikroskopta 450-490 nm dalga boyunda en az 200 

spermatozoon sayılarak değerlendirildi. Bu amaçla yapılan sınıflandırma Resim 

3.3’de görülmektedir. Hasarlı akrozoma sahip olanlar yeşil, sağlam akrozoma sahip 

olanlar boya almayan spermatozoonları gösterdi (Başpınar ve ark., 2011). 
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2.2.1.3.5. Spermatozoa Mitokondriyal Aktivitesi 

Mitokondriyal aktivitenin belirlenmesi amacıyla, JC-1/PI floresan boyaması 

uygulandı. Boya çözeltisinin hazırlanması amacıyla 0.01 mg JC-1 [Mitochondrial 

Membrane Potential Probe (Invitrogen T3168)] 10 ml DMSO içerisinde 

çözdürülerek 50 μl’lik hacimler halinde ependorflara kullanılmak üzere aktarıldı ve -

20oC’de saklandı. Analiz için +37 oC’de çözdürülen 0,25 ml payet içerisindeki 

sulandırılmış sperma ependorf içerisine alındı ve üzerine 300 μl PBS eklendi 

Sulandırılmış spermanın 300 μl’si üzerine 2,5 μl’lik JC-1/PI stok sıvısı ve 2,5 μl PI 

stok sıvısı eklenerek +37 oC’deki su banyosunda 15 dk inkube edildi. İnkubasyonun 

ardından süspansiyon üzerine 10 μl Hancock sıvısı eklenerek reaksiyon sonlandırıldı. 

Ardından boyanmış sperma numunesinden 5 μl lam üzerine damlatıldı. Üzeri lamel 

ile kapatılarak değerlendirildi. Bu amaçla yapılan sınıflandırma Resim 3.2’de 

görülmektedir. Gövdenin turuncu ve yeşil olması mitokondriyal aktivitenin varlığını, 

gövdenin mat olması ise mitokondriyal aktivitenin olmadığını belirtmektedir 

(Başpınar ve ark., 2011). 

2.2.1.4. Çözüm Sonrası Oksidatif Stres Parametreleri 

2.2.1.4.1. Sperma Numunelerinin Hazırlanması 

Sulandırılmış spermatozoon hücreleri +4 oC’de 800 devirde 15 dk süre ile 

santrifüj edilerek ayrıldı, dibe çöken hücrelere PBS ilave edildilerek süpernatant 

kısmı uzaklaştırmak süretiyle işlem 3 kez tekrarlandı. Santrifüj işleminin ardından 

PBS ilave edilerek 0,5 ml’ye tamamlandı ve hücrelerin parçalanması amacıyla 10 sn 

süreli sonikasyon işlemine tabi tutuldu (Bandelin Sonopuls, Bandelin Electronic 

Heinrichstra Be, D-12207, Gerate-Typ:UW 2070, Pro-Nr. 51900037369.004, Berlin) 

Bu işlemler 30 saniye buz içerisinde bekletilerek beş tekrar şeklinde uygulandı. Lipit 

peroksidasyon analizi için gerekli olan 120 µl homojenat üzerine 10 µl 0,5 mM bütil 

hidroksi toluen (BHT) eklendi, 50 µL ise tGSH analizi yapılmasında kullanıldı. 
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Homojenatın geri kalanı ise 1200 devirde +4oC’de 15 dk santrifüj edilerek 

süpernatantlar ayrıldı. Tüm örnekler analizler yapılına kadar -86oC’de muhafaza 

edildi (Başpınar ve ark., 2011). 

2.2.1.4.2. Lipit peroksidasyon Düzeyi Analizi 

Bu analiz için LPO-586TM Oxis Research (OxisResearchTM, Bioxytech, USA) 

ticari kiti kullanıldı. Ölçümler bu kit ile spektrofotometrik olarak (UV 2100 UV-VIS 

Recording Spectrophotometer Shimadzu, Japonya) yapıldı. Bu analiz yönteminde 

45oC’de N-methyl–2- phenylindole isimli maddenin MDA ve 4-hydroxyalkenals ile 

reaksiyon esasına dayanılarak yapıldı. Elde edilen sonuçlar µmol (109 hücre/ml) 

olarak değerlendirildi (Başpınar ve ark., 2011). 

2.2.1.4.3. Glutatyon Düzeyi Analizi 

Redükte glutasyon düzeyleri ölçümü için GSH-420R Oxis Research kitinden 

(OxisResearchR, Bioxytech, USA) yararlanıldı. Metot, kromoforik thion oluşumu 

temeline dayanmaktadır. Homojenat tamponlandı ve okside glutasyonu redükte 

duruma getirmek için tris (2-karboksietil) fosfin eklendi. Baz ilavesiyle pH’nın 13’ü 

geçmesine dayanılarak; GSH-tioetere spesifik β-eliminasyon, kromoforik tion 

bileşiği ortaya çıkartıldı. Toplam GSH düzeyi, spektrofotometri ile 420 nm’ de 

ölçüldü ve bulgular 109 spermatozoa/ml için µmol olarak belirlendi (Başpınar ve 

ark., 2011). 

2.2.1.4.4. Total Antioksidan Kapasite Analizi 

Total Antioksidan Kapasite (AOP) ölçümü için SIGMA Antioxidant Assay Kit 

kullanıldı. Metot, numunede bulunan tüm antioksidanların kombine etkisiyle 

Cu+2’nun Cu+’ya redüksiyonu temeline dayanmaktadır. 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 oranında selektif kompleks oluşturmaktadır. 

Kalibrasyon eğrisi oluşturmak için ürik asit konsantrasyonunun standardı kullanıldı. 

Total antioksidan potansiyeli, spektrofotometri ile 490 nm’de ölçüldü ve bulgular 109 

spermatozoa/ml için mmol olarak elde edildi (Başpınar ve ark., 2011). 

2.2.2. In vitro Embriyoların Elde Edilmesi ve Değerlendirilmesi 

2.2.2.1. In vitro Maturasyon Solüsyonunun Hazırlanması 

Oositlerin maturasyonu amacıyla kullanılan TCM-199 medyumu, içeriği 

Çizelge 2.2’de verildiği miktarlara göre hazırlandı. Daha sonra filtre (0.22 mikron, 

MILLIPORE, Carrigtwohill, Co. Cork, İreland) edildikten sonra 35 mm petrilere 100 

mikrolitrelik damlalar hazırlanarak, üzerleri mineral yağ ile kapatıldı. Oositlerin 

maturasyona alınmasından 2 saat önce inkübatörde CO2 ile muamele edildi. 

Çizelge 2.2. TCM-199 medyumunun içeriği 

Kimyasal Miktarı Oranı 

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

FCS (Fetal Calf Serum- SİGMA F9665) 5 ml  

FSH (SİGMA F8174) 5 μl (2 μg /ml) 

Penisilin-streptomisin 50 μl (100 IU) + (100 μg /0.1 ml) 

2.2.2.2. In vitro Fertilizasyon Solüsyonlarının Hazırlanması 

Oositlerin fertilizasyonu amacıyla dondurulmuş/çözündürülmüş boğa 

spermatozoonlarının kriyoprotektan ve seminal plazmadan ayrılması, sulandırılması 

ve kapasitasyonu için modifiye Brackett Oliphant (BO) solüsyonu kullanıldı. BO 

solüsyonu uzun süre muhafaza edilemediği için öncelikle stok A Çizelge 2.3 ve stok 

B olarak Çizelge 2.4’de verilen miktarlara göre hazırlandı. Stok A ve stok B 

buzdolabında +4OC’de 1 ay boyunca muhafaza edilerek her çalışma için bu 
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stoklardan Çizelge 2.5’deki miktarlarda BO stok solüsyonu hazırlandı. Hazırlanan bu 

solüsyondan da Çizelge 2.6’daki miktarlarda oosit yıkama solüsyonu (OYS), Çizelge 

2.7’deki gibi sperm dilüsyon solüsyonu (SDS) ve Çizelge 2.8’deki gibi sperm 

yıkama solüsyonu (SYS) taze olarak hazırlanıp kullanıldı. 

Çizelge 2.3. BO Stok A solüsyonun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı Oranı 

NaCl 4,3092 gr  

KCl 0,1974 gr  

CaCl22H2O 0,2171 gr  

NaH2PO42H2O 0,0840 gr Yazılı miktarların 10 katı tartılarak 

10 ml’ye tamamlanıp bundan1 ml kullanıldı MgCl26H2O 0,0697 gr 

Fenol Kırmızısı 100 µl %0,5 solüsyon 

Çizelge 2.4. BO Stok B solüsyonun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı Oranı 

NaHCO3 2,5873 gr  

Fenol kırmızısı 40 µl %0,5 solüsyon 

Çizelge 2.5. BO solüsyonunun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı Oranı 

STOK-A 76 ml  

Na Pirüvat 0,01375 gr  

Antibiyotik 100 µl 100 IU/ml Penisilin. + 100 µg/ml 

Streptomisin 

STOK-B 24 ml  

Çizelge 2.6. Oosit yıkama solüsyonunun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı 

BO solüsyonu 40 ml 

BSA (Bovine Serum Albümin) 0,40 gr 
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Çizelge 2.7. Sperm dilüsyon solüsyonun hazırlanmas. 

Kimyasal Miktarı 

BO solüsyonu 10 ml 

BSA (Bovine Serum Albümin) 0,20 gr 

Çizelge 2.8. Sperm yıkama solüsyonu hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı Oranı 

BO solüsyonu 50 ml  

Kafein 0.1942 gr  

Heparin  50 µl 5000 U/ml 

2.2.2.3. Charles Rosencrans 1 Aminoasit Kültür Medyumunun Hazırlanması 

Fertilizasyon işlemine tabi tutulan oositlerin kültürü için Charles Rosencrans 1 

aminoasit (CR1aa) kültür medyumu kullanıldı. Kültür medyumu yine Çizelge 2.9 

stok A ve Çizelge 2.10’de verilen miktarlara göre stok B solüsyonları hazırlandı. 

Stok A stok ve B buzdolabında +4 oC de 1 ay boyunca muhafaza edilerek her 

çalışma için bu stoklardan Çizelge 2.11’deki gibi CR1aa kültür medyumu 

hazırlanarak fertilizasyondan sonra oositlerin kültüre edilmesinde kullanıldı. 

Çizelge 2.9. CR1aa Stok A solüsyonunun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı Oranı 

Sonyum Klorür 3,3515 g  

Potasyum Klorür 0,1155 g  

Sodyum Piruvat 0,0220 g  

NaHCO3 1,1005 g  

Fenol Red 1 ml %0,5 solüsyon 

380 ml’ye tamamlandı 

Çizelge 2.10. CR1aa Stok B solüsyonunun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı 

Hemikalsiyum laktat 0,2998 g 

 
100 ml’ye tamamlandı 
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Çizelge 2.11. CR1aa medyumunun hazırlanması. 

Kimyasal Miktarı Oranı 

Stok A 57 ml  

Stok B 15 ml  

BME (Bete merkapto etanol) 1,5 ml  

MEM (Non ecential amino acid) 0,75 ml  

L-Glutamin (SİGMA G8540) 0,75 ml 
L-Glutamin 0,01 g tartılıp 5 

ml’ye tamamlandı. 

BSA (Bovine serum albümin) 0,225 g  

Antibiyotik 
 

75 µl 100 IU/ml Penisilin + 

100 µg/ml Strep. 

Filtrasyondan sonra buzdolabında 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 amacıyla bölgedeki mezbahalarda kesilen kültür 

ırkı ve melezlerine ait ineklerin ovaryumları kesimini takip eden 15-20 dk’lık süre 

içerisinde uygun taşıyıcı sıvı içerisinde ve termosta (30oC) 3 saat içerisinde 

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

folliküller normal enjektör ile Resim 2.6’daki gibi aspire edilen oositler (Resim 2.7) 

90 mm petrilerde toplandı (Schellander ve ark. 1990). Ardından çalışma için 

kullanılacak olan oositler kalite yönünden değerlendirildi (Brackett ve Zuelka 1993). 

A ve B kaliteye sahip olan oositler (A kalite: etrafında 2 ve daha fazla kumulus hücre 

katmanı bulunan, B kalite: etrafında 2 sıralı kumulus hücre katmanı bulunan oosit) in 

vitro embriyo üretim sürecine alındı. 
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Resim 2.6. Ovaryumdan follikül aspirasyonu.  

 

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

Aspire edilen A ve B kalite oositlerin maturasyonunu gerçekleştirmek amacıyla 

2 µg/ml FSH ve %10 FCS ilave edilmiş TCM-199 (12340-030/Gibco BRL) 

medyumu kullanıldı. Maturasyon sürecine alınmış oositler 20-22 saat %95 bağıl 

nem, %5 CO2 ve 38,5 oC’deki karbondioksit inkubatörde inkübasyona bırakıldı 

(Takagi ve ark., 1992). % 90 ve üzeri kumulus ekspansiyonu gösteren oositler 

(Resim 2.8) mature olmuş olarak değerlendirilerek fertilizasyon sürecine alındı.  

 

Resim 2.8. Oositlerin maturasyonu (20x büyütme).  

2.2.2.6. Oositlerin Fertilizasyonu 

Bu amaçla Uluslararası Hayvancılık Araştırma ve Eğitim Merkezi Müdürlüğü 

Suni Tohumlama Laboratuvarı’nda üretilmiş olan, payet içerisinde 17,5x105 
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spermatozoaya sahip 0,25 ml’lik suni tohumlama payetlerinde dondurulan boğa 

spermaları kullanıldı.  

Spermatozoonların kriyoprotektanlar, seminal plazmadan ayrılması, 

sulandırılması ve kapasitasyonu için modifiye BO solüsyonlarından yararlanıldı. 

Kapasitasyon amacıyla 5 U/ml heparin ve 2 mM kafein kullanıldı. 37oC’deki su 

banyosunda çözdürülen spermalar (5 payet) üzerine SYS ilave edildikten sonra 1800 

devirde ve 5 dk santrifüj edildi. Ardından supernatant kısmı uzaklaştırılarak işlem 2 

kez tekrarlandı. Spermatozoonların mikroskoptaki sayımlarının kolay yapılabilmesi 

için üzerine 1.2 ml SYS ilave edildi. Ardından thoma lamında sayım işlemleri 

yapılarak sedimentin içerisinde olması gereken spermatozoa miktarı belirlendi. SDS 

ile 6.25x106 spermatozoa/ml olacak şekilde yapılan son sulandırma ile oluşturulacak 

fertilizasyon solüsyonularında oositlerin 5-6 saat süreyle fertilizasyon işlemleri 

gerçekleştirildi (Kanagawa ve ark., 1995). 

 

Resim 2.9. Oositlerin fertilizasyon görüntüsü (20x büyütme).  
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2.2.2.7. Oositlerin Kültür Periyoduna Alınması ve Değerlendirilmesi 

5-6 saat fertilizasyon sürecinden sonra kumulus hücrelerinin uzaklaştırılması 

amacıyla dar pastör pipeti kullanıldı. Kumulusları uzaklaştırılan oositler 

eritropoietinin 3 farklı dozu ilave edilerek (0,125 µg, 0,25 µg, 0,5 µg /ml) 

oluşturulmuş çalışma grupları (Wang ve ark., 2004) ile bir de eritropoietin ilave 

edilmemiş (antioksidansız) kontrol olmak üzere aşağıdaki gibi 4 grup oluşturularak 

CR1aa kültür medyumuna alındı. Kültür ortamı olarak 38,5oC, %5 CO2, % 95 nem 

içeren inkubatörden yararlanıldı. Her bir 100 µl kültür drobunda en az 20 oosit 

kullanılarak çalışma gerçekleştirildi. 

1- Kontrol: CR1aa 

2- Deneme I: CR1aa + 0,125 µg eritropoietin /ml. 

3- Deneme II: CR1aa + 0,25 µg eritropoietin /ml. 

4- Deneme III: CR1aa + 0,5 µg eritropoietin /ml. 

Kültüre alınan oositlerin 2. günü (48 saat) sonunda mikroskopta bölünme 

oranları (Resim 2.10 ve Resim 2.11) kontrol edildi. Eelde edilen bulgular kayıt 

edilerek bölünen oosit sayılarına göre bölünme oranları tespit edildi. 

İkinci gün bölünme kontrolü yapılan oositler tekrar inkübasyona alındı. 

Kültür sürecinin 7. gününde embriyo gelişimleri takip edilerek morula-blastosiste 

(Resim 3.4, 3.5, 3.6 ve 3.7) ulaşma oranları bakımından ve toplam embriyo sayıları 

stereo mikroskop (Olympus SZH10 Japonya) altında incelendi. Elde edilen 

embriyolar daha sonra total oksidan düzeyi ölçümleri yapılmak üzere -400C’ye 

kaldırıldı.  
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Resim 2.10. Kültür ortamının 2. günü bölünen oosit (20x büyütme).  

 

Resim 2.11. Kültür ortamının 2. günü bölünme gerçekleşmeyen oosit (20x büyütme).  
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2.2.2.8. Total Oksidan Düzeyi Analizi  

Örneklerdeki mevcut oksidanlar, demir iyonları ile birleşerek demirli şelat 

bileşimler halinde bulunurlar. Bu demir iyonları asidik solüsyonlarda renkli yapılar 

oluştururlar. Bu renk oluşumları da spektrofotometrik olarak ölçülebilmektedir. Total 

oksidan düzeyi (TOS) analizi bu prensiple yapılmaktadır. Total oksidan düzeyi 

ölçümleri ticari spektofotometrik kit (Total Oxidant Status Assay Kit, Mega Tıp San. 

ve Tic. Ltd. Şti. Gaziantep, Türkiye) kullanılarak Uluslararası Hayvancılık Araştırma 

ve Eğitim Merkezi Müdürlüğü Hayvan Besleme Laboratuvarı’nda bulunan 

spektrofotometre cihazında (Perkin Elmer Lambda 25) belirlendi. 

-40 oC’den çıkarılan embriyolar oda ısısında çözündürüldü. Embriyoların 

parçalanması işlemi dar pastör pipeti ile pipetleme yöntemiyle gerçekleştirildi. 1,2 

mL’ye kadar distile su ilave edildi. 10 milimol Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) 

içeren 0,2 molar 1,2 ml Fosfat tamponu ile karıştırıldı. Analiz için hazırlanan bu 

embriyo solüsyonundan 75 µl 1 ml’lik spektrofotometre küvetine konuldu. Üzerine 

kit içerisinde bulunan Reagent 1 (Assay Buffer) solüsyonundan 500 µL eklendi. 

Aynı şekilde kit içerisinde bulunan Standart 2 solüsyonunda 75 µL alınarak küvete 

konuldu ve üzerine 500 µl reagent 1 solüsyonu ilave edildi. Örnekler ve standart 530 

nm’de okundu. Örneklerin ve standardın üzerine kit içerisinde bulunan 25 µl reagent 

2 (Prochromogen solution) solüsyonundan ilave edilerek 10 dk oda sıcaklığında 

inkübe edildi. İnkübasyon sonunda tekrar 530 nm’de okundu. Sonuçlar aşağıdaki 

formülle hesaplandı (Halliwell, Gutteridge 2000). 

Sonuç = (ΔAbsorbans Örnek/ ΔAbsorbans Standart) x 20 Equiv/L 

Δ Absorbans Örnek: Örneğin, 530 nm de 2. absorbans değeri - 530 nm’de 1. 

absorbans değeri 

Δ Absorbans Standart: Standardın, 530 nm de 2. absorbans değeri - 530 nm’de 1. 

absorbans değeri. 
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2.2.3. İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizde, 7 farklı uygulamadan elde edilmiş spermatolojik 

parametrelerin veri ortalamaları kullanıldı. Farklı miktarlarda antioksidan dozu 

kullanılan deneme grubu ve antioksidan içermeyen dilüsyon solüsyonu grubu 

(kontrol) karşılaştırılmasında, aralarında anlamlı farklılık bulunan 2’den fazla grubu 

karşılaştırmak için çoklu karşılaştırma testlerinden One Way ANOVA ve Duncan 

Testi (SPSS 15.0) kullanıldı.  

Embriyo gelişiminde ise, expanse oosit, 48. saat bölünen oosit, morula, 

blastosist ve toplam embriyo oranları bakımından gruplar arası karşılaştırmalarda 

Khi-kare; expanded blastosiste erişme oranları bakımından gruplar arası 

karşılaştırmalarda ise bazı gruplarda gözlem sayısının (frekasların) 5’ten az olması 

nedeniyle G (Likelihood Ratio Chi-Square) istatistiği uygulanmıştır (Düzgüneş ve 

ark., 1983) . Morula ve 48. saat bölünen oosit oranları bakımından gruplar arasındaki 

farklılık önemli (P<0.05) iken, diğer özellikler için gruplar arası farklılıklar istatistik 

olarak önemsiz bulunmuştur (P>0,05).  
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3. BULGULAR 

Dondurma-çözdürme sonrası numunelerde spermatolojik parametreler üzerine 

eritropoietinin etkisi Çizelge 3.1’de verilmiştir. Progresif motilite oranı 6.25 IU 

eritropoietin /ml içeren dilüsyon solüsyonu grubunda (%31.81±3.74), 200 IU 

eritropoietin/ml içeren dilüsyon solüsyonu grubuna göre (%22.26±2.01) anlamlı 

ölçüde yüksek bulundu. Spermatozoon canlılığı üzerine, 6.25 IU eritropoietin/ml 

içeren dilüsyon solüsyonu grubu (%63.33±2.58), 12.5 IU eritropoietin /ml içeren 

dilüsyon solüsyonu grubuna (% 51.40±3.55) göre anlamlı ölçüde yüksek sonuç 

verirken (P<0.05), kontrol grubuyla aralarındaki farklılıklar önemli bulunmadı. 

Bununla birlikte CASA motilite, subjektif motilite, akrozom bütünlüğü ve 

mitokondiyel aktivite oranları bakımından gruplar arası farklılılar önemsiz bulundu 

(P>0.05). 

Dondurma-çözdürme sonrası sperma numunelerinde spermatozoon hareket 

parametreleri (VCL, VSL, VAP, LIN) aşagıda Çizelge 3.2’de verildi. Eritropoietinin 

farklı dozlarını içeren (deneme grupları) ve eritropoietin içermeyen (kontrol) 

dilüsyon solüsyonu grupları arasındaki farklılıklar önemli bulunmadı (P>0.05). 

Farklı dozlarda eritropoietin içeren ve içermeyen boğa spermalarında çözüm 

sonu biyokimyasal parametreleri (TGSH, AOP, LPO) Çizelge 3.3’te verildi. Buna 

göre gruplar arasında biyokimyasal parametreler açısından istatistiksel olarak 

farklılıklar önemsiz bulundu (P>0.05). 

 

 

 

Çizelge 3.1. Boğa sperması çözüm sonu numunelerinde spermatolojik (CASA motilite, Subjektif motilite, 

Progresif motilite, SYBR/PI, FITCH/PI, JC-1/PI) parametreler 
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Gruplar 

CASA 

Motilite 

(%) 

Subjektif 

Motilite 

(%) 

Progresif 

Motilit 

(%) 

SYBR/PI 

(%) 

FITCH 

(%) 

JC-1 

(%) 

Kontrol 58,44±4,87 52,22±1,68 27,41±3,12ab 59,95±3,49ab 41,55±4,18 44,94±3,88 

Deneme I 

6,25 IU 
64,35±5,33 50,71±1,70 31,81±3,74b 63,33±2,58b 36,49±1,75 38,01±1,78 

Deneme II 

12,5 IU 
50,92±7,04 46,11±2,85 24,35±3,73ab 51,40±3,55a 39,51±1,69 41,30±0,43 

Deneme III 

25 IU 
53,66±3,41 49,44±1,75 23,66±2,02ab 56,68±2,84ab 36,69±1,97 43,37±2,03 

Deneme IV 

50 IU 
60,66±3,78 52,22±0,87 26,17±3,02ab 58,50±2,67ab 43,09±4,39 40,00±1,58 

Deneme V 

100 IU 
58,50±3,72 50,00±1,44 30,66±2,56ab 54,61±2,38ab 44,60±4,38 47,02±3,34 

Deneme VI 

200 IU 
49,34±4,79 46,11±2,46 22,26±2,01a 54,17±3,60ab 47,91±5,39 41,63±5,33 

p - - * * - - 

a, b: Aynı sütundaki farklı harfler taşıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir  (*P < 0.05) 

-: Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05). 

Çizelge 3.2. Boğa sperması çözüm sonu numunelerinde sperma hareketlerinin (VCL, VSL, VAP, 

LIN) ortalamaları  

Gruplar 
VCL 

(%) 

VSL 

(%) 

VAP 

(%) 

LIN 

(%) 

Kontrol 96,27±3,26 48,62±2,86 64,92±2,75 50,32±1,66 

Deneme I 6,25 IU 95,28±2,62 53,61±2,88 67,75±2,04 56,50±3,45 

Deneme II 12,5 IU 90,78±3,80 48,63±3,32 61,96±3,18 53,32±1,96 

Deneme III 25 IU 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 VI 200 IU 94,75±1,46 48,82±1,70 63,80±1,23 51,53±1,60 

p - - - - 

-: Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05). 

 

 

 

 

Çizelge 3.3. Boğa sperması çözüm sonu numunelerinde biyokimyasal (TGSH, AOP, LPO) parametreler  
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Gruplar TGSH (µm/1x109 spz) AOP (mM/1x109 spz) LPO (µm/1x109 spz) 

Kontrol 1781,6±368 20,95±1.50 116,26±10.1 

Deneme I 6,25 IU 2013,4±604 18,51±1.78 106,70±6.9 

Deneme II 12,5 IU 2266,2±618 20,45±1.45 102,93±16.1 

Deneme III 25 IU 1996,8±676 19,97±2.06 114,58±11.8 

Deneme IV 50 IU 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 VI 200 IU 1991,0±583 18,99±2.33 97,37±12.4 

p        -          -          - 

-: Gruplar arası farklılık önemli değildir (P>0.05). 

Resim 3.1’de gösterildiği şekilde SYBR/PI boyama tekniğiyle ölü canlı 

spermatozoa oranını belirlemek amacıyla yapılan boyamada, baş kısmı yeşil floresan 

veren hücreler canlı olan spermatozoayı, baş kısmı kırmızı veya kırmızı-yeşil 

floresan veren hücreler ölü olan spermatozoayı göstermektedir. 

Resim 3.2’de gösterildiği şekilde mitokondriyal aktivite ve membran 

bütünlüğünün belirlenmesi amacıyla JC-1/PI boyama tekniği ile belirlemek amacıyla 

yapılan boyamada, gövde kısmı turuncu floresan veren hücreler yüksek 

mitokondriyal aktivite gösteren, gövde kısmı yeşil floresan veren hücreler düşük 

mitokondriyal aktivite gösteren ve gövde kısmı floresan vermeyen hücreler 

mitokondriyal aktivite göstermeyen spermatozoayı temsil etmektedir. 

Resim 3.3’de ise akrozom ve membran bütünlüğünün belirlenmesi amacıyla 

JC-1/PI boyama tekniği ile belirlemek amacıyla yapılan boyamada, akrozom 

kısımları yeşil floresan veren hücreler hasarlı akrozoma sahip olan, akrozom 

kısımları yeşil floresan vermeyen ya da kırmızı veren floresan hücreler ie sağlam 

akrozomu olan spermatozoa olarak değerlendirildi. 
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Resim 3.1. Spermalarda ölü-canlı spermatozoa oranının SYBR/PI boyama tekniğiyle 

değerlendirilmesi (40x büyütme). 
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Resim 3.2. Spermalarda mitokondriyal aktivite ve membran bütünlüğünün JC-1/PI boyama tekniği ile 

değerlendirilmesi (40x büyütme) 

 

 

Resim 3.3. Spermalarda akrozom ve membran bütünlüğü Lectin/PI boyama tekniğiyle 

değerlendirilmesi (20x büyütme) 
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Embriyo kültür sürecine alınan fertilize oositlerin bölünme oranları Çizelge 

3.4’te verilmiştir. Fertilize oositlerin 48. saatteki bölünme oranları bakımından 0,25 

µg (% 66.49) ve 0.125 µg (% 62.19) eritropoietin içeren kültür medyumlarında, 

kontrol grubuna (% 50.78) göre daha yüksek sonuçlar elde edildi (P<0.001). Morula 

aşamasına ulaşan embriyo oranları üzerinde ise, 0.5 µg (% 66.67) eritropoietin içeren 

kültür medyumu, diğer gruplara göre daha yüksek sonuç verdi (P<0.05). Blastosist 

ve ekspanded blastosist oranları üzerinde, eritropoietinin önemli bir etkisi görülmedi 

(P>0.001).  

Oksidatif stres parametreleri üzerinde de eritropoietinin herhangi bir etkinlik 

göstermediği görüldü. 

Çizelge 3.4. Kültür sürecine alınan fertilize oositlerin 48. saat ve 7-8. gün gelişim süreçlerine ait istatistiksel 

tablo. 

Gruplar 

Maturasyona 

alınan 

oosit sayısı 

Expanse 

oosit 
oranı 

(%) 

Kültüre 

alınan 
oosit sayısı 

(CR1aa) 

48. saat 

bölünen 
oosit 

oranları (%) 

7. Gün Kültür Sonu Morula/Blastosist Oranları 

Morula 

% 

Blastosist 

% 

Exp. Blast. 

% 

Toplam 

embriyo 
% 

Kontrol 200 86,50 193 50,78 (98/193)b 17,65 (3/17)b 64,71 (11/17) 17,65 (3/17) 17,35 (17/98) 

Deneme I 
(0,125 µg erit.) 

201 85,57 201 62,19 (125/201)a 38,24 (13/34)b 47,06 (16/34) 14,71 (5/34) 27,20 (34/125) 

Deneme II 

(0,25 µg erit.) 
200 88,50 194 66,49 (129/194)a 32,00 (8/25)b 60,00 (15/25) 8,00 (2/25) 19,38 (25/129) 

Deneme III 

(0,5 µg erit.) 
200 89,50 177 46,33 (82/177)b 66,67 (12/18)a 33,33 (6/18) 0 (0/18) 21,95 (18/82) 

p 
 

- 
 

*** * - - - 

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

Çizelge 3.5. Kültür sürecine alınan fertilize oositlerin 7. gün total oksidan düzeyi analizi 

Gruplar Okuma 1 Okuma 2 DS Sonuç Equiv/L 

Kontrol 0,148 0,199 0,051 53,68421053 

Deneme I (0,125 µg eritropoietin) 0,185 0,228 0,48 50,9052632 

Deneme II (0,25 µg eritropoietin) 0,182 0,231 0,049 51,57894737 

Deneme III (0,5 µg eritropoietin) 0,201 0,244 0,043 45,26315789 

p        -          -          - - 
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Resim 3.4. Kültür ortamının 7. günü ekspanded blastosist (40x büyütme).  

 

Resim 3.5. Kültür ortamının 7. günü ekspanded blastosist (40x büyütme). 
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Resim 3.6. Kültür ortamının 8. günü zondan çıkma anı (20x büyütme).  

 

Resim 3.7. Kültür ortamının 7. günü blastosist (20x büyütme).  
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4.TARTIŞMA 

Bu çalışmada, eritropoietinin farklı dozlarının boğa spermasının dondurulma-

çözdürme sonrası bazı spermatolojik (motilite, mitokondriyal aktivite, canlılık, 

akrozom bütünlüğü) ve oksidatif stres parametreleri (LPO, total antioksidan 

potansiyeli ve total glutatyon)’ne olan etkinlikleri ile embriyo kültür medyumuna 

ilave edilmesi sonrası embriyo gelişimleri üzerine etkilerinin araştırılması amaçlandı. 

Bilimsel kaynaklardan yapılan taramalarda hem erkek hem de dişi genital kanal sıvı 

komponentlerinde bulunan eritropoietin ile ilgili araştırmaların olmadığı görüldü. 

Sunulan bu çalışmada eritropoietinin sperma ve in vitro embriyo üzerine antioksidan 

etkiniliğinin olup olmadığı araştırıldı.  

Spermanın dondurulması ve dondurulma sonu çözdürülmesi sırasında meydana 

gelen membran lipit faz değişimleri, ozmotik, mekanik stres ve ortamda oluşan 

serbest oksijen kaynaklı gelişen lipit peroksidasyonu ve serbest oksijen radikalleri 

hücre zarı proteinlerinde denaturasyona, hücre organellerinde yapısal bozukluklara, 

DNA’da kırılmalara ve hücresel lizise neden olmaktadır. Lipid peroksidasyon 

ürünleri büyük oranda membran yapılarındaki doymamış yağ asitlerinden, kısmen de 

membran glikolipitleri, fosfolipitler ve kolesterolden köken almaktadır. Spermanın 

dondurulması ve çözdürülmesi sırasında oluşan bu ROS, endojen antioksidan 

savunma sistemini azaltarak fertilite kabiliyetini azaltmaktadır. Serbest radikallerin 

düşük dozları kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona reaksiyonu ve akrozom gibi sperm 

fonksiyonlarında önemli etkilere sahiptir. Fakat yüksek oranlarda üretilmesinin 

spermatolojik parametreleri olumsuz yönde etkiledikleri belirtilmektedir (Aitken ve 

Baker, 2004). Tüm bu olumsuz etkiler, ortama antioksidan etkili maddelerin ilave 

edilmesiyle giderilebilmekte olup, spermatozoonun çözüm sonrası fonksiyonları 

iyileştirilebilmektedir (Aitken, 1995; Maxwell ve Watson, 1996; Oehninger ve ark., 

2000; Bilodeau ve ark., 2002). Antioksidanlar bu etkilerini ortamda oluşan oksijen 

miktarını düşürerek, gelişecek veya başlamış olan zincir reaksiyonlarını önleyerek, 

kırarak veya ortamda gelişen peroksitleri parçalayarak etkinliklerini gösterirler 

(Cheeseman ve Slater, 1993; Marxwell, 1995; Sardesai, 1995; Thomas, 1995).  
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Serbest radikallerinin bu zararlı etkilerine karşı spermatozoa ve seminal 

plazmada lipit peroksidasyonlara karşı önleyici bir takım antioksidanlar 

bulunmaktadır (Alvarez ve Storey, 1983; Nissen ve Kreysel, 1983; Jeulin ve ark., 

1989). Bu antioksidanların bazıları ortamda gelişen ROS ürünleri temizleyicisi 

(albumin, taurin, hipotaurin, vitamin E), diğer bir kısmı enzimsel (CAT, SOD, GPx), 

bir grup ise zincir reaksiyonların kırıcısı (ürat, askorbik asit, vitamin E, thiol 

bileşikleri) olarak etkimektedir (Halliwell ve Gutteridge, 1989; Sikka, 1996). Fakat 

bu endojen kaynaklı antioksidan sistemler ROS ürünlerinin zararlı etkilerine ve 

oksidatif hasarı önlemede yetersiz kalmaktadır (Taylor, 2001). Bu amaçla sperma 

dilüsyon solüsyonlarına katılan bazı antioksidanların spermanın uzun süreli 

saklanmasında ortamda oluşan lipit peroksidasyonundan kaynaklanan oksidatif 

hasarı minimize ettiği ve hücre canlılığını koruduğu saptanmıştır. İnsan seminal 

plazmasında bulunan eritropoietinin sperm hücreleri için hipoksik alan oluşturduğu 

ve bu sayede sperm motilitesi ve canlılığa olumlu etki yaptığı bildirilmektedir (Tug 

ve ark., 2010). 

Spermatozoon motilitesi genel olarak 3 temel faktöre bağımlıdır: Regülasyon, 

yapısal bütünlük ve enerji sürekliliği. Hareketin regülasyonu orta kısımdaki flagellar 

ve prinsipal bölgeden kontrol edilmektedir. Flagellar kısım motilite aktivitesini 

sağlarken, prinsipal kısım ise hiperaktivasyondan sorumludur. Fakat orta kısımdaki 

doymamış yağ asitleri ve doymuş protein kanalları, bu yapıyı serbest radikal 

ataklarına duyarlı kılmaktadır (Suarez ve ark., 2007; Hamano, 2007). Sunulan 

çalışmada sulandırıcıya ilave edilen eritropoietinin, 6.25 U eritropoietin/ml içeren 

sulandırıcı grubunda progresif motilite oranı ve ölü-canlı spermatozoon oranını 

artırdığı görülmüş olup, bu farklılığın spermatozoonun orta kısmındaki bu 

fonksiyonel yapıları koruyarak dondurma çözdürme sonrası motilite ve ölü-canlı 

spermatozoon oranını iyileştirdiği kanaatine varılmıştır. 

Tug ve ark. (2010)’nın, yapmış oldukları bir çalışmada eritropoietinin değişen 

dozları ile insandan alınan sperma numunelerini 37 OC’de 4 saat süre ile inkube 

etmişler, 1, 10 ve 100 mIU/ml oranında eklenen rEPO’nin motiliteyi artırdığını 

ortaya koymuşlardır. En yüksek progresif motilitenin ise 10 mIU/ml doz grubunda 
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olduğunu belirtmişlerdir. Çalışmamızda da 6.25 U eritropoietin/ml içeren sulandırıcı 

grubunun, en yüksek progresif motilite oranını vermesi, Tug ve ark., (2010)’nın 

yaptıkları çalışma ile benzerlik göstermektedir. Collares ve ark. (2013), tavşanlara 

haftada 3 kez subkutan yolla 25 UI/kg rEPO’ni 5 hafta uygulama süresince, 

spermatozoa motilitesi ve canlılığını üzerine olan etkisini değerlendirmişlerdir. 

Sonuçta, rEPO uygulamasının motilite ve canlılığa etkisinin olmadığını 

belirtmişlerdir. Çalışmamıza elde edilen bulgular Collares ve ark. (2013)’nın 

çalışmalarından farklı bulunmuştur. Farklılığın in vivo çalışmadan kaynaklandığı 

düşünülmektedir. 

Eritropoietin aynı zamanda insan testiküler germ hücresinde de üretilmektedir. 

Fakat bu üretim kriptorşidizm vakalarında azalmaktadır (Cortes ve ark., 2001). 

Eritropoietin fare epididimisinden de sentezlenebildiği, testiküler fonksiyon 

bozukluğunun tedavisinde eritropoietin takviyesinin gerekli olduğu düşünülmektedir 

(Dobashi ve ark., 2005). Foresta ve ark., (1995) 5 erkekte rEPO enjeksiyonu ile 

testiküler testesteron üretimini artırırken, serumda gonodatropinin veya testesteron 

seviyesini artırmadığını belirterek, EPO’nin doğrudan olarak insan Leyding hücre 

fonksiyonuna etki ettiğini vurgulamışlardır. 

Mitokondriyal yapılar spermatozoonların orta kısmında yerleşik halde 

bulunmakta ve spermatozoonların progresif motilitelerini ve zona pellusidayı 

geçmelerini sağlayan kuyruk filamanları için gereken ATP enerjisini üretmektedir 

(O’connell ve ark., 2002). Bu nedenle, spermatozoon motilitesi ve fertilitesi ile 

mitokondriyal aktivite arasında pozitif bir ilişkinin olduğu belirtilmektedir Başarılı 

bir fertilizasyon işleminde de mitokondriyal aktivitenin yüksek olması 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’tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine 

iodide (JC-1) gibi floresan boyalar kullanılmakta, fakat yüksek ya da düşük 

mitokondriyal aktivite arasındaki farklılığı en iyi yansıtan JC-1 boyasıyla yapılan 

boyama tekniği olduğu bildirilmektedir (Garner ve Thomas, 1999). Boğa ve koçlarla 

yapılan çalışmalarda motilite ve yüksek mitokondriyal aktiviteye sahip spermatoozoa 

arasında yüksek bir ilişkinin olduğu belirtilmiştir (Garner ve ark., 1997; Martinez-
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Pastor ve ark., 2004; Bucak ve ark., 2015). Çalışmamız sonuçları itibariyle, 

eritropoietinin çözüm sonu mitokondriyal aktiviteyi koruyamayarak, motilite ve 

mitokondriyal aktivite arasında pozitif bir korelasyon oluşturmadığını göstermiştir. 

Bu durum farklı türlerin spermatozoan yapılarının farklı olmasından dolayı her türde 

aynı etkiyi göstermediği düşünülmektedir. 

Yapılan çalışmada çözüm sonu sperma hareketlerinin (VCL, VSL, VAP, 

LIN) ortalamaları arasındaki farklılıklar da önemli bulunmamıştır. Bununla birikte, 

çözüm sonu biyokimyasal (TGSH, AOP, LPO) parametreler üzerine gruplar arasında 

önemli bir farklılığa rastlanmamıştır. Çalışma sonuçları, bilimsel kaynaklardan 

edilen sonuçlar ile karşılaştırıldığında bazı antioksidanların etkinlikleri olumlu yönde 

rapor edilmiştir (Bucak ve ark., 2007; Sarıözkan ve ark 2009; Çoyan ve ark., 2010). 

Çalışmalar arasındaki zıt sonuçların elde edilmesi, kullanılan katkı maddelerinin 

farklılığına, hayvan türü, ırkı ve antioksidan aktivite ölçümlerinde kullanılan farklı 

yöntemlere bağlanabilir. 

Memeli hayvanlarda in vitro fertilizasyon sonrası gelişen oksidatif stres ve 

buna bağlı ortamda şekillenen serbest radikaller embriyonun gelişimini etkileyen 

önemli etkenlerden birisidir. Özellikle embriyonun yapısında meydana gelen hasara 

bağlı olarak blastosiste erişme oranında ve kaliteli embriyo elde edilmesinde oldukça 

önemlidir. Buradaki temel etken, embriyo hücre membranlarının yapısının doymamış 

yağ asitleri oranının yüksek olmasıdır. Serbest radikallerin oluşturduğu lipit 

peraksidasyon, hücre yapısının bozulmasına neden olmaktadır. Fertilizasyondan 

sonra in vitro kültüre alınan oositlerin 48. saati embriyo gelişimi için oldukça önemli 

ve kritik bir dönemdir. Bu dönemde oksijen radikallerin etkisi daha büyük olmakta 

ve embriyonal bloklanmalara sebep olmaktadır (Gasparrini ve ark., 2000). Netice 

olarak bu oksijen radikallerinin (süperoksit, hidrojen peroksit, hidroksi radikali) 

neden olduğu hücredeki hasar, hücresel fonksiyonların devam ettirilmesini 

engelleyerek elde edilecek embriyo sayı ve kalite oranlarını düşürmektedir (Johnson 

ve Nasr-Esfahani, 1994; Kehrer ve Lund, 1994).  
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Memeli embriyoların in vitro elde edilmesinde çok farklı kültür ortamları 

kullanılmaktadır. Bunda temel amaç en uygun kültür ortamını sağlayarak embriyo 

kalitesini ve sayısını artırmaktır. Kaliteli blastosist elde edilmesi halinde 

embriyoların dondurulup çözünmesi sonrası nakillerinde gebelik oranları üzerinde 

oldukça önemli katkı sağlamaktadır. Aynı zamanda kaliteli blastosist elde edimesi ile 

embriyoda yapılacak işlemlerden (biyopsi, kriyoprotektanlardan daha az oranda 

etkilenme, blastomer seperasyonu vb.) etkilenmesi de daha az olacaktır. Bu 

amaçlarla oositlerin gerek maturasyon gerekse fertilizasyon sonrası kültür 

medyumlarına çok çeşitli antioksidan etkili maddelerin ilavesi yapılarak uygun bir 

kültür ortamının oluşturulmasına çalışılmaktadır (Izquierdo ve ark., 1999; Wan ve 

ark., 2008). 

Yapılan bu çalışmada, oositlerin fertilizasyonu sonrası kültürün 48. saatinde 

yapılan bölünme kontrollerinde; 0.25 µg ve 0.125 µg eritropoietin, kontrol grubuna 

göre daha yüksek oranlar verdiği görüldü. Morula aşamasına ulaşan embriyo oranları 

üzerinde ise, 0.5 µg eritropoietin içeren kültür medyumu, diğer gruplara göre daha 

üstün çıktığı tespit edildi (P<0.05). Blastosist ve ekspanded blastosist oranları 

üzerinde, eritropoietinin önemli bir etkisi görülmediği belirlendi (P>0.001). Embriyo 

oksidatif stres parametreleri üzerinde de eritropoietin herhangi bir etkinlik vermediği 

tespit edildi. Bu sonuç, ortama katılan eritropoietinin antioksidan seviyelerini 

(glutatyon ve total antioksidan kapasite) artırmadığından hareketle, blastosist ve 

ekspanded blastosist oranlarına bir etkinliğin olmadığı varsayımını doğurmaktadır. 

Bilimsel kaynaklarda ise embriyo üzerine eritropoietinin etkinliğini araştıran bir 

çalışmaya rastlanılamadı. Ancak yapılan diğer antioksidan çalışmalar ile 

karşılaştırıldığında daha düşük bir oran elde edilmediği de görüldü.  

Spermatolojik parametreler bakımından eritropoietinin etkinlik göstermesi 

göz önüne alındığında, bu sonuçlar ileride yapılabilecek çalışmalarda (eritropoietinin 

embriyo üzerine antioksidan etkilerinin araştırılması, blastosist verimi ve kalitesi 

üzerine etkisinin olup olmadığının belirlenmesine yönelik v.b.) referans alınabileceği 

düşünülmektedir. 
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Sonuç olarak, çalışmamızda sperma dilisyon solüsyonlarında eritropoietinin 

antioksidan etkinliği değerlendirildi. Elde edilen tüm sonuçların istatiksel olarak 

anlamlı olmamasına rağmen özellikle 6.25 U eritropoietin /ml içeren grupta diğer 

gruplara göre progresif motilite ve ölü- canlı spermatozoon oranının yüksek 

bulunmuş olması pratik açıdan önemli olarak değerlendirilebilir. Çalışma 

sulandırıcılara ilave edilen eritropietinin antioksidan etkinliğine yönelik yapılan ilk 

çalışma olması yönüyle önem arzetmektedir. Yapılan çalışma sığır sperması ile 

yapılmış olup, diğer türlerde yapılacak farklı çalışmlar ile desteklenmesi sonuçları 

daha da anlamlı hale getireceği kanaatine varıldı.  

in vitro kültür ortamında eritropoietinin serbest radikallerin zararlı etkilerinin 

azaltılamsına yönelik yaptığımız bu çalışmada oositlerin kültür ortamına 

aktarıldıktan sonra 48. saat bölünme oranları 0.25 ve 0.125 µL eritropoietin ilave 

edilmiş deneme gruplarında kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı sonuç 

verdiği tespit edildi. Bununla birlikte toplam elde edilen embriyo sayıları bakımından 

0.125 µL eritropoietin ilave edilen deneme grubunun diğer gruplara göre daha 

yüksek embriyo sayısı verdiği belirlendi. Çalışmamız eriropoietinin in vitro embriyo 

kültür medyumlarında antioksidan etkinliğinin yapıldığı ilk çalışma olduğu için 

oksidatif stres parametrelerinin istatiksel olarak anlmasız olmasının nedeninin ortaya 

konulabilmesi için farklı kültür medyumlarında da çalışmaların yapılaması 

gerekmektedir. Bunun yanısıra embriyo kalite ve blastosiste erişme oranlarına etkili 

olan farklı etkenlerde bulunmaktadır. Özellikle oositlerin elde edildiği hayvanların 

kondüsonu, oosit kaliteleri ve farklı kültür ortamları da elde edilen sonuçları 

etkilemektedir. Bu nedenle çalışmaların başka kültür ortamlarında yapılacak farklı 

çalışmalar ile desteklenmesinin uygun olacağı kanaatine varıldı. 
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ÖZET 

In vitro embriyo kültür medyumlarına ve sperma dilüsyon solüsyonlarına ilave edilen 

eritropoietinin spermatolojik parametreler, oksidatif stres ve embriyo gelişimi üzerine 

etkisi 

Çalışmada, boğa spermasının dondurulmasında kullanılan dilusyon solüsyonları ve 

in vitro embriyo kültür medyumuna ilave edilen eritropoietinin antioksidan etkiliğini 

incelendi. Boğalardan alınan spermaların dondurulması esnasında eritropoietinin farklı 

dozları (6.25, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 IU eritropoietin /ml) ilave edilerek oluşturulmuş 6 

deneme ve eritropoietin ilave edilmemiş (antioksidansız) kontrol gruplarıyla sulandırılarak 

donduruldu. Çözüm sonu biyokimyasal parametreler (oksidatif stres) ve spermatolojik 

parametreler incelendi. İkinci aşamasında ise sığır ovaryumlarından elde edilen oositlerin in 

vitro maturasyonu ve fertilizasyonlarını izleyen süreçte eritropoietinin 3 farklı dozu (0,5 µg, 

0,25 µg, 0,125 µg /ml) ilave edilerek 3 deneme grubu ve eritropoietin ilave edilmemiş 

(antioksidansız) kontrol grubu oluşturularak kültür ortamına alınarak bölünen osit oranları, 

blastosiste erişim oranları biyokimyasal parametreler değerlendirildi. Dondurma-çözdürme 

sonrası 6.25 IU eritropoietin /ml içeren dilüsyon solüsyonu grubu progresif motilite oranı 

(%31,81±3,74), 200 IU eritropoietin/ml içeren dilüsyon solüsyonu grubuna göre 

(%22,26±2,01) anlamlı ölçüde yüksek bulundu (p< 0,05). SYBR/PI sonuçları bakımından 

6,25 IU eritropoietin/ml içeren dilüsyon solüsyonu grubu 12,5 IU eritropoietin /ml içeren 

dilüsyon solüsyonu grubuna göre anlamlı ölçüde yüksek bulundu (p < 0,05). Morula ve 48. 

saat bölünen oosit oranları bakımından gruplar arasındaki farklılık önemli iken, diğer 

özellikler için gruplar arası farklılıkların istatistiksel olarak önemsiz olduğu 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 IU, 12,5 IU, 25 IU, 50 IU, 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 µg, 0,25 µg, 0,125 µg /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 IU erythropoietin/ml group was significantly high (p<0,05) comparing to 

the group of 12.5U erythropoietin/ml. Morula and 48th 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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