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Makale
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uygun ana ve baba hatlarının geliştirilmesinde Akkaraman, 
Sakız ve Kıvırcık ırklarından yararlanma imkânları II. Kuzular-
da bazı vücut ölçüleri ve toklularda bazı verim özellikleri. La-
lahan Hayvancılık Araştırma Enstitüsü Dergisi, 41(1): 25-34.

2. Tawell HZ, Tas BM, Smith HJ, Elgersma A, Dijkstra J, Tamminga 
S (2005): Effects of feeding perennial ryegrass with an el-
evated concentration of watersoluble carbonhydrates on 
intake, rumen function and performance of dairy cows. Ani-
mal Feed Science and Technology, 121: 243-256.

Kitap ve kitap içinde bir bölüm
1. Hartung J (2002): Environment and Animal Health. p: 25-48. 

In: Livestock Housing, Edit.: CM Wahhes, DR Charles, 2nd 
Publishing, CAB International, ISBN: 0 85198 774 5, Walling-
ford, United Kingdom.

2. Mason IL (1967): Sheep Breeds of The Mediterranean. p: 133-
144. In: Fat-Tailed Sheep, T&A Constable Ltd., Edinburgh, 
Great Britain.

3. Yalçın BC (1981): Genel Zootekni. İstanbul Üniversitesi Veteri-
ner Fakültesi Yayınları, Nazım Terzioğlu Matematik Araştır-
ma Enstitüsü Baskı Atölyesi, İstanbul, s: 12-15.

Özet yayınlayan dergiler
1. Turner RM (2005): Current techniques for evaluation of stal-

lion fertility. Clinical Techniques in Equine Practice, 4(3): 
257-268 (Animal Breeding Abstracts, 2006, 74(5): 2854).

Bildiri
1. Özbeyaz C, Koçak S, Yüceer B (2005): At Islah Prensipleri. ss: 

37-39. Ulusal Atçılık Sempozyumu, Sempozyum Özetleri, 
18-20 Eylül, Ankara.

Tezler
1. Yüceer B (2008): Kolostrum Almış Buzağılarda Bağışıklığın, 

Büyüme, Hastalık İnsidansı ve Yaşama Gücü Üzerine Etkisi. 
Doktora Tezi, Ankara Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, 
Ankara.

6. Dergide yayınlanan yazılarda her türlü sorumluluk yazarlara 
aittir. Yayınlanması uygun görülmeyen makaleler hakkında ya-
zarına bilgi verilir.
7. Dergide bir örnekliği sağlayacak diğer şartların temin ve ter-
tibinde Yayın Komitesi yetkilidir.
8. Yazılar posta ve internet yoluyla aşağıdaki adreslere gönde-
rilmelidir.

Posta Adresi:
Uluslararası Hayvancılık Araştırma ve Eğitim Merkezi Müdürlü-
ğü, Lalahan Mah. S. Sırrı İçöz Cad. Mamak/ANKARA
E-posta: lalahanhmae@tarimorman.gov.tr

1. Bu dergi Uluslararası Hayvancılık Araştırma ve Eğitim Merkezi 
Müdürlüğü’nün hakemli bilimsel yayın organı olup 6 ayda bir 
yayımlanır. Derginin kısaltılmış adı “Lalahan Hay. Araşt. Enst. 
Derg.” dir.
2. Derginin yayın dili Türkçe ve İngilizce’dir. Özetler Türkçe 
ve İngilizce yazılmalıdır. Başlıklar özetlerden önce verilmelidir. 
Dergide, tamamı veya bir kısmı başka bir yerde yayınlanmamış 
bilimsel araştırmalar ve derlemeler, kısa bilimsel çalışmalar ve 
orijinal araştırma özetleri yayınlanır. Derlemeler yazarın o ko-
nuda orijinal yayın ve araştırmalar yapmış olması ve yenilikleri 
içermesi durumunda kabul edilir.
3. Metin kısmı, Mirosoft Word ile A4 (210 x 297 mm) beyaz ka-
ğıda, 1.5 satır aralıklı; üst, alt ve sol kenarlarda 3 cm, sağ kenarda 
2 cm boşluk bırakılarak; 11 punto ve Times New Roman karak-
teri ile tek sütun halinde hazırlanmalı, şekil ve çizelgeler dahil 
makaleler en fazla 15, derlemeler en fazla 10 sayfa olmalıdır.
4. Yazılar elektronik ortamda e-posta ile gönderilmelidir. Ancak 
“Yayın Dilekçesi”, yazarlar tarafından imzalanan “Yayın Hakkı 
Devri Sözleşmesi” ve “Etik Kurul Onayı” posta ile gönderilme-
lidir. Yayın dilekçesi ve yayın hakkı devir sözleşmesi ıslak imzalı 
olmalıdır. 
5. Araştırma makalesi, Türkçe başlıktan sonra Türkçe özet; İngi-
lizce başlıktan sonra İngilizce özet, yazar/yazarların adları (Adı 
ve soyadı küçük harflerle), çalıştıkları kuruma ait bilgiler, Türkçe 
özet ve anahtar kelimeler, İngilizce özet ve anahtar kelimeler, 
Giriş, Materyal ve Metot, Bulgular, Tartışma ve Sonuç, Kay-
naklar şeklinde hazırlanmalıdır.
• Başlık; kısa ve açık olmalı, başlıkta geçen kelimelerin ilk harf-

leri büyük harfle yazılmalı, çalışmaya ilişkin açıklama ve dip-
not sayfanın alt kısmında gösterilmelidir.

• Yazar/yazarlar; ad ve soyadları ile belirtilmeli, ünvan kullanıl-
mamalı, yazar/yazarların çalıştıkları kuruma ait bilgiler so-
yadlarından hemen sonra numaralandırılarak belirtilmelidir.

• Türkçe ve İngilizce özet; en fazla 200 kelime olmalı, alt kısım-
larına Türkçe ve İngilizce anahtar kelimeler yazılmalıdır.

• Giriş; çalışma ile doğrudan ilgili kısa literatür bilgiler verilmeli 
ve son paragrafta çalışmanın amacı belirtilmelidir.

• Materyal ve Metot; anlaşılır biçimde kısa ve öz yazılmalı, ista-
tistik analizler hakkında bilgi verilmelidir.

• Bulgular; kısaca açıklanmalı, mümkün olduğunca bulgular 
çizelge ve şekillerle belirtilmeli ve çizelgeler sayfanın alt kıs-
mında yer almalı, kullanılan ondalık sayılar nokta ile ayrıl-
malı (1.23 gibi), çizelgelerde verilen rakamların metin içinde 
tekrarından kaçınılmalıdır. Çizelge başlıkları çizelgelerin üst 
kısmında, şekil-resim başlıkları şekil-resimlerin alt kısmında 
yer alacaktır.

• Tartışma ve sonuç; bulgular kendi içinde ve konuyla ilgili di-
ğer kaynaklardaki bulgular ile tartışılmalı ve yorumlanma-
lıdır.

• Kaynaklar bölümünde, kaynaklar listesi alfabetik ve kronolojik 
olarak sıralanmalı ve numaralanmalıdır. Metin içerisindeki 
kaynak, yazar soyadı yazılıp sıra numarası ile; cümle sonun-
da ise sadece sıra numarası ile köşeli parantez [ ] içerisinde 
yazılmalıdır. Cümle sonunda birden çok kaynak belirtilecek 
ise kaynak numaraları küçükten büyüğe doğru sıralanmalı-
dır. Metin içerisinde ikiden çok yazarlı kaynak kullanımların-
da ilk yazarın soyadı yazılmalı diğer yazarlar ise “ve ark.” (İn-
gilizce metinlerde “et al.”) kısaltması ile belirtilmelidir. Dergi 
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Eskişehir yöresi Türk Arap atlarında lavanta 
renkli tay sendromunun araştırılması

Muhammet Kaya1 , Tuğba Yıldız2 , Elif Günvar3 , Metin Taş4 

1,2,3,4 Eskişehir Osmangazi Üniversitesi, Ziraat Fakültesi, Tarımsal Biyoteknoloji Bölümü, Eskişehir

Geliş Tarihi / Received: 23.04.2019, Kabul tarihi / Accepted: 18.02.2020

Özet: Lavanta Renkli Tay Sendromu (Lavender Foal Syndrome-LFS) otozomal resesif kalıtım modeli gösteren bir 
genetik kusur olup, Arap atlarında nörolojik anormalliklere ve ekonomik kayıplara neden olmaktadır. Yürütülen araş-
tırmada, Eskişehir yöresindeki dokuz özel işletmeden alınan toplam 115 baş Arap atı materyalinde LFS mutant allellin 
varlığı araştırılmıştır. Genomik DNA kandan elde edilmiş ve LFS’den sorumlu mutasyonu içeren MYO5A gen bölge-
si Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yöntemi ile çoğaltılmıştır. PCR ürünleri Faul restriksiyon enzimi ile muamele 
edildikten sonra agaroz jel elektroforezde analiz edilmiştir. Heterozigot genotipte olanlar dizi analizi yöntemiyle 
teyit edilmiştir. Araştırmada, incelenen 115 baş Türk Arap atının LFS genetik kusuru bakımından mutant allele sahip 
olmadığı tespit edilmiştir. 
Anahtar kelimeler: Genetik kusurlar, LFS, PCR-RFLP, Türk Arap Atı

Investigation of lavender foal syndrome in Turkish 
Arabian horses in Eskisehir region

Abstract: Levander Foal Syndrome (LFS) is autosomal recessive hereditary disorder causing serious economic losses 
in Arabian horse breeding throughout the world. In this study, the presence of LFS genotypes was investigated in 
115 Turkish Arabian horse reared at nine different private farms in Eskisehir. Genomic DNA was obtained from blood 
and the MYO5A gene fragment which includes the mutation responsible for LFS were obtained by using Polymerase 
Chain Reaction (PCR). PCR products were analyzed by agarose gel electrophoresis after treatment with Faul restric-
tion enzyme. Heterozygous genotypes were confirmed by sequence analysis. In the study, it was detected that 115 
head Turkish Arabian horses examined did not have mutant alleles with respect to LFS genetic defect.
Key words: Genetic disorder, LFS, PCR-RFLP, Turkish Arabian horse

Giriş
Hayvan popülasyonların da görülen kalıtsal kusurlar 
araştırmacılar ve yetiştiriciler için önemli konulardan 
birisidir. Hayvan yetiştiriciliğinde suni tohumlamanın 
yaygınlaşması ile birlikte bazı kalıtsal kusurların po-
pülasyonlardaki frekansları artmıştır. Sığırlarda BLAD 
(Bovine leukocyte adhesion deficiency) taşıyıcısı 
olduğu sonradan belirlenen Osborndale Ivanhoe, 
Penstate Ivanhoe Star ve Carlin-M Ivanhoe Bell 
gibi damızlık boğaların suni tohumlamada kullanıl-
masıyla BLAD’ın Holstein sığır ırkı ve melezlerinde 
yayılmasında etkili olduğu bildirilmektedir [17]. Bu 
nedenle, hayvan yetiştiriciliğinde kalıtsal kusurların 
moleküler temellerinin belirlenmesi çok önemlidir. 
Atlarda 232 genetik bozukluk ile özellik tanımlanmış 
ve bunlardan 44’üne neden olan mutasyonlar tespit 
edilerek kalıtım modelleri belirlenmiştir [18]. Bu ka-
lıtsal kusurlardan bazıları sadece belli ırk ve melez-
lerinde gözükmektedir. Kalıtsal kusurlara sebep olan 
mutasyonların moleküler tanı yöntemleri üzerinde 
çalışmalar yürütülmektedir. 

Lavanta Renkli Tay Sendromu (LFS) Arap atları 
ve melezlerinde görülen kalıtsal bir hastalıktır [4]. 
LFS, Arap atlarında görülen açık deri rengi ile iliş-
kili nörolojik bir durumdur. Taylar açık deri rengi ile 
doğmaktadır ve deri rengi gümüş, kalay, lavanta ya 
da pembe görünebilir. Hastalıklı taylarda doğumdan 
sonra görülen nörolojik anomaliliklerde çeşitlilik, 
kesikli ya da sürekli opisthotonus da dahil olmak 
üzere, bacaklarda aralıklı kürek çekme hareketi, ba-
caklarda ekstansör kas sertliği, gözlerde şaşılık gö-
rülmektedir. Taylar yanal yatar pozisyondan kendi-
lerini düzeltemezler. Klinik bulguların şiddeti ve ka-
lıcılığı göz önüne alındığında bu durumun tedavisi 
olmadığından dolayı taylar doğumdan kısa bir süre 
sonra ötenazi edilmektedir [19, 10]. LFS, ilk olarak 
Mısır Arap atlarında teşhis edilmiştir [4].  LFS’li tay-
larda Miyosin 5A (MYO5A) geninin 30.-ekzonun 148. 
nükleotidi olan sitozin (C) bazı delesyonunun has-
talığa sebep olduğu belirlenmiştir. LFS otozomal re-
sesif kalıtım modeline sahiptir. MYO5A geni vesikül 
trafiğinden sorumlu olan miyosin-5a protein üreti-
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minden sorumludur [6]. Vesikül trafiği melanosit ve 
nöronlarda, dolayısıyla açık deri rengi ve nörolojik 
anormalliklerde önemlidir. MYO5A genindeki mu-
tasyonların insanlarda Griscelli Sendromuna sebep 
olduğu rapor edilmiştir; bu hastalık hipopigmentas-
yon, nörolojik anormallikler ve immün eksikliği ile 
özdeşleşmiştir [6, 20]. 

Moleküler tanı teknikleri, kalıtsal hastalıktan 
sorumlu mutasyonun belirlenmesi esasına dayalı 
yöntemlerdir. LFS kalıtsal kusuruna sebep olan mu-
tasyonun tespit edilmesinden sonra moleküler test 
geliştirilmiştir [6]. Yapılan genetik analizler sonucu 
mutant allelere sahip atlar yetiştiricilik programın-
dan çıkartılarak bu genetik kusurların yeni nesillere 
taşınması engellenebilir. Mısır kökenli Arap atlarında 
bulunduğu tespit edilen LFS kalıtsal kusuruna Mısır 
[1], Güney Afrika [21], ABD [6] ve Hırvatistan’da [8] 
yetiştirilen Arap atlarında farklı frekanslarda hete-
rozigot genotipli atlar belirlenmiş ancak Ortadoğu 
[12] ve Türkiye’de [5] yürütülen çalışmalarda mutant 
allel taşıyan atlara rastlanılmamıştır. 

Türkiye’de yetiştirilen sığırlarda genetik hasta-
lıkların belirlenmesine yönelik çalışmalar fazlaca bu-
lunurken atlarda rastlanan kalıtsal hastalıkları araş-
tıran sadece bir araştırma vardır ve bu çalışmada 
kamu işletmelerinde yetiştirilen Arap atlarında LFS 
mutant allelin varlığına rastlanılmamıştır [5]. Yapılan 
araştırmada, Eskişehir İli Mahmudiye ilçesinde bu-
lunan çeşitli özel işletmelerde yetiştirilen Arap atla-
rında LFS geni mutant alleli varlığının PCR-RFLP ve 
DNA dizi analizi yöntemleri kullanılarak incelenmesi 
amaçlanmıştır.

Materyal ve Metot
Hayvan materyali
Hayvanlar üzerinde yapılan tüm işlemler ESOGÜ 
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun 06.08.2015 
tarih ve 466-1 sayılı kararı doğrultusunda gerçek-
leştirilmiştir. Araştırmada, Eskişehir İli Mahmudiye 
ilçesinde bulunan dokuz farklı özel işletmelerde ye-
tiştirilen toplam 115 Arap atına ait kan örnekleri ma-
teryal olarak kullanılmıştır.

Yöntem
Çalışmada kullanılan kan örnekleri 10 ml’lik 
EDTA’lı tüplere, steril ve tek kullanımlık enjektör-
ler ile Arap atlarının vena jugularislerinden alın-
mış ve laboratuvara soğuk zincir içinde taşınmıştır. 
Eskişehir Osmangazi Üniversitesi Ziraat Fakültesi 
Tarımsal Biyoteknoloji Bölümü Moleküler Genetik 
Laboratuvarı’nda yürütülen bu çalışmada toplam 

gDNA,  Meydan [16] tarafından bildirilen DNA izo-
lasyon protokolü kullanılarak izole edilmiştir. 

Araştırmada, LFS genetik kusuruna neden olan 
mutasyonun meydana geldiği gen bölgesinin ço-
ğaltılması amacıyla Brooks ve ark. [6]’un geliştirdi-
ği PCR-RFLP yöntemi için dizayn ettiği primerler (F: 
5’ CAG GGC CTT TGA GAA CTT TG 3’ ve R: 5’ CAG 
CCA TGA AAG ATG GGT TT 3’) kullanılmıştır. 25 ul 
PCR reaksiyonu 50-100 ng gDNA, 10 X Taq polime-
raz tamponu, 1.5 mM MgCl2, 2.5 mM dNTP karışı-
mı, 0.5 U Taq DNA polimeraz (Promega, Madison, 
Wisconsin, USA) ve 5 pmol her bir primeri içer-
mektedir. PCR reaksiyonu 94ºC’de 3 dak, 33 döngü 
(94ºC-30 sn, 60ºC-30 sn, 72ºC-30 sn) ve son uzama 
olarak 72 ºC- 5 dak yapılarak tamamlanmıştır. PCR 
ürünlerinin %2’lik agaroz jelde kontrolünden sonra 
Fau l (New England Biolabs, MA, ABD) kesim enzi-
mi ile 55°C’de 1 saat inkübasyona tabi tutulmuştur. 
İnkübasyon sonrası kesim ürünlerinin kontrolü ya-
pılırken %2’lik agaroz jeli kullanılmıştır. PCR-RFLP 
analizi sonucu heterozigot olarak belirlenen tüm ör-
nekler ile normal olan (n=5; rasgele seçilen) örnekler 
aynı primerler kullanarak DNA dizi analizi yapılmıştır. 
PCR ürünlerinin temizliği ve DNA dizileme uygula-
maları hizmet alımı şeklinde yapılmıştır. Bu işlemler 
yürütülürken PCR ürünü temizleme PCR clean-up 
(Macherey-Nagel, Almanya) adlı kit ve DNA dizi 
analiz BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit adlı ticari kitle ABI 310 Genetik Analiz Cihazında 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, ABD) uygu-
lanmıştır. DNA sekansları MEGA X programı [13] ile 
analiz edilmiştir. 

Bulgular
Eskişehir yöresi Arap atı popülasyonlarında LFS 
hastalığına sebep olan MYO5A genindeki mutant 
allelin varlığını araştırmak için PCR-RFLP ve dizi 
analizi yöntemleri kullanılmıştır. Bu amaçla Eskişehir 
Mahmudiye yöresinde bulunan özel işletmelerinde 
yetiştirilen 115 kısrak ve aygırdan alınan kan örnek-
leri kullanılmıştır. Brooks ve ark. [6]  tarafından geliş-
tirilen yönteme uygun olarak elde edilen 765 bç bü-
yüklüğündeki PCR ürünleri FauI kesim enzimi ile mu-
amele edilmiştir. PCR ürünlerinin restriksiyon enzimi 
ile muamele edildikten sonra meydana gelen geno-
tiplerin %2’lik agaroz jel üzerindeki görüntüsü Şekil 
1’de verilmiştir. PCR ürünlerinin FauI kesim enzimi ile 
muamelesi sonucunda; LFS mutant alleli taşımayan 
normal genotipteki (+/+) atlar 386 bç, 289 bç ve 90 
bç’lik bant modeline, LFS mutant alleli bakımından 
homozigot genotipe (-/-) sahip olan hasta atlar 476 
bç ve 289 bç’lik bant modeline sahipken LFS mutant 
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alleli bakımından heterozigot genotipe (+/-) sahip 
olan taşıyıcı atlar ise 476 bç, 386 bç, 289 ve 90 bç’lik 
bant modeline sahiptirler [6]. Bant modellerinde tes-
pit edilen bu farklılıklara dayanarak normal ve LFS 
taşıyıcı atların genotipleri belirlenmiştir. PCR-RFLP 
analizinde kullanılan FauI kesim enzimi star aktivite 
gösterme ihtimalinin yüksek olmasından dolayı [5] 
analiz sonuçlarının doğruluğu dizi analizi yöntemi ile 

teyit edilmiştir (Şekil 2). Yürütülen PCR-RFLP analizi 
sonucunda 115 Arap atı arasında 38 Arap atının LFS 
kalıtsal kusuru bakımından heterozigot genotip ol-
duğu görülmüştür. PCR-RFLP sonucunda belirlenen 
heterozigot genotipler ile rastgele seçilen normal 
genotipli örnekler dizi analizi yapılmış hiçbir örneğin 
mutant alleli taşımadığı belirlenmiştir.

Şekil 1. LFS PCR ürünlerinin FauI enzimi ile kesimi sonucunun  % 2’lik agaroz jelindeki görünümü (M, 100 bç 
Fermentas® GeneRuler DNA marker).

Şekil 2. LFS kusuruna neden olan delesyonun (C işaretli) yer aldığı DNA dizi sekansı.

Tartışma ve Sonuç
Eskişehir yöresi özel işletmelerinde yetiştirilen Arap 
atlarında LFS kalıtsal kusuruna neden olan MYO5A 
geni mutant alleli PCR-RFLP ve dizi analizi yöntem-
leri kullanarak incelenmiştir. Türk Arap atı yetiştiricili-
ği için önemli bir yer olan Eskişehir ilinde bazı özel at 
işletmelerinde yetiştirilen Arap atlarının LFS kalıtsal 
kusuru bakımından ari popülasyonlar olduğu orta-
ya konmuştur.  Türkiye’de 2019 yılı verilerine göre 
136.209 at yetiştirildiği ancak bunların ne kadarının 
Arap atı ırkına ait olduğu bilinmemektedir [25]. Tarım 
ve Orman Bakanlığı verilerine göre Bursa ilinde 1.967 

[7], Malatya ilinde 1.279 [15] baş at bulunurken, 
Eskişehir ilinde 1.698 [9] baş Arap atı bulunmaktadır.  
Türkiye Tarım İşletmeleri Genel Müdürlüğü (TİGEM)’e 
ait işletmelerde (Mahmudiye’de 281, Karacabey’de 
389 ve Sultansuyu’nda 279 olmak üzere) toplam 949 
baş damızlık Arap atı yetiştirilmektedir [23]. 2013 yı-
lında yapılan at yarışları incelendiğinde TİGEM’lerde 
yetişmiş at oranı %29 iken, daha önceki yıllara göre 
karşılaştırıldığında bu oranın azaldığı bildirilmekte-
dir. Bu durum özel işletmelerde yetiştirilen at sayı-
sının artarak sürdürüldüğünü göstermektedir [23]. 
TİGEM’e bağlı çeşitli kamu işletmelerde yetiştirilen 
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239 Arap atı ile yapılan çalışmada PCR-RFLP ana-
lizinde heterozigot bulunan bireylerin dizi analizi 
sonucunda normal genotipte oldukları belirlenerek 
benzer sonuç alınmıştır [5]. Yürütülen araştırma ile 
Eskişehir yöresindeki özel işletmelerde, Bilgen ve ar-
kadaşlarının [5] yaptığı araştırmada ise Türkiye kamu 
kurumlarında (Eskişehir, Bursa ve Malatya) yetiştiri-
len Arap atlarını incelenmiş ve araştırılan Türk Arap 
atlarında LFS mutant allelinin olmadığı tespit edil-
miştir. 

Türkiye’de yetiştirilen atların genetik hasta-
lıklarının taranması ve kontrolü hakkındaki veriler 
yetersizdir. Türk Arap atların kalıtsal hastalıklarını 
araştıran bu çalışma dışında sadece bir araştırma 
[5] bulunmaktadır. Amerika, Avustralya, İngiltere vb. 
gelişmiş ülkelerde oldukça kısa sürede güvenilir so-
nuçlar veren rutin DNA testleri profesyonel at ye-
tiştiriciliğinde kalıtsal hastalıkların tanımlanması için 
kullanılmaktadır [14, 2, 22]. Yapılan genetik analizler 
sonucu kalıtsal hastalıklara sahip atlar yetiştiricilik 
programından çıkarılmaktadır. Böylelikle, bu genetik 
kusurların yeni nesillere aktarılması engellenmekte-
dir.

Türkiye’de yapılan iki araştırma sonucu diğer ül-
kelerde yapılan çalışmalarla karşılaştırıldığında Türk 
Arap atlarında LFS kalıtsal kusuruna henüz rastlanıl-
mamıştır. Diğer ülkelerde yapılan farklı çalışmalarda 
[6, 21, 8, 11, 3] heterozigot bireyler tespit edilmiştir. 
Brooks ve ark. [6] yaptıkları araştırmada altı LFS has-
tası taylarda Miyosin 5A (MYO5A) genin 30. ekzonu 
148. nükleotidinde sitozin (C) bazının delesyonun 
taylarda LFS hastalığına sebep olduğunu belirlemiş 
ve bu delesyonu tespit edecek PCR-RFLP testini ge-
liştirmiştir. 114 baş Arap atının incelendiği çalışmada 
58 baş Mısır Arap atından altısının (%10.3) ve 56 baş 
Mısır kökenli olmayan Arap atı arasından da bir atın 
heterozigot genotipte olduğu (%1.8) tespit edilmiş-
tir [6]. Avrupa’da yapılan ve birbiri ile akraba olma-
yan 215 Arap atının yanında 78 Thoroughbred ve 30 
Standardbred ırkı atın da kullanıldığı başka bir çalış-
mada PCR-RFLP tekniği kullanılarak yedi Arap atının 
MYO5A delesyonu için heterozigot ve LFS taşıyıcısı 
olduğu (0.016) belirlenmiştir. Diğer ırklarda LFS mu-
tant alleline rastlanılmamıştır [11]. Güney Afrika’da 
yapılan bir çalışmada Arap atları için 2004 sezonun-
da LFS taşıyıcı atların prevelansı %13.3 iken 2009 yılı 
sezonunda %11.7 tespit edilmiştir [21]. Yapılan tica-
ri test sonuçlarında Mısır Arap atı popülasyonunda 
%10 civarında heterozigot at olduğu bildirilmektedir 
[3]. Hırvatistan’da toplam 618 Arap atı bulunduğu-
nun bildirildiği ve 3 farklı Arap atı popülasyonunda 
100 örnekle yapılan başka bir çalışmada sadece bir 

popülasyonda 5 heterozigot at (%5) tespit edilmiştir 
[8]. 

LFS kalıtsal kusuru moleküler yapısının belir-
lenmesinden sonra yapılan çalışmalarda LFS mu-
tant alleli Mısır [1], Güney Afrika [21], ABD [6, 24] 
ve Hırvatistan’da [8] yetiştirilen Arap atlarında gö-
rülmüş ancak Türkiye [5] ve Ortadoğu’da [12] ye-
tiştirilen Arap atlarında tespit edilmemiştir. LFS gibi 
kalıtsal kusurların populasyonlarda olmadığını gös-
teren çalışmalar Türk Arap atlarının değerini artıra-
caktır. Bu durumun korunması ve sürdürülmesi için 
Türkiye’ye ithal edilecek aygır spermalarının genetik 
hastalıklardan ari olması ilgili talimatlarda belirtil-
mektedir [24].

Sonuç olarak, LFS kalıtsal kusurunun Türkiye’de 
yetiştirilen Arap atlarında bulunmadığı, yetiştirilen 
tüm damızlık Arap atlarında ve ithal edilen sperma-
ların genetik hastalıklar bakımından taranmasında 
yarar vardır. Kalıtsal kusurların belirlenmesinde DNA 
tabanlı moleküler tanı yöntemlerinden yararlanma 
oranı arttıkça genetik kusurlardan ari popülasyon-
ların korunmasındaki başarı da o oranda artacaktır.
Teşekkür: Bu çalışmanın bir kısmı TÜBİTAK 2209-
A Üniversite Öğrencileri Yurtiçi Arş. Destekleme 
Programı (Proje No: 1919B011502601 - TY) tarafın-
dan desteklenmiştir.
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Özet: Bu araştırma ticari koşullarda yetiştirilen etlik piliçlerde iki farklı barındırma sıklığının ortalama canlı ağırlığı, 
piliç başına ortalama yem tüketimi, yem dönüşüm oranı, ölüm oranı ve ayak taban yangısı üzerine etkisini belirle-
mek amacıyla yapılmıştır. Ross 308 ırkı civcivler iki kümeste 39 kg/m2 ve 34 kg/m2 barındırma sıklığında 3 yetiştirme 
dönemi boyunca incelenmiştir. Piliçlerin 41 günlük besi dönemi sonunda, 39 kg/m2‘deki piliç başına ortalama yem 
tüketimi (P<0.01), yem dönüşüm oranı (P<0.01) ve ölüm oranının (P<0.05) daha yüksek, ortalama canlı ağırlığın ise 
34 kg/m2’deki piliçlerden daha düşük olduğu tespit edilmiştir (P<0.01). Ayak taban yangısı bakımından iki barındırma 
sıklığı grubu arasında önemli bir farklılık olmadığı (P>0.05) fakat barındırma sıklığı grupları içinde bu farkın önemli 
olduğu belirlenmiştir (P<0.001). Araştırma bulguları doğrultusunda, çevre denetiminin iyi olduğu ticari kümeslerde, 
39 kg/m2 barındırma sıklığında yetiştirilen piliçlerde 34 kg/m2’ye göre besi performansı ve ölüm oranının olumsuz 
etkilenmesine karşın kabul edilebilir düzeyde olduğu sonucuna varılmıştır. 
Anahtar kelimeler: Ayak taban yangısı, barındırma sıklığı, besi performansı, etlik piliç, ölüm oranı 

The effect of two different stocking density in broiler chicken on 
fattening performance, mortality rate and foot pad dermatitis

Abstract: This study was carried out to determine the effect of two different stocking densities on average live 
weight, average feed consumption per chicken, feed conversion ratio, mortality rate and foot pad dermatitis of 
broiler chickens under commercial conditions. Ross 308 chickens were placed in two different densities as 39 kg/m² 
and 34 kg/m² into two poultry house and investigated throughout three fattening periods. Average feed consump-
tion per chicken (P<0.01), feed conversion ratio (P<0.01) and mortality rate of 39 kg/m² density group (P<0.05) 
were higher than that 34 kg/m² density group at the end of the 41 days fattening period. Average live weight of 
34 kg/m² density group was higher than that 39 kg/m² density group (P<0.01). There was no significant differ-
ence between the two stocking density groups (P>0.05), but there was a significant difference within the groups 
(P<0.001) in terms of foot pad dermatitis. According to the research findings, it was concluded that although the 
fattening performance and mortality rate were negatively affected in density group of 39 kg/m² compared to that of  
34 kg/m2, but it was acceptable in commercial poultry houses with good environmental control.
Key words: Foot pad dermatitis, stocking density, fattening performance, broiler chicken, mortality rate.

Giriş
Etlik piliçlerin kümes içindeki yoğunluğunun, besi 
performansı, hayvan refahı ve işletme karlılığına 
önemli etkileri vardır [9, 23]. Canlı ağırlık artışı [14, 
19], ayak tabanı yangısı [21], karkas kalitesi [20] ve 
ölüm oranı [9] gibi özellikler etlik piliçlerin kümes 
içindeki sıklığının artmasından olumsuz etkilenir. 
Çünkü barındırma sıklığının artmasıyla altlık kalitesi 
[23], barınak içi hava sıcaklık ve nem değerleri [7] 
ve hayvan davranışları [9] olumsuz etkilenmektedir. 
Kümes içinde hayvan başına ayrılan alan arttığında 
ise yem dönüşüm oranı, ölüm oranı ve karkasta is-
tenmeyen çiziklerin azaldığı, beden ağırlığı ve göğüs 
et miktarının arttığı bildirilmiştir [1]. 

Kümes içinde tavsiye edilen piliç başına ayrıl-
ması gerekli minimum barındırma sıklığı ile ilgili 
değerler değişkendir. Kümes içinde etlik piliçlere 
ayrılması gerekli minimum alan piliçlerin besi sonu 
ağırlığına göre 33 kg/m² olarak belirlenmiş, fakat 
kümes içi çevresel koşulların karşılandığı ve idarenin 
iyi olduğu kümeslerde 39 kg/m² hatta 42 kg/m²’ye 
kadar izin verilebileceği bildirilmiştir [5, 8, 21]. Bunun 
yanı sıra SCAHAW [17] tarafından barındırma sıklığı-
nın 30 kg/m²’yi, FAWC [6] tarafından ise 34 kg/m2’yi 
aşılmaması tavsiye edilmiştir. Bu sınırlamalara karşın 
gerek Türkiye, gerekse de diğer ülkelerdeki etlik piliç 
işletmelerinde daha çok gelir elde etmek amacıyla 
kümes içi hayvan yoğunluğu sıkça aşılmakta ve so-
runlar oluşmaktadır. Kümes içi barındırma sıklığı ile 
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ilgili yapılan çalışmalar incelendiğinde çalışmaların 
çoğunun deneysel kapsamda, az sayıda örnekler 
düzeyinde yapıldığı, ticari işletme koşullarında yapı-
lan araştırma sayısının çok az olduğu belirlenmiştir. 

Bu araştırma ticari koşullarda yetiştirilen etlik 
piliçlerin besi performansı, ölüm oranı ve ayak taban 
yangısı üzerine iki farklı barındırma sıklığının etkisini 
belirlemek amacıyla yapılmıştır. 

Materyal ve Metot
Bu araştırma Samsun’un Ondokuz Mayıs ilçesindeki 
özel bir firmaya ait olan, iki adet kümese yerleştiri-
len Ross 308 hattı etlik piliçler üzerinde üç tekrarla 
yürütülmüştür. Araştırmaya 2018 Eylül ayında baş-
lanmış, her iki kümeste de besi süreleri arasında 
10’ar gün ara verildikten sonra besiye devam edil-
miştir. Aynı firmaya ait birbirinin aynısı olan 195 m 
x 10 m boyutlarındaki (1950 m²) iki adet kümesin 
birine ardışık besi sürelerinde 35378 (±79.91) adet 
(18.14±0.04 piliç/m²) diğerine ise 29993 (±98.21) 
adet (15.38±0.052 piliç/m²) civciv yerleştirilmiştir. 
Her iki kümeste de yemlik ve suluklar aynı dizayn-
da yerleştirilmiştir. Piliç başına düşen yemlik ve su-
luk uzunluğu her iki kümeste de sabit olup yuvarlak 
tip yemlikte en az 2.5 cm, 8-10 pilice bir adet ni-
pel suluk olacak şekilde ayarlanmış, yem ve su ad 
libitum olarak sağlanmıştır. Ortalama besi dönemi 
barındırma sıklığı yüksek ve düşük kümesler için sı-
rasıyla 41.91 (±0.36) gün ve 41.70 (±0.20) gün ola-
rak belirlenmiştir. Etlik piliçlere besi boyunca ilk 11 
gün başlangıç (HP: %23.5; ME: 2850 kcal/kg), 12-22 
günler arasında büyütme (HP: %22; ME: 2950 kcal/
kg) ve kesime gönderilinceye kadar bitiş (HP: %20; 
ME: 3010 kcal/kg) olmak üzere 3 farklı yem verilmiş-
tir. Birbirinin aynısı her iki kümeste de sıcaklık, nem 
ve havalandırma otomatik olarak kontrol edilmiştir. 
Kümeslerin sıcaklıkları ilk hafta 32°C’ye ayarlanmış, 
3. haftanın sonunda 24°C’ye düşürülmüş ve piliçle-
rin çıkışına kadar bu sıcaklıkta çalışmaya devam edil-
miştir. Havalandırma oranı ve bağıl nem oranı her iki 
kümeste sırasıyla 2 m3/h/kg canlı ağırlık ve %65 ola-
rak ayarlanmıştır. Çalışma boyunca her gün 24 saat 
aydınlatma sağlanmıştır. Beton olan her iki kümesin 
zeminine kümes boyunca 7’şer cm kaba talaş seril-
miş her besi döneminden sonra altlık değiştirilmiştir. 
Araştırma boyunca etlik piliçlerin kümes içinde yo-
ğunluğunu etkileyecek uygulama yapılmamıştır.

Ölçüm ve Değerlendirmeler
Kümeslerin yemlikleri tamamen doldurulmuş ve 
haftalık olarak kümeslere göre tüketilen yem mikta-
rı ve günlük olarak ölen piliç sayıları kaydedilmiştir. 
Kesim günü kesimhanede barındırma sıklığı gru-

buna göre nakil aracına yüklenen piliçlerin toplam 
ağırlığı piliç sayısına bölünerek besi sonu ortalama 
canlı ağırlığı olarak kaydedilmiştir. Kümesten çıkan 
piliçlerin toplam ağırlığı kümesin alanına bölüne-
rek metrekare başına düşen ortalama canlı ağırlık 
olarak hesaplanmış ve bu değerler 39.55±0.14 ve 
34.22±0.18 kg/m² olarak belirlenmiştir. Toplam tü-
ketilen yem miktarı toplam ağırlık artışına bölünerek 
yem dönüşüm oranı hesaplanmıştır. Piliç ayaklarının 
lezyonlarının skorlaması Martrenchar ve ark. [12]’nın 
yöntemine göre yapılmıştır. Buna göre kesimhanede 
uzman üç personel tarafından, her barındırma sıklığı 
grubu için rastgele seçilen 150 örnek olmak üzere 
üç tekrar için toplam 900 etlik pilicin ayak tabanı ve/
veya parmaklarındaki lezyonun varlığı veya yoklu-
ğuna göre makroskobik olarak değerlendirme ya-
pılmıştır. Bu değerlendirmede lezyon yoksa Skor 0, 
lezyon ayak tabanının %25’ine kadar yayılmışsa Skor 
1; lezyon ayak tabanının %25-50’si arasındaysa Skor 
2; lezyon %50’den fazla ve/veya ayak parmaklarına 
da yayılmışsa Skor 3 olarak skorlama yapılmıştır. 

İstatistiksel Analiz
Bu araştırmada iki farklı barındırma sıklığına ait 
besi performans özelliklerinin karşılaştırılmasında 
bağımsız iki örnek t testi, iki barındırma sıklığı gru-
bu arasında ayak taban yangılarına ait skorların ve 
ölüm oranlarının karşılaştırılmasında Mann Whitney 
U testi, barındırma sıklığı grupları içinde ayak taban 
yangılarına ait skorların karşılaştırılmasında ise Ki-
Kare testi, kullanılmıştır. İstatistiksel analizde SPSS 
21.0 [22] istatistik programından yararlanılmıştır.

Bulgular
Etlik piliçlerin iki barındırma sıklığına ait bazı besi 
performansı ve ölüm oranı değerleri Tablo 1’de veril-
miştir. Ortalama canlı ağırlık değeri 39 kg/m2 barın-
dırma sıklığı grubunda, 34 kg/m2 grubundan daha 
az bulunmuştur (P<0.01). Piliç başına ortalama yem 
tüketimi (P<0.01), yem dönüşüm oranı (P<0.01) ve 
ölüm oranı (P<0.05) 39 kg/m2 barındırma sıklığı gru-
bunda daha fazla bulunmuştur.

Barındırma sıklığı grupları arasında ve içinde 
ayak taban yangılarına ait skorların karşılaştırılması 
Tablo 2’de verilmiştir. Buna göre barındırma sıklığı 
grupları arasında önemli bir fark olmadığı belir-
lenmiştir (P>0.05). Diğer taraftan, barındırma sık-
lığı grupları içinde ayak taban yangı skorları ara-
sında önemli farklılık bulunduğu tespit edilmiştir 
(P<0.001). Her iki barındırma sıklığında da Skor 2’de 
en çok, Skor 0 ve Skor 3’de en az sayıda etlik pilicin 
olduğu saptanmıştır.
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Tablo 1. Barındırma sıklığı gruplarına ait bazı besi performansı özellikleri değerleri ( xSX ± ), ölüm oranları ve önemlilik düzeyleri. 
Özellikler Barındırma sıklığı (39 kg/m2) Barındırma sıklığı (34 kg/m²) Önemlilik
Toplam hayvan sayısı (adet) 35378±79.91 29993±98.21 ***
Ortalama canlı ağırlık (g) 2315±9.33 2348±7.09 **
Toplam yem tüketimi (kg) 135689±308.52 108460±530.76 ***
Piliç başına ortalama yem tüketimi (g/adet) 4073±6.17 3816±32.72 **
Yem dönüşüm oranı 1.75±0.007 1.62±0.016 **
Ölüm oranı (%) 5.85 5.25 *

*: P<0.05, **: P<0.01, ***: P<0.001

Tablo 2. Barındırma sıklığı grupları arasında ve içinde ayak taban yangılarına ait skorların karşılaştırılması ve önemlilik düzeyleri.

Barındırma Sıklığı Skor 0
(n) (%)

Skor 1
(n) (%)

Skor 2
(n) (%)

Skor 3
(n) (%) Toplam Önemlilik

39 kg/m² 23c 5.11 140b 31.11 219a 48.67 68c 15.11 450 ***
34 kg/m² 26c 5.78 113b 25.11 270a 60.00 41c 9.11 450 ***
Önemlilik ö.d. ö.d. ö.d. ö.d.

a, b, c: Aynı satırda farklı harfle gösterilen skor değerleri önemli derecede farklıdır (P<0.05).
***: P<0.001, ö.d.: Önemli değil.

Tartışma ve Sonuç
Kümes içi barındırma sıklığı etlik piliçlerin besi per-
formansını etkileyen en önemli çevre faktörlerinden 
birisidir. Bu araştırmada 39 kg/m² ve 34 kg/m² barın-
dırma sıklığında kümese yerleştirilen etlik piliçlerin 
ortalama besi dönemi sonu canlı ağırlık değerleri 
arasındaki farkın önemli olduğu tespit edilmiştir. Ya-
pılan araştırmaların çoğunda da yüksek barındırma 
sıklığında bulunan etlik piliçlerin besi dönem sonu 
canlı ağırlığı, düşük barındırma sıklığında bulunan-
lardan daha az olduğu bildirilmiştir [14, 16, 19, 20, 
23]. Mortari ve ark. [16], Mendes ve ark. [14] ve Skr-
bic ve ark. [19] tarafından yüksek barındırma sıklığı-
nın etlik piliçlerin besi sonu ortalama ağırlık değeri-
ne olumsuz etkide bulunduğu bildirilmiştir. Yapılan 
bir araştırmada [20] etlik piliçlere kümes içinde 10, 
13 ve 16 piliç/m² olmak üzere 3 farklı barındırma 
sıklığı uygulanmış ve araştırma sonucunda düşük 
sıklıkta barındırmanın ağırlık artışı ve besi sonu or-
talama canlı ağırlığına katkısının olumlu olduğu bil-
dirilmiştir. Petek ve ark. [23] tarafından 15 piliç/m² ve 
19 piliç/m² barındırma sıklığındaki piliçlerden elde 
edilen besi sonu canlı ağırlık ortalamaları arasında 
farkın önemli olduğu bildirilmiştir. Diğer taraftan 
barındırma sıklığının canlı ağırlığa etkisi ile ilgili ya-
pılan bir araştırmada [24] ise 15 piliç/m² ve 20 piliç/
m² olmak üzere iki barındırma sıklığında yetiştirilen 
piliçlerin besi dönemi sonu ortalama canlı ağırlık de-
ğerleri arasında istatistiksel bakımdan fark olmadığı 
bildirilmiştir. Bizim araştırma sonucumuz Thomas ve 
ark. [24]’nın araştırma sonucundan farklıdır. 

Petek ve ark. [23] tarafından barınak içinde 15 
piliç/m² ve 18 piliç/m² barındırma sıklığında yetiş-
tirilen piliçlerde yem dönüşüm oranlarının sırasıyla 
1.59 ve 1.71 olduğu belirtilmiştir. Thomas ve ark. 
[24] tarafından 15 piliç/m² ve 18 piliç/m² yoğunlukta 
barındırılan piliçlerin yem dönüşüm oranları sırasıyla 
1.718 ve 1.750 olarak bildirilmiştir. Bu araştırıcıların 
[23, 24] sonucuna benzer olarak bu araştırmada da 
barındırma sıklığı artınca yem dönüşüm oranı art-
mıştır. Bazı çalışmalarda ise yüksek barındırma sıklı-
ğında yem dönüşüm oranının, düşük barındırma sık-
lığında yetiştirilenlerden daha az olduğu bildirilmiş-
tir [4, 11, 19]. Besi sonu canlı ağırlık ve yem dönüşüm 
oranları ile ilgili olarak, bizim araştırma sonuçlarımız 
ile bazı çalışmalar arasındaki bu farklılık, araştırma-
larda kullanılan etlik piliç hatlarının değişken olma-
sından kaynaklanmış olabileceği düşünülmektedir.

Bu araştırmada ölüm oranı, 39 kg/m² barındır-
ma sıklığındaki etlik piliçlerde 34 kg/m² barındırma 
sıklığındakilerden daha fazla bulunmuştur. Hall [9] 
tarafından yüksek kapasiteli (120 000 adet piliç) kü-
meslerde iki farklı barındırma sıklığında (34 kg/m2 

ve 40 kg/m²) yetiştirilen etlik piliçlerin ölüm oran-
ları karşılaştırılmış ve araştırma sonucunda 40 kg/
m²’de ölüm oranının daha fazla olduğu bildirilmiştir. 
Bizim araştırmamızdaki ölüm oranı ile ilgili araştır-
ma sonucu Hall [9]’in araştırma sonucuna benzerdir. 
Diğer taraftan Thomas ve ark. [24] tarafından 15 pi-
liç/m² ve 20 piliç/m² barındırma sıklıklarında ölüm 
oranları sırasıyla %4.3 ve %3.8 olarak bildirilmiştir. 
Shanawayn [18], Cravener ve ark. [2] ve Martrenchar 
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ve ark. [13] tarafından düşük ve yüksek barındırma 
sıklıklarında yapılan araştırmalarda ölüm oranla-
rı arasında farklılığın önemsiz olduğu bildirilmiştir. 
Ölüm oranları ile ilgili bizim araştırma sonucumuz 
bu araştırıcıların sonuçlarından farklıdır [2, 13, 18, 
24]. Bu farklılık örnek büyüklüğünün artması ile hay-
van davranışlarındaki değişimle korku davranışının 
artması ve boğulma riskinin büyük sürülerde fazla 
olmasından kaynaklanmış olabilir.

Bu araştırmada iki farklı barındırma sıklığı gru-
bu arasında yapılan karşılaştırmada piliçlerin ayak 
taban yangıları arasında önemli bir farkın bulunma-
dığı belirlenmiştir. Fransa’da 50 etlik piliç kümesinde 
yapılan araştırmada [12] altlık ve hava kalitesinin iyi 
olması koşuluyla barındırma sıklığı ile ayak taban 
yangısı arasında ilişkinin bulunmadığı bildirilmiştir. 
Diğer iki araştırmada da [3, 10] barındırma sıklığının 
artması ile ayak tabanı yangısında önemli bir farklılık 
olmadığı bildirilmiştir. Bizim araştırma sonucumuz 
bu araştırma sonuçlarına benzerdir [3, 10, 12]. Fakat 
bazı araştırıcıların sonuçları ile farklılık göstermekte-
dir [9, 21, 23, 24]. Bu farklılığın kümes içinde altlık, 
hava kalitesi, sıcaklık ve nem değerleri gibi bakım 
ve idare koşullarının farklılığından ileri gelebilece-
ği düşünülmektedir. Araştırmada barındırma sıklığı 
grupları içindeki ayak taban yangı skorları arasındaki 
farklılık ise önemli bulunmuştur. Her iki barındırma 
sıklığı grubunda da Skor 2’de en çok, Skor 0 ve Skor 
3’de en az sayıda etlik pilicin olduğu gözlemlenmiş-
tir. Spindler ve Hartung [21] tarafından yapılan araş-
tırmada 33, 39 ve 42 kg/m² yoğunlukta barındırılan 
30, 34 ve 40 güne kadar büyütülen piliçlerde ayak 
tabanındaki lezyonun yaygınlığının arttığı yani Skor 
0’dan Skor 2‘e doğru etkilenen piliç sayısının arttığı 
ve aradaki farkın önemli olduğu bildirilmiştir. Bizim 
araştırma sonucumuz Spindler ve Hartung [21] tara-
fından bildirilen sonuca benzerdir. 

Sonuç olarak, bu araştırma iki farklı barındırma 
sıklığının (34 ve 39 kg/m²) piliçlerin besi sonu ortala-
ma canlı ağırlığı, piliç başına ortalama yem tüketimi, 
yem dönüşüm oranı, ölüm oranı ve ayak taban yan-
gısı üzerine etkisini belirlemek amacıyla yapılmıştır. 
Araştırma sonucunda 39 kg/m² grubunda bulunan 
piliçlerin besi sonu ortalama canlı ağırlığı, piliç ba-
şına ortalama yem tüketimi, yem dönüşüm ve ölüm 
oranı özelliklerinin diğer gruba göre olumsuz etki-
lendiği belirlenmiştir. Buna karşın ayak taban yangı-
sı bakımından iki barındırma sıklığı grubu arasında 
fark olmadığı tespit edilmiştir. Araştırma bulguları 
doğrultusunda çevre denetimi kontrol edilebilen ti-
cari kümeslerde 39 kg/m² barındırma sıklığında ye-
tiştirilen piliçlerde besi performansı ve ölüm oranı 

kısmen olumsuz etkilense de kabul edilebilir olduğu 
söylenebilir. 
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Özet: Çalışmada, in vitro embriyo kültür medyumuna ilave edilen eritropoietinin antioksidan etkinliği incelendi. 
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 (anti-
oksidansız) kontrol grubu oluşturularak kültür ortamına alınarak bölünen oosit oranları, blastosiste erişim oranları 
biyokimyasal parametreler değerlendirildi. 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, in vitro, oksidatif stres

Effects of erythropoietin addition to in vitro embryo culture 
mediums, on oxidative stress and embryo development

Abstract: In this study, effectiveness of erythropoietin addition to in vitro culture mediums on oxidative 
stress and embryo development was investigated. 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). Morula and 48th hour cleaved oocyte ratios 
were significantly different between groups whereas differences regarding the other parameters were in-
significant (p>0,05).

Key words: Antioxidant, embryo, erythropoietin, in vitro, oxidative stress

Giriş
Eritropoietin (EPO), hematopoietin olarak da adlan-
dırılan glikoprotein yapısında yerel bir hormondur. 
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 [15,19]. Başlıca böbrekler ta-
rafından salgılanan EPO’nun karaciğer, makrofajlar 
ve salgı bezleri ile diğer doku ve hücrelerde varlığı 
tespit edilmiştir. Ancak en önemli üretim kaynakları 
böbreklerde kortikal peritubular hücreler olup, erit-
rosit üretiminin kontrolünden sorumludur [14,16]. 
Eritropoietinin birincil olarak eritrosit üretiminin 
kontrolünden sorumlu olmakla birlikte çeşitli klinik 
raporlar oksidatif stresi azaltabileceğini bildirmekte-
dir. Bu çalışmalarda EPO’nun in vitro embriyo üretim 
aşamasında hücresel hasarın önemli nedenlerinden 
biri olan oksidatif stresi azaltarak hücreleri koruya 
bilirliği ortaya koymaya çalışıldı [3,9,17,24].

Embriyonun hücre membran yapısı büyük 
oranda doymamış yağ asitlerinden oluşmaktadır. Bu 
durumda gerek in vitro kültür ortamlarında gerek-
se kültür öncesi maniplasyonları esnasında oosit ve 
embriyolar lipit peroksidasyonuna maruz kalmakta-
dırlar [6].

Bazı araştırmacıların yaptıkları çalışmalarda 
embriyoların in vitro kültür sürecinde oluşan serbest 
radikal oranlar ile embriyo gelişiminin olumsuz etki-
lenmesi arasındaki ilişkinin önemli olduğunu bildir-
mektedirler [18,23].

Oositlerin gerek maturasyonu gerekse fertili-
zasyonunun in vitro kültür ortamında gerçekleştiril-
mesi esnasında oluşan serbest radikaller (süperoksit, 
hidrojen peroksit ve hidroksi radikali) hücrede oksi-
datif hasara neden olarak hücrenin normal fonksi-
yonlarını etkilemektedir. Bu oksijen radikalleri özel-
likle hücre zarlarını aşarak nükleik asit, protein, lipit 
gibi yapıları etkileyerek mitokondride bozukluklara 
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neden olurlar. Oluşan bu bozukluklar ise embriyo-
nun normal gelişimini engelleyerek fertilizasyondan 
sonra embriyonik gelişimde bloklanmaya ve apop-
tozise neden olmaktadır [11,13].

In vivo şartlarda, embriyonun kendi yapısında 
ve yaşadığı dişi kanalında thiol bileşikleri (glutatyon, 
sistein, hipotaurine) ve enzimler (katalaz, superoksit 
dismutaz) gibi reaktif oksijen türlerinin (ROS) oluş-
turduğu hasara karşı koruyucu endojen kaynaklı 
antioksidan etkili maddeler bulunmaktadır. Bu an-
tioksidan maddeler ortamda gelişen ROS’un zararlı 
etkilerini önleyerek embriyoyu korumaktadır. Fakat 
bu endojen kaynaklı antioksidanlar in vitro kültür es-
nasında yetersiz kalmakta ve endojen antioksidanlar 
dışında başka ekzojen antioksidan maddelerin ilave 
edilmesine gereksinim duyulmaktadır [4].

Bu çalışmada in vitro Charles Rosencrans 1 ami-
noasit (CR1aa) embriyo kültür medyumuna eritro-
poietinin farklı dozları ilave edilerek embriyo gelişi-
minde ROS’un etkilerini elimine ve detoksifiye etkisi 
ile kullanılacak etkili uygun dozlarının belirlenmesi 
araştırıldı.

Materyal ve Metot
Ankara İli Çubuk İlçesi’nde ve Kırıkkale İl’inde bu-
lunan çevre mezbahalarda kesilen dişi hayvanlar-
dan toplanan ovaryumlar oosit kaynağını oluşturdu. 
Eritropoietin (Rat Recombinat Erytropoietin; SIGMA 
E 8905 USA) antioksidan olarak, Tissue Culture 
Medyum (TCM-199; M7528/Sigma-Aldrich Co.) ma-
turasyom medyumu, Charles Rosencrans (CR1aa) 
kültür medyumu ve total oksidan ölçümleri için 
spektofotometrik kit (Total Oxidant Status Assay Kit, 
Mega Tıp San. ve Tic. Ltd. Şti.) kullanıldı. 

Ovaryumdan Oosit Aspirasyonu
In vitro embriyo elde edilmesi amacıyla bölgedeki 
mezbahalarda kesilen kültür ırkı ve melezlerine ait 
ineklerin ovaryumları kullanıldı. Hayvanların kesimi-
ni takip eden 15-20 dakikalık süre içerisinde alınan 
ovaryumlar  antibiyotik (gentamisin 100 mg/L) ilave 
edilmiş %0.9 fizyolojik tuzlu su (FTS) içerisine nak-
ledildi. FTS içerisinde ve 30°C’lik sabit ısı sağlayan 
termosta 3 saat içerisinde laboratuvara getirildi [8]. 
Çapı 2-8 mm’lik büyüklüğe sahip folliküller normal 
enjektör ile Resim 1’deki gibi oositler aspire edilerek 
90 mm petrilerde toplandı [20]. Ardından çalışma 
için kullanılacak olan oositler kalite yönünden de-
ğerlendirildi [1]. A ve B kaliteye sahip olan oositler 
Resim 2’deki  gibi (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. 

Resim 1. Oosit aspirasyonu.

Resim 2. Aspire edilen oosit

Oositlerin in vitro Maturasyonu ve Fertilizasyonu
Aspire edilen A ve B kalite oositlerin maturasyo-
nunu gerçekleştirmek amacıyla 2 µg/ml FSH, %10 
fetal calf serum  (FCS, SİGMA F9665), 0.1 mg/ml 
L-Glutamin (G8540/Sigma-Aldrich Co.), 100 IU/ml 
kristalize penisilin-G potasyum ve 100 µg/ml krista-
lize streptomisin sülfat ilave edilmiş TCM-199 doku 
kültürü medyumu kullanıldı. Maturasyon sürecine 
alınan oositler 20-22 saat %95 bağıl nem, %5 CO2 ve 
38,5°C’deki karbondioksit inkubatörde inkübasyona 
bırakıldı [22]. % 90 ve üzeri kumulus ekspansiyonu 
gösteren oositler mature olmuş olarak değerlendiri-
lerek (Resim 3) fertilizasyon sürecine alındı.

Bu amaçla Uluslararası Hayvancılık Araştırma 
ve Eğitim Merkezi Müdürlüğü Suni Tohumlama 
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Laboratuvarı’nda üretilmiş olan, payet içerisinde 
175x105 spermatozoaya sahip 0,25 ml’lik suni to-
humlama payetlerinde dondurulan boğa spermaları 
kullanıldı. Kanagawa ve arkadaşlarının (12) yönte-
mine göre,  Spermatozoonların kriyoprotektanlar, 
seminal plazmadan ayrılması, sulandırılması ve ka-
pasitasyonu için modifiye Brackett Oliphant (BO) 
medyumları kullanıldı. BO stok medyumlarından 
Sperm Yıkama Solüsyonu (SYS), Sperm Sulandırma 
Solüsyonu (SSS) ve Oosit Yıkama Solüsyonu (OYS) 
hazırlanarak SYS ve OYS 35°C’deki su banyosuna, 
SSS ise  inkubatöre kaldırıldı. Kapasitasyon amacıyla 
5 U/ml heparin (H3149/Sigma-Aldrich Co.) ve 2 mM 
kafein (C4144/Sigma-Aldrich Co.) kullanıldı. 0.25’lik 
5 sperma payeti 37°C’deki su banyosunda 25-30 sa-
niyede çözdürüldü. Ardından santrifüj tüplerine alı-
narak üzerine 6 ml SYS ilave edildikten sonra 1800 
rpm devirde 5 dk santrifüj edildi. Ardından super-
natant kısmı sifon yaptırılarak uzaklaştırıldı. İşlem 2 
tekrar şeklinde gerçekleştirildi. Spermatozoonların 
mikroskoptaki sayımlarının kolay yapılabilmesi için 
üzerine 1.2 ml daha SYS ilave edildi.  Bundan 50 µl 
alınarak 4950 µl %5’lik NaCl içeren tuzlu suya ak-
tarılarak thoma lamında sayım işlemi gerçekleşti-
rildi. Sayımın ardından elde edilen sayıya göre final 
yoğunluk 6.25x106 spermatozoa/ml olacak şekilde 
SSS ilave edilerek fertilizasyon medyumu hazırlan-
dı.  30.000 spermatozoa / oosit olacak şekilde son 
sulandırması yapılan spermatozoonlardan 35 mm 
kültür petrilerinde (Falcon 3001/Dickinson) 100 µl 
olmak üzere 4 mikro damla ve üzerleri mineral yağ 
ile kaplanarak fertilizasyon dropları oluşturuldu.  İn 
vitro maturasyonu tamamlanan oositler fertilizasyon 
için OYS ile en az 2 kez yıkandıktan sonra her bir 
mikro damlaya 20 adet oosit ilave edilerek 5-6 saat 
süreyle fertilizasyon (Resim 4) işlemleri gerçekleşti-
rildi [22]. 

Resim 3. Oositlerin maturasyonu

Resim 4. Oositlerin fertilizasyonu

In vitro Embriyoların Elde Edilmesi
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) deneme [26] ve eritropoietin 
ilave edilmemiş (antioksidansız) kontrol olmak üze-
re 4 grup oluşturularak CR1aa kültür medyumuna 
alındı. Kültür ortamı olarak 38,5°C, %5 CO2, % 95 
nem içeren inkubatörden yararlanıldı. Her bir 100 µl 
kültür drobunda en az 20 oosit kullanılarak çalışma 
gerçekleştirildi. Kültüre alınan oositlerin 2. günü (48 
saat) sonunda mikroskopta bölünme oranları (Resim 
5 ve Resim 6) kontrol edildi. Elde edilen bulgular ka-
yıt 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 edi-
lerek morula-blastosiste ulaşma oranları bakımın-
dan ve toplam embriyo sayıları stereo mikroskop 
(Olympus SZH10 Japonya) altında incelendi. Elde 
edilen embriyolar daha sonra total oksidan düzeyi 
ölçümleri yapılmak üzere -40°C’ye kaldırıldı. 

Embriyoların Total Oksidan Düzeyi Analizi
Örneklerdeki mevcut oksidanlar, demir iyonları ile 
birleşerek demirli şelat bileşimler halinde bulunurlar. 
Bu demir iyonları asidik solüsyonlarda renkli yapı-
lar oluştururlar. Bu renk oluşumları da spektrofoto-
metrik olarak ölçülebilmektedir. Total oksidan dü-
zeyi (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 spektro-
fotometre cihazında (Perkin Elmer Lambda 25) be-
lirlendi. -40°C’den çıkarılan embriyolar oda ısısında 
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çözündürüldü. Embriyoların parçalanması işlemi dar 
pastör pipeti ile pipetleme yöntemiyle gerçekleştiril-
di. 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 ha-
zırlanan bu embriyo solüsyonundan 75 µl 1 ml’lik 
spektrofotometre küvetine konuldu. Üzerine kit içe-
risinde bulunan Reagent 1 (Assay Buffer) solüsyo-
nundan 500 µL eklendi. Aynı şekilde kit içerisinde 
bulunan Standart 2 solüsyonunda 75 µL alınarak kü-
vete konuldu ve üzerine 500 µl reagent 1 solüsyonu 
ilave edildi. Örnekler ve standart 530 nm’de okun-
du. 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 [7].
Sonuç = (ΔAbsorbans Örnek/ ΔAbsorbans Standart) 
x 20 Equiv/L
Δ Absorbans Örnek: Örneğin, 530 nm de 2. absor-
bans değeri - 530 nm’de 1. absorbans değeri
Δ Absorbans Standart: Standardın, 530 nm de 2. ab-
sorbans değeri - 530 nm’de 1. absorbans değeri.

İstatistiksel Analiz
Embriyo gelişiminde expanse oosit, 48. saat bölünen 
oosit, morula, blastosist ve toplam embriyo oranla-
rı bakımından gruplar arası karşılaştırmalarda Khi-
kare; expanded blastosiste erişme oranları bakımın-
dan gruplar arası karşılaştırmalarda ise bazı grup-
larda gözlem sayısının (frekasların) 5’ten az olması 
nedeniyle G (Likelihood Ratio Chi-Square) istatistiği 
uygulanmıştır [5].

Bulgular
Embriyo kültür sürecine alınan fertilize oositlerin 
bölünme oranları Çizelge 1’te verilmiştir. Fertilize 
oositlerin 48. saatteki bölünme oranları bakımından 
0.25 µg (% 66.49) ve 0.125 µg (% 62.19) eritropo-
ietin içeren kültür medyumlarında, kontrol grubu-
na (% 50.78) göre daha yüksek sonuçlar elde edildi 
(P<0.001). Morula aşamasına ulaşan embriyo oran-
ları üzerinde ise, 0.5 µg (% 66.67) eritropoietin içeren 
kültür medyumu, diğer gruplara göre daha yüksek 
sonuç verdi (P<0.05). Blastosist ve ekspanded blas-
tosist oranları üzerinde, eritropoietinin önemli bir 
etkisi görülmedi (P>0.001). Oksidatif stres paramet-
releri üzerinde de eritropoietinin herhangi bir etkin-
lik göstermediği görüldü.

Çizelge 1. 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
a, b: Aynı sütundaki farklı harfler taşıyan ortalamalar arası farklılıklar önemlidir  

Çizelge 2. 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 53,68
Deneme I (0,125 µg eritropoietin) 0,185 0,228 0,48 50,90
Deneme II (0,25 µg eritropoietin) 0,182 0,231 0,049 51,57
Deneme III (0,5 µg eritropoietin) 0,201 0,244 0,043 45,26
p - - - -
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Resim5. Fertilizasyondan sonra 48. Saat

Resim 6. Fertilizasyondan sonra 7. Gün

Tartışma ve Sonuç
Memeli hayvanlarda in vitro fertilizasyon sonrası 
gelişen oksidatif stres ve buna bağlı ortamda şe-
killenen serbest radikaller embriyonun gelişimi-
ni etkileyen önemli etkenlerden birisidir. Özellikle 
embriyonun yapısında meydana gelen hasara bağlı 
olarak blastosiste erişme oranında ve kaliteli emb-
riyo elde edilmesinde oldukça önemlidir. Buradaki 
temel etken, embriyo hücre membranlarının yapısı-
nın doymamış yağ asitleri oranının yüksek olmasıdır. 
Serbest radikallerin oluşturduğu lipit peraksidas-
yon, hücre yapısının bozulmasına neden olmaktadır. 
Fertilizasyondan sonra in vitro kültüre alınan oosit-
lerin 48. saati embriyo gelişimi için oldukça önemli 
ve kritik bir dönemdir. Bu dönemde oksijen radikal-

lerin etkisi daha büyük olmakta ve embriyonal blok-
lanmalara sebep olmaktadır [6]. Netice olarak bu 
oksijen radikallerinin (süperoksit, hidrojen peroksit, 
hidroksi radikali) neden olduğu hücredeki hasar, 
hücresel fonksiyonların devam ettirilmesini engelle-
yerek elde edilecek embriyo sayı ve kalite oranlarını 
düşürmektedir [11,13].

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 don-
durulup çözünmesi sonrası nakillerinde gebelik 
oranları üzerinde oldukça önemli katkı sağlamakta-
dır. Aynı zamanda kaliteli blastosist elde edilmesi ile 
embriyoda yapılacak işlemlerden (biyopsi, kriyopro-
tektanlardan 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 
[10,25].

Yapılan bu çalışmada, oositlerin fertilizasyo-
nu sonrası kültürün 48. saatinde yapılan bölünme 
kontrollerinde; 0.25 µg ve 0.125 µg eritropoietin, 
kontrol grubuna göre daha yüksek (% 62 ve % 66) 
oran verdiği görüldü. Alınan bu sonuçlar Bucak ve 
ark. [2] Sisteamin ile yaptıkları çalışma sonuçların-
dan daha (% 49)  yüksek bulunmuştur. Morula aşa-
masına ulaşan embriyo oranları üzerinde ise, 0.5 µg 
eritropoietin içeren kültür medyumu, diğer gruplara 
göre daha üstün çıktığı tespit edildi (P<0.05). Sung 
ve ark. [21] ise morula aşamasındaki embriyo oranı-
nı %26, blastosist aşamasındaki embriyo oranını ise 
%19 bularak, bizim bulduğumuz sonuçlardan daha 
düşük bulmuşlardır. 

 Embriyo oksidatif stres parametreleri üzerinde 
de eritropoietin herhangi bir etkinlik vermediği tes-
pit edildi. Bu sonuç, ortama katılan eritropoietinin 
antioksidan seviyelerini (glutatyon ve total antioksi-
dan kapasite) artırmadığından hareketle, blastosist 
ve ekspanded blastosist oranlarına bir etkinliğin ol-
madığı varsayımını doğurmaktadır. Bilimsel kaynak-
larda ise embriyo üzerine eritropoietinin etkinliğini 
araştıran bir çalışmaya rastlanılamadı. Ancak yapılan 
diğer antioksidan çalışmalar ile karşılaştırıldığında 
daha düşük bir oran elde edilmediği de görüldü. [2].

In vitro kültür ortamında eritropoietinin serbest 
radikallerin zararlı etkilerinin azaltılmasına yönelik 
yapılan bu çalışmada oositlerin kültür ortamına ak-
tarıldıktan sonra 48. saat bölünme oranları 0.25 ve 
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0.125 µL eritropoietin ilave edilmiş deneme grup-
larında kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 
anlamlı sonuç verdiği tespit edildi. Bununla birlik-
te toplam elde edilen embriyo sayıları bakımından 
0.125 µL eritropoietin ilave edilen deneme grubu-
nun diğer gruplara göre daha yüksek embriyo sayısı 
verdiği belirlendi. Mevcut çalışmada eriropoietinin 
in vitro embriyo kültür medyumlarında antioksidan 
etkinliğinin yapıldığı ilk çalışma olduğu için oksidatif 
stres parametrelerinin istatiksel olarak anlamsız ol-
masının nedeninin ortaya konulabilmesi için farklı 
kültür medyumlarında da çalışmaların yapılaması 
gerekmektedir. Bunun yanı sıra embriyo kalite ve 
blastosiste erişme oranlarına etkili olan farklı etken-
lerde bulunmaktadır. Özellikle oositlerin elde edildi-
ği hayvanların kondisyonu, oosit kaliteleri ve farklı 
kültür ortamları da elde edilen sonuçları etkilemek-
tedir. Bu nedenle çalışmaların başka kültür ortamla-
rında yapılacak farklı çalışmalar ile desteklenmesinin 
uygun olacağı kanaatine varıldı.
Teşekkür: Bu çalışma, TAGEM (TAGEM/HAYSUD/13/
A-02/P-01/0) tarafından doktora projesi olarak des-
teklenmiştir.
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Özet: Dünya nüfusunun hızlı artışına bağlı olarak geleneksel gıda ve yem katkı maddelerine alternatif besin kaynak-
ları arama yolunda çalışmalar gündeme gelmektedir. Rasyonlarda kullanılan antibiyotiklerin, insan ve hayvan sağlığı 
üzerindeki olumsuz etkilerinin ortaya çıkmasıyla birlikte Avrupa Birliği ülkeleri ve Türkiye’de yem katkı maddesi olarak 
kullanımı yasaklanmıştır. Protein bakımından zengin gıdalara olan talebin artması da alternatif protein kaynaklarının 
aranması gerektiği sonucunu ortaya çıkarmıştır. Dünyadaki protein açığının kapanması için bazı mikroorganizmaların 
bol miktarda üretilip doğrudan doğruya besin maddesi olarak kullanılabileceği düşünülmektedir. İnsan ve hayvan 
beslemede protein kaynağı olarak bakteri, maya, mantar ve su yosunlarından önemli oranda yararlanmaktır. Ayrıca 
bir takım sanayi atıkları da besiyeri olarak kullanılmaktadır. Böylece tarımsal ve sanayi atıkları değerlendirilerek, 
ekonomiye kazandırılmakta, çevre kirliliği önlenmekte ve yüksek kaliteli hayvansal ürünlere eşdeğer protein üretimi 
mümkün olmaktadır. Bu derlemenin amacı tek hücre proteininin hayvan besleme açısından önemi ve rasyonda kul-
lanım olanaklarına yönelik yapılan çalışmalar hakkında bilgi vermektir.
Anahtar kelimeler: Hayvan besleme, protein kaynağı, tek hücre proteini.

Importance of single cell proteins in terms of animal 
nutrition and possibilities of use in ration

Abstract: Due to the rapid increase in the world population, studies are underway to search for alternative food 
sources for traditional food and feed additives. Antibiotics used as growth factors, together with the emergence of 
adverse effects on human and animal health it is prohibited from use in the European Union and Turkey. Increased 
demand for protein-rich foods has also led to the conclusion that alternative sources of protein should be sought. 
It is thought that some microorganisms can be produced in abundance and can be used directly as nutrients in 
order to close the protein deficit in the world. Human and animal nutrition as a source of protein from bacteria, 
yeast, fungi and algae is to benefit significantly. In addition, a number of industrial wastes are also used as fatten-
ing. Thus, by evaluating agricultural and industrial wastes, it is gained to the economy, environmental pollution can 
be prevented and equivalent protein production to high quality animal products is possible. The aim of this review 
is to give information about the importance of single cell protein for animal feeding and the studies on the use of 
rationality in ration.
Key words: Animal nutrition, protein source, single cell protein.

Giriş
Dünya nüfusunun sürekli artması, tarım ürünlerine 
olan talebi de aynı oranda artırmaktadır. Özellikle 
ekonomik gelir seviyesinin düşük olduğu ülkelerde 
insanların sağlıklı ve dengeli beslenmesi günümüz-
de giderek zorlaşmaktadır. Dünyadaki protein tüke-
timi açığı insanlığın önemli sorunlarından biri haline 
gelmiştir. Birleşmiş Milletler Gıda ve Tarım Örgütü 
(FAO) tarafından yapılan bir incelemede, protein 
kaynaklarının yetersiz olması ve nüfusun her geçen 
gün artması gibi nedenlerle, insanların fiyatı giderek 
artan geleneksel protein kaynakları (soya, balık unu 
vb.) yerine geçebilecek alternatif protein kaynakları-
nı aramaya başladığı vurgulanmıştır [1]. 

Geçmiş dönemlerde rasyon protein dengesinin 
sağlanmasında ekonomik ve kolay bulunabilir ren-
dering ürünlerden (et-kemik unu, kan unu vb.) yarar-
lanılırken günümüzde Avrupa Birliği’nde ruminant-
ların rasyonlarına uzun yıllardır dâhil edilmeyen hay-
vansal orijinli kaynaklar, ülkemizde de Haziran 2010 
tarihli 5996 sayılı Veteriner Hizmetleri, Bitki Sağlığı, 
Gıda ve Yem Kanunu sonrasında Aralık 2011’de ya-
yınlanan “İnsan Tüketimi Amacıyla Kullanılmayan 
Hayvansal Yan Ürünler Yönetmeliği” ile yasaklanmış 
ve 1 Ocak 2017 tarihi itibariyle kanatlı beslemede 
kullanımı kısıtlanmaya başlamıştır [6]. Bu tarihten 
itibaren proteince zengin diğer kaynakların kulla-
nımında artış söz konusu olmuştur. Bu kaynakların 

https://orcid.org/0000-0001-7923-275X


114 Çelik B. Tek hücre proteinlerinin hayvan besleme açısından önemi ve rasyonda kullanım olanakları

Lalahan Hay. Araşt. Enst. Derg. http://arastirma.tarimorman.gov.tr/lalahanhmae Cilt 59, Ek Sayı, 2019, 113-116

başında yağlı tohum ve küspeleri gelmektedir [8]. 
Ancak Avrupa’da olduğu gibi Türkiye’de de üretim-
deki eksiklikten dolayı genellikle ithal küspe kullanı-
lıyor olması, karma yem sektörünü ithalata bağımlı 
hale getirmekte ve ekonomik dalgalanmalardan hızlı 
bir şekilde etkilenerek fiyatların artış göstermesine 
neden olmaktadır. Ayrıca sürekli aynı hammadde 
akışının sağlanamaması üretimde sıkıntılara yol aç-
maktadır [19, 20]. Bundan dolayı, küresel anlamda 
ve ülkemizde artan nüfusun hayvansal ürün ihtiya-
cını karşılamak için hayvan beslemede kullanılabilir 
ucuz ve güvenilir proteince zengin yem hammadde-
si arayışı hız kazanmıştır. 

Bir kaynağın yem hammaddesi olarak kullanıl-
ması için besin madde içeriğinin uygun olması, tok-
sik etki barındırmaması, sindirilebilir olması ve hay-
vanlar tarafından sevilerek tüketilmesi gerekmekte-
dir [21]. Bazı ülkelerde insanlar tarafından protein 
takviyesi olarak tüketilen mavi-yeşil alg, maya ve 
bakteri gibi tek hücre proteinlerinin (THP) hayvan 
beslemede de kullanılabileceği düşünülmektedir. Bu 
bağlamda, THP’lerinin hayvan beslemede alternatif 
protein kaynağı olarak kullanılması, küresel gıda so-
rununun çözümüne katkı sağlayabilecek alternatif 
ve yenilikçi bir yol olabilir. Bu çalışmada THP’ler hak-
kında genel bilgiler derlenerek, hayvan beslemede 
kullanım olanakları tartışılmıştır.

Tek hücre proteinleri
Tek hüre proteini değişik besiyerlerinde uygun ko-
şullar altında çoğaltılan mikroorganizmaların oluş-
turduğu bir biyokütle ürünüdür. Tek hücre proteini 
alg, bakteri ya da fungal kaynaklı olabilir. Tek hücre 
proteini alglerin, mayaların, bakterilerin büyük çap-
ta üretilmesi ve bunların kurutulmasıyla hazırlanır. 
Mikrobiyal protein uygun besi ortamı sağlandığın-
da, bitkisel ve hayvansal proteinlere göre daha hız-
lı üretilmektedir. Ekonomik üretim için besi ortamı 
olarak ucuz, atık nitelikli yan ürünlerden olan selüloz 
ve hemiselüloz içeren karbonhidrat kaynakları kulla-
nılmalıdır [14]. Tek hücre proteini, yüksek besin de-
ğeri nedeniyle özellikte tavukçulukta tercih edilen; 
soya ve balık unu yerine kullanılabilecek önemli bir 
alternatif kaynaktır. Tek hücre proteinleri ham prote-
in bakımından oldukça iyi durumdadır. Başta B gru-
bu olmak üzere vitamin içerikleri düşük olsa da, yük-
sek kaliteli yağ seviyeleri ve proteince zengin diğer 
kaynaklarda kısıtlı olarak bulunan lisin ve metiyonin 
bakımından üstün olmaları nedeniyle insan ve hay-
vanlar için alternatif besin kaynağı haline gelmiştir 
[4]. Bakteri, maya, mantar ve alglerin protein oranı 
sırasıyla %47-87,  %45-50, %19- 57 ve %24-80 ara-
lığında değişmektedir. Yüksek protein içeriği, yüksek 

üreme hızı, tarımsal üretim alanlarına ihtiyaç duyul-
maması, üretim koşullarının iklime bağlı olmaması, 
proteine dönüştürdükleri substratların çok çeşitli ve 
ucuz olması ile mikrobiyal proteinlerin dengeli bir 
aminoasit yapısına sahip olması tek hücre proteinin 
sürdürülebilir ve ucuz hammadde kaynağı olarak 
tercih edilme nedenleridir. Bununla birlikte, THP’lerin 
yanında toksik ürünlerinde sentezlenebilmesi, alışıl-
mamış lezzet-koku vb. içermesi, nükleik asit ve pro-
tein oranlarından kaynaklanan sindirilme zorluğu 
nedeniyle oluşan hastalıklar, içerdiği yağ-selüloz gibi 
maddelerin oranları ve THP’lerin güvenilirliğini bu 
ürünlerin kullanımını sınırlayıcı faktörler olarak sa-
yılabilir. Bu nedenle; Methylophilusis, Brevibacterium 
gibi bakteri; Spirulina, Chlorella gibi alg; Candida, 
Hanseluna, Pitchia, Torulopsis, Saccharomyces gibi 
maya; Fusarium, Aspergillus, Rhizopus, Tricoderma 
gibi fungus türlerinin THP üretimi için uygun oldu-
ğu; A. fumigates,  fusarium graminearum gibi küf-
lerin toksikolojik değerlendirme yapılmaksızın kul-
lanılmasının uygun olmadığı bildirilmiştir. [7, 11, 18].

Bakterilerden Elde Edilen Tek Hücre Proteini
Bakterileri THP üretimi için uygun kılan özellikler; 
hızlı üremesi ve kısa büyüme süresidir. 20 dakika 
ila 2 saat arasında hücre kütlesini iki katına çıkara-
bilmektedirler. Ayrıca nişasta ve şekerler gibi kar-
bonhidratlardan, metan ve petrol içeren gaz ve sıvı 
hidrokarbonlara kadar çeşitli hammaddeler üzerin-
de üretilebilir. Büyümeyi desteklemek ve olabilecek 
besin eksikliğini gidermek için bakteri kültür ortamı-
na mineral besin takviyesi eklenmesi önerilmekte-
dir [22]. Bazı bakteri türlerinden elde edilen protein 
miktarı bakterinin kuru maddesinin %70’ine kadar 
çıkabildiği ve biyolojik değeri zengin aminoasit bile-
şimlerine sahip oldukları ifade edilmiştir. Bazıları ise 
kükürtlü aminoasitlerle birlikte, diğer tüm esansiyal 
aminoasitleri içerir [5]. Bakteri kaynaklı THP’lerinin 
metiyonin içerikleri maya ve alglere göre fazla, lizin 
miktarları ise biraz düşüktür. Protein kaynağı olarak 
kullanımlarında en önemli sakıncaları da mayalar 
gibi yüksek oranda nükleik asit içermeleridir. Yüksek 
kontaminasyon riski taşımaları nedeniyle insan bes-
lenmesinde yaygın olarak kullanımı güç olmakla bir-
likte, hayvan yemlerinde kullanılması daha uygun-
dur.
Mayalardan Elde Edilen Tek Hücre Proteini
Mayalardan elde edilen proteinlerin daha büyük 
boyutlara sahip olması (hasat edilmesi daha kolay), 
düşük nükleik asit içeriği, yüksek lizin içeriği ve asi-
dik pH’da büyüme kabiliyeti gibi avantajları vardır. 
Geleneksel olarak uzun süreden beri fermentasyon 
endüstrisinde kullanılması nedeniyle güvenilirliği 
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yüksektir. Dezavantajları ise düşük büyüme oranla-
rı, düşük protein içeriği (%45-65) ve bakterilerden 
daha düşük metiyonin içeriğine sahip olmalarıdır. 
Zor parçalanan sert yapılı hücre duvarı; kırma, ezme, 
öğütme, yüksek basınç ve ultrasonik yöntemlerle 
parçalanabilir. Yüksek etkinlik sağlamak için önce 
mekanik parçalama daha sonra enzim ilavesi tercih 
edilmelidir. Mayaların üretiminde melas, patates ni-
şastası, şeker, kuagüle olmuş sütün sıvı kısmı, meyve 
posaları, sülfit sarısı, bira ve kağıt endüstrisinin atık 
maddeleri, gazyağı, saf hidrokarbonlar, peynir altı 
suyu, odun şekeri mayası ve petrol ürünleri substrat 
olarak kullanılmıştır [22]. Buda endüstri atıklarının 
tekrar kullanıma kazandırılması veya gıdaya dönüş-
türülmesi açısından önem arz etmektedir. Alternatif 
protein kaynağı olarak “Tek Hücre Proteinlerinin” 
üretiminde nar kabuklarından yararlanılabilir ve bu 
şekilde elde edilen maya proteinleri, kanatlı hay-
vanların beslenmesinde soya küspesinin veya balık 
ununun yerine kullanılabilir. THP kaynağı olarak kul-
lanılan mayalar: S.cerevisiae, S. fragilis, S. pasteuri-
anus, Torulapsis utilis, Brettanomyces ‘ler, Candida 
tropicalis, C. utilis, C. lipolytica, C. maltosa ve C. in-
termedia‘dır. Ekonomik açıdan değerlendirildiğinde 
en iyi olan Torula mayası, Torulopsis veya Candida 
utilis olarak bilinen mayalardır.

Alglerden Elde Edilen Tek Hücre Proteini
Chlorella, Soenedesmus, Coelastrum ve Spirulina gibi 
su yosunları biyokütle olarak kültüre alınıp kullanıl-
maktadır. En fazla üretilen iki alg türü; tek hücreli ye-
şil alg olan Chorella ile son zamanlarda üretimi yay-
gınlaşan iplikli mavi - yeşil alg olan Spirulina’dır [23]. 
Antik çağlardan beri, Spirulina’nın Afrika’daki insan-
lar tarafından tarımı yapılmaktadır. Kurutulduktan 
sonra gıda maddesi olarak kullanmaktadırlar. Benzer 
şekilde, Chlorella ve Senedessmus’dan elde edilen 
biyokütle de hasat edilerek gıda kaynağı olarak 
tüketilmektedir.  Alglerin besin olarak kullanımının 
yaygın olması basit hasat yöntemleri, güneş ener-
jisinin etkin kullanımı, yüksek protein içeriği ve hızlı 
büyümesine dayanmaktadır [24]. 

Mikro-alglerin hayvan yemi olarak kullanımı 
daha yenidir. Çok sayıda besleme ve toksikolojik de-
ğerlendirme sonucu, alg biyokütlesinin değerli bir 
besin takviyesi olarak ya da geleneksel protein kay-
nakları (soya fasulyesi unu, balık unu, pirinç kepeği, 
vb.) yerine kullanılabilirliğini ortaya koymuştur [23]. 
Alglerin kümes hayvanlarının rasyonlarına dâhil edil-
mesi hayvan beslemede ticari kullanım için uygula-
nabilir niteliktedir. Su kültüründe mikro alglerin kul-
lanılması gelişmekte olan bir alandır. Mevcut dünya 
alg üretiminin yaklaşık % 30’unun hayvan besleme 

uygulamalarında kullanılmak üzere satıldığı tahmin 
edilmektedir [24]. 

Algler, insanlar tarafından sindirilmeyen selü-
lozik hücre duvarlarına sahip olmanın dezavantajı-
na sahiptir. Aynı zamanda ağır metal içerikleri göz 
ardı edilmemelidir. Yosunlar söz konusu olduğunda, 
teknik ve ekonomik nedenlerden dolayı, tek hücre 
proteini izole etmenin ve kullanmanın genel amacı 
olmadığı, ancak tüm alg biyokütlesini çoğaltmanın 
vurgulandığı belirtilmelidir. 

Mantarlardan Elde Edilen Tek Hücre Proteinleri
Birçok iplikçikli mantar türü glukoz ve nişastalı or-
tamlarda üretilerek, mikoprotein olarak adlandı-
rılmıştır. Büyüme etkinliği ve güvenli gıda kaynağı 
olarak yaklaşık 3000 mantar türü araştırılmıştır [25]. 
Aspergillus oryzae ve Rhizopus arrhizus türleri toksik 
madde içermemeleri nedeniyle önem arz etmekte-
dir. Saprofit özellikli mantarlar kompleks yapıdaki 
organik materyal üzerinde gelişerek onları basit ya-
pıdaki ürünlere çevirebilirler. Böylece yüksek düzey-
de fungus kaynaklı biyokütle üretilmektedir. Miselial 
verim organizmanın ve besi yerindeki materyalin 
özelliklerine göre değişmektedir. Aspergillus niger, 
A. fumigatus, Fusarium graminearum gibi bazı man-
tar suşları ürettikleri mikotoksinler nedeniyle insan-
lar için oldukça tehlikelidirler. Bu nedenle tek hücre 
proteini üretiminde kullanılacak mikroorganizmalar 
belirlenirken toksikolojik değerlendirmeler yapmak 
gerekmektedir. İplikçikli mantar hasat kolaylığı bakı-
mından avantajlıdır, fakat daha düşük büyüme oran-
ları, daha düşük protein içeriği bu ürünün kullanımı-
nı sınırlamaktadır. Lezzetsiz olması tüketimindeki bir 
diğer sakıncadır [17].

THP’nin Hayvan Beslemede Kullanım Düzeyleri 
ve Etkileri
Yapılan çalışmalar incelendiğinde, rasyonlara katılan 
maya preparatlarının rumen bakterilerinin sayı ve 
aktivitelerini artırdığı, uçucu yağ asitlerinin düzeyini 
değiştirdiği, mikrobiyal protein sentezini ve yemlerin 
sindirimini olumlu yönde etkilediği görülmektedir. 
McDonald ve ark. [12] THP’nin buzağılarda 80 kg/
tona kadar, etlik piliçlerde ve yumurtacı tavuklarda 
ise sırasıyla 50 kg/ton ve 100 kg/tona kadar kulla-
nılabileceğini bildirmişlerdir. Bir diğer çalışmada, 
Aspergillus terreus’tan elde edilen % 43,7 ham pro-
tein içeren THP’nin etlik piliçlerin besi performans-
ları ve sağlıkları üzerinde olumsuz etkisi olmaksızın 
soya küspesinin %30’una kadar kullanılabileceği tes-
pit edilmiştir [16]. Seyidoğlu ve ark. [15] balık ve ka-
natlı yemleri üzerine yapılan çalışmalarda S. platen-
sis’in bağışıklık sistemini güçlendirici özelliklerinin 
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bulunduğunu, bununla beraber etki mekanizması-
nın tam olarak açıklanması ve açıklığa kavuşturul-
ması için araştırmaların artması gerektiğini bildir-
mişlerdir. Najib ve ark. [13] rasyona farklı dozlarda 
(%5, 10 ve 15) % 51,88 ham protein içeren maya (S. 
cerevisiae) ilavesinin yumurtacı tavuklarda perfor-
mans ile yumurta verimi ve kalitesi üzerine etkisini 
incelemişlerdir. Araştırmacılar yumurta kalitesi bakı-
mından gruplar arasında fark olmadığını belirtirken, 
rasyona %5 veya 10 oranında maya girebileceğini, 
ancak %15 maya ilavesinin yumurta üretimi, ağırlığı 
ve yemden yararlanmayı olumsuz etkilediğini bildir-
mişlerdir. Chand ve ark. [3] etlik piliçlerin rasyonuna 
soya küspesi yerine farklı dozlarda (3,5-7,0-10,5 g/
kg) maya (S.cerevisiae) ilavesinin performans üzeri-
ne etkilerini araştırdıkları çalışmada, tüm muamele 
gruplarında canlı ağırlığın arttığını ve yemden yarar-
lanmanın iyileştiğini bildirmişlerdir. 

Yapılan çalışmalar doğrultusunda, THP’lerin 
yüksek nükleik asit içeriği nedeniyle yem katkı mad-
desi olarak kullanılmasının daha uygun olacağı bil-
dirilmiştir. Bu gelişmeler ışığında THP’lerin içeriğin-
deki fazla nükleik asidin biyoteknolojik işlemlerle 
uzaklaştırılması sonucu, alternatif proteince zengin 
yem kaynağı olabileceği öngörülmekte, ayrıca tok-
sik etki ya da sindirilebilirliği ile ilgili soruların cevap 
bulması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç olduğu dü-
şünülmektedir.

Sonuç olarak, THP, hayvansal ve bitkisel ürün-
lere göre çeşitli avantajlara sahiptir. Büyüme ge-
reksiniminin mevsimsel ya da iklimsel bir bağımlı-
lık göstermemesi nedeniyle proteinler yıl boyunca 
üretilebilirler. Gıda endüstrisi yan ürünleri ve diğer 
bazı atıklar kullanılarak yetiştiriciliği yapılabilir ve bu 
nedenle çevre dostudur. THP’lerin alternatif bir be-
sin takviyesi olarak kullanılması, özellikle gelişmekte 
olan ülkelerde hızla büyüyen nüfusun gıda kıtlığı so-
rununu çözmeye yardımcı olabilir. Geleneksel pro-
tein kaynakları yetersiz ve maliyetleri de yüksektir. 
Alternatif olarak tek hücre proteinleri üzerine yoğun 
çalışmalar yapılmalı, toksik etkileri ve kullanılabile-
cek miktarları belirlenmelidir.
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Özet: Küresel iklim değişikliği riski insan nüfusu, çevre kirliliği ve atmosferdeki sera gazları oranlarında görülen ar-
tış nedeniyle gün geçtikçe artmaktadır. Yüzey sıcaklığında 2100’lerin sonunda yaklaşık 1,8 ile 4,8°C aralığında artış 
beklenmektedir. Ilıman iklimlerde yaşamakta olan sığırlar gelecekte artan sıcaklıklarla ve dolayısıyla da sıcak stresi ile 
karşı karşıya kalacaklardır. Sıcak etkisi ile ortaya çıkan stres yanıtları aynı zamanda verim kaybıyla sonuçlanmaktadır. 
Yüksek sıcaklık ve nem seviyeleri verim özelliklerini olumsuz yönde etkilemektedir. Tüm bu gerekçeler sıcak stresi ve 
termotolerans ile ilişkili moleküler çalışmaların gerekliliğini gözler önüne sermektedir. Bilim insanları genom boyu 
ilişkilendirme çalışması (GWAS), gen ifadesi, polimorfizm ve mikroRNA çalışmaları gibi birçok farklı yaklaşım ile sıcak 
stresini ve termotoleransın moleküler mekanizmalarını araştırmışlardır. Bu derlemede sıcak stresi ve zararlı etkileri 
tanımlanmış, sığırlar üzerinde yapılmış moleküler çalışmalar ise tek bir yayın altında toplanmaya çalışılmıştır.
Anahtar kelimeler: Sıcak stresi, GWAS, polimorfizm, gen ifadesi, miRNA

Heat stress and thermotolerance: Molecular studies in cattle
Abstract: The risk of global climate change has been increasing from day to day due to, the increase in the human 
population, environmental pollution, and greenhouse gases in the atmosphere. It is estimated that the surface 
temperature will increase by approximately 1.8 to 4.8 °C at the end of the 2100s. Cattle breeds, which are living in 
temperate climates will face off increasing temperatures and heat stress in the future. The stress response resulting 
from the high-temperature effect also results in loss of yield in cattle. Additionally, high temperature and humidity 
levels cause negative effects on productivity. All these reasons, reveal the necessity of molecular studies related to 
heat stress and thermotolerance. Scientists have been investigating the molecular mechanisms of heat stress and 
thermotolerance with many different approaches such as genome-wide association study (GWAS), gene expression, 
polymorphism, and microRNA studies. In this review, heat stress and its harmful effects are described and molecular 
studies, which are applied to cattle have been explained.
Key words: Heat stress, GWAS, polymorphism, gene expression, miRNA

Giriş
İnsan popülasyonundaki artış, atıklar ve atmosfer-
deki CO2, CH4, N2O gibi sera gazlarının oranlarındaki 
yükseliş küresel iklim değişikliği için risk teşkil etmek-
tedir [37, 64]. Yüzey sıcaklığının 2100’lerin sonunda 
1,8-4,8°C aralığında artması beklenmektedir [58, 64]. 
2018 yılında yayınlanan IPCC (Intergovernmental 
panel on climate change/Hükümetlerarası iklim de-
ğişikliği paneli) özel raporuna göre, ısı artışının de-
vam etmesi halinde, 2030 ve 2052 yılları arasında 
küresel ısınmadaki artışın 1,5°C’ye ulaşacağı beklen-
mektedir [33]. 

Küresel ısınma nedeniyle birçok bölgede aşırı 
sıcaklık artışının frekansı ve yoğunluğunda; yağış 
sıklığı ve miktarında ya da kuraklık olaylarının gö-
rülme sıklığında artış beklenmektedir [17, 33, 37, 51, 
52, 64]. Karada artan sıcakların GMST (Global Mean 
Surface Temperature/anlamlı küresel yüzey sıcaklı-

ğı) değerlerinden daha yüksek düzeyde olacağı ve 
ılıman iklim kuşağındaki aşırı sıcak günlerde küresel 
ısınmadaki artışın 1,5°C olması durumunda, 3°C’lik 
artış görülmesi öngörülmektedir [33]. Geçimleri ta-
rım ve kıyı alanlarındaki kaynaklara bağlı olan po-
pülasyonlar ve bazı bölgelerdeki yerli halklar küresel 
ısınmanın doğrudan etkilerinin yanı sıra, dolaylı etki-
lerine de yüksek oranda maruz kalacaklardır [32, 33]. 
Buzul ekosistemleri, kurak bölgeler, küçük adalarda-
ki gelişmekte olan ülkeler ve az gelişmiş ülkeler en 
çok risk altında olan bölgelerdir [17, 32, 33]. Sahra 
altı Afrika, Güneydoğu Asya, Orta Amerika ve Güney 
Amerika’da mısır, pirinç, buğday ve diğer tahılların 
veriminde ve pirinç ve buğdayın CO2’e bağlı beslen-
me kalitesinde düşüş görülmesi beklenmektedir [33, 
55]. Yem kalitesi ve miktarındaki düşüşler, hastalıkla-
rın yayılması ve kullanılabilir su kaynaklarında öngö-
rülen kayıplar artan sıcaklığın hayvancılıktaki dolaylı 
etkileri olarak sayılabilmektedir [2, 33, 51, 63].
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Sıcak stresi, dünya genelinde hayvanlarda verim 
kaybına neden olan en önemli sorunlardan biridir. 
Her ne kadar hayvanlar zorlu iklim koşullarına adap-
te olabilseler de; hayatta kalmalarını sağlayan fizyo-
lojik stres yanıtları verim kaybıyla sonuçlanmaktadır. 
Yüksek sıcaklık ve nem oranları büyüme oranı; süt 
verimi; süt yağ, protein ve laktoz oranları; yemden 
yararlanma oranı; canlı ağırlık artışı ve fertilitede dü-
şüşe neden olmaktadır [11, 50].

Küresel ısınmanın Türkiye için olası etkileri dü-
şünüldüğünde yağışlarda azalma, sıcaklıklarda art-
ma, seller ve kuraklık olayları gibi alışılmışın dışında 
doğa olaylarında artış gözlenmesi beklenmektedir 
[37]. Küçük ve orta ölçekli işletmeler ile meraya da-
yalı hayvancılık ile geçimlerini sağlayan gelişmekte 
olan ülkeler için çevresel stres faktörlerine daha di-
rençli veya adaptasyon yeteneği güçlü genotiplerin 
geliştirilmesi oldukça önemlidir [37, 58]. 

Bu derlemede sıcak stresi ve zararlı etkileri ta-
nımlanmış, sığırlar üzerinde yapılmış moleküler ça-
lışmalar tek bir yayın altında toplanmaya çalışılmıştır.

Sıcak Stresi, Hipertermi ve Fizyolojik Yanıtlar
M.C Appleby ve B.O. Hughes refahı “Hayvanların 
fizyolojik, çevresel, besinsel, davranışsal ve sosyal 
ihtiyaçlarının karşılandığı iyi olma hali” olarak tanım-
lamışlardır. Hayvanlar refah sınırları dışına çıktığın-
da ise stres yanıtları görülmeye başlamaktadır [29]. 
Ilıman iklimlerde yaşayan sığırlar gelecekte artan 
sıcaklıklar nedeniyle sıcak stresi ile karşı karşıya ka-
lacaklardır. Şekil 1 çiftlik hayvanlarının sıcak stresine 
adaptasyon mekanizmalarını göstermektedir [4].

Vücut sıcaklığındaki her 1 °C’lik artış metaboliz-
ma hızında %10 artışa neden olmaktadır. Bu nedenle 
öncelikle homeostazis bozulur, fizyolojiyi dengele-
mek amacıyla sıcak stresi semptomları görülme-
ye başlar, ardından hipertermi gerçekleşir. Sıcak 
stresinden hipertermiye doğru gidildikçe sırasıyla 
deride vazodilatasyon, dehidrasyon, hipovolemi, 
hipotansiyon ve serebral iskemi semptomları görü-
lür. Hipertermide artan metabolizma ve dokularda 
oksijen kullanımındaki artış nedeniyle hücrelerde 
hipoksi meydana gelir ve bunun sonucunda organ 
yetmezlikleri görülmeye başlar. Hiperterminin son 
aşamasında ise enzimler denatüre olur ve hiperter-
mi ölümle sonuçlanır [16, 59].

Yüksek sıcaklık ve nem oranları hücresel ve sis-
temik yanıtları da beraberinde getirmektedir. Akut 
stres anında sempatik sinir sistemi uyarımının bir 

sonucu olarak kalp atımında ve kandaki epinefrin 
seviyesinde kısa süreli bir artış meydana gelir. Kısa 
vadede glukokortikoit seviyelerinde artış görülür; 
sıcak stresinin uzun süre devam etmesi halinde ise 
glukokortikoit seviyeleri tekrar düşmeye başlar [16, 
29]. Kronik stres durumunda ise CRF (kortikotropin 
salgılatıcı faktör) ACTH (adrenokortikotropik hor-
mon) sentezini uyarır; ACTH salınımını ise kortikos-
teroitlerin salınımına neden olur [29]. Hipertermi ne-
deniyle tiroid fonksiyonları baskılanır ve metabolik 
ısı üretimi azaltılmaya çalışılır [16].

Sıcak stresi söz konusu olduğunda prolaktin 
seviyesi ve plazma insülin konsantrasyonlarında 
artış görülmektedir. Strese karşı ortaya çıkan fizyo-
lojik yanıtlar nedeniyle solunum hızı, rektal sıcaklık, 
plazma kortizol, tiroksin ve triiodotreonin seviyele-
ri çevresel stresin tespitinde ideal belirteçler olarak 
önerilmektedir [64].

Termal çevrede homeostazis termoregülasyon 
ile sağlanmaktadır. Isı değişimi ısı üretimine, eva-
poratif ve evaporatif olmayan ısı kaybına bağlıdır. 
Evaporatif olmayan ısı kaybı epidermal damarlaş-
madaki değişikliklerle; evaporatif ısı kaybı ise po-
lipne ve terleme ile sağlanmaktadır [59]. Epidermis 
yüzeyi; ter bezlerinin yoğunluğu ve fonksiyonları; kıl 
yoğunluğu, inceliği, uzunluğu ve rengi; don rengi; 
epidermal damarlaşmanın regülasyonu gibi faktör-
ler evaporatif ısı kaybını etkileyen en önemli faktör-
lerdir [16].

Sıcak Stresinin Verim Özellikleri Üzerindeki 
Etkileri
Sıcak stresinin sığırlar üzerinde birçok olumsuz et-
kisi bulunmaktadır. Şekil 2 artan çevresel sıcaklığın 
sığırlar üstündeki yaygın potansiyel etkilerini gös-
termektedir [56]. Yüksek sıcaklıklar yem alımı ve 
ruminasyonu baskılamakta; hızlı soluk alıp verme 
nedeniyle solunum alkalozu meydana gelmektedir. 
Oksidatif hasarda artış görülmekte; bağışıklık siste-
mi olumsuz etkilenmektedir. Üreme performansı ve 
embriyo gelişiminin de artan çevresel sıcaklıklardan 
olumsuz etkilendiği bildirilmektedir [19]. Sıcak stre-
sindeki ineklerde çiftleşme ve doğum oranları ile süt 
veriminde düşüş tespit edilmiştir [74]. Yem alımı, bü-
yüme oranı, döl verimi azalmakta; kızgınlık dönemi 
sıcak stresine duyarlı ineklerde daha zor tespit edil-
mektedir. Oosit kalitesi, sperm kalitesi ve embriyo 
gelişimi artan sıcaklıklardan olumsuz etkilenmekte; 
bu da fertilitede düşüş ile sonuçlanmaktadır [14, 19, 
34]. 
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Şekil 1. Isı şoku proteinlerinin üretiminde ortaya çıkan hücresel ve moleküler mekanizmalar [3].

Sıcak stresi ineklerde süt verimi, laktasyon pe-
riyodu, meme sağlığı, somatik hücre skoru ve süt 
kompozisyonunu etkilemektedir. Hammami ve ark. 
[26] Holştayn sığır ırkında sıcak stresine bağlı olarak, 
süt verimi; süt yağ ve protein oranları ile yağ asit-
lerinin çoğunda düşüş gözlemlemişlerdir. Somatik 
hücre skoru, C18:0, C18:1 cis-9, doymamış yağ asit-
leri, tekli doymamış yağ asitleri, çoklu doymamış yağ 
asitleri ve uzun zincirli yağ asitlerinin seviyelerinde 
ise artış olduğunu bildirmişlerdir. Çalışma sonucun-
da süt kompozisyonundaki değişimlerin sıcak stresi 

için belirteç olarak kullanılabileceği önerilmiştir  [26]. 
Das ve ark. [19]’nın yayınları süt sentezi, süt yağı, 
yağsız kuru madde miktarı ve protein oranlarında-
ki değişimler bakımından Hammami ve ark. [26]’nın 
yayınlarını destekler niteliktedir [19, 26]. Süt verimi 
arttıkça sıcak stresine duyarlılığın arttığı belirtilmiş, 
daha yüksek verim alınabilmesi için barınak, beslen-
me, elektrolit dengesi gibi çevresel koşulların uygun 
hale getirilmesi ve termotolerans ile ilişkilendirilmiş 
genler aracılığıyla belirteç yardımcılı seleksiyona gi-
dilmesi önerilmektedir [19]. Pragna ve ark. [57] aynı 
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verileri desteklemekle birlikte sütteki laktoz oranın-
da düşüş ve mastitise yatkınlık görüldüğünü bildir-
mişlerdir. Bunun yanı sıra dünya genelinde süt verimi 
kayıplarının nedenlerinin net bir şekilde tanımlana-
bilmesi amacıyla daha geniş kapsamlı çalışmalar ya-
pılması gerektiğini vurgulamışlardır [57]. Thorat ve 
ark. [71] ise Deoni sığır ırkında yaptıkları çalışmada 
sıcak stresi ile laktasyon periyodu arasında negatif 
korelasyon görüldüğünü ifade etmişlerdir. Sıcaklık-
nem indeksi çalışma süresince stres yaratmayacak 
düzeylerde ölçülmüş olsa da, sıcaklık-nem indeksi 
düştükçe aylık laktasyon süt veriminin arttığı belir-
tilmiş ve süt veriminde düşüşün önüne geçilebilmesi 
için genomik seleksiyon ve çiftlik yönetiminin önemi 
üzerinde durulmuştur [71]. 

Uslucan [73] süt verimi ve fertiliteyi etkileyen 
çevresel faktörler üzerine çalışmıştır. Çalışma so-
nuçları sığırlarda sıcak ve soğuk mevsimlerde bir-
çok davranış değişikliği olduğunu göstermiştir. Süt 
verimi; yem alımı; ayakta durma, dinlenme, hareket 
etme ve kızgınlık davranışları mevsimler arasında 
farklılık göstermiştir [73]. Polsky ve von Keyserlingk 
[56] ineklerde ayakta durma süresi ile topallık ve ağrı 
arasında ilişki olduğunu belirtmişlerdir. Sıcak stresi 
dolaylı olarak ayak hastalıklarına predispozisyona da 
neden olabilmektedir [56]. 

Trifković ve ark. [72] farklı mevsimlerin Holştayn 
ırkında kolostrum ve buzağıların doğum sonrası 
adaptasyon kapasitelerine etkileri üstüne çalışmış-
lardır. Çalışma sonuçları sıcak mevsimlerde kolostru-
mun hem kompozisyon hem de kalitesinin olumsuz 
etkilendiğini; sıcak mevsimlerde doğan buzağıların 
ise fizyolojik, metabolik ve endokrin performansları-
nın muhtemelen sıcak stresi nedeniyle baskılandığı-
nı göstermiştir [72]. Buna karşın, Ahmed ve ark. [3] 
fötal hayatta sıcak stresine maruz kalan buzağıların 
hayatlarının ilerleyen dönemlerinde daha yüksek 
termotoleransları olduğunu iddia etmektedir. 

Sığırları ve verim özelliklerini sıcak stresinin 
etkilerinden korumak için çevresel faktörlerin hay-
vanlar için en uygun koşullara getirilmesi oldukça 
önemlidir. Barınakların fiziksel koşulları geliştirilme-
li, çevresel koşullara en uygun ırklar yetiştirilmeli ve 
ırklar sert iklim koşullarına dayanıklı hale getirilme-
lidir. Hayvan açısından çevre şartlarına uygun geno-
tiplerin geliştirilmesi en önemli faktörlerden birisidir. 
Sıcak stresiyle başa çıkabilmek için Renaudeau ve 
ark. [58] üç temel strateji önermektedir. Yem alımı 
artırılmalı veya metabolik ısı üretimi azaltılmalı; ısı 
kaybı kapasiteleri geliştirilmeli; termotoleransı yük-
sek genotipler elde edilebilmesi amacıyla genetik 
seleksiyona gidilmelidir [58]. 

Şekil 2. Çevresel sıcak stresin ani etkileri ve hayvan refahının üç temel bileşeni arasındaki ilişki: (1) hayvanın 
biyolojik fonksiyonları ve sağlığı, (2) hayvanın duyuşsal durum ve deneyimleri, (3) hayvanın mevcut ısı yöne-
tim stratejileri altındaki doğal davranışları [47].
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Sıcak Stresi ve Termoregülasyon için Yapılmış 
Genom Boyu İlişkilendirme Çalışmaları
Hastalık ve çeşitli karakterlere ilişkin varyasyonlar 
genom boyu ilişkilendirme (GWAS) çalışmaları ile 
tanımlanabilmektedir. Belirli bir karaktere sahip bin-
lerce genom genellikle mikrodizin analizine tabi tu-
tulur, elde edilen veriler ilgilenilen karaktere sahip 
olmayan bireylerin genomları ile kıyaslanarak karak-
terin oluşumuna etki eden aday genler ve varyantlar 
tanımlanmaya çalışılır [12]. Bu bölümde sunulan ça-
lışmalarda mikrodizin analizi kullanılmıştır.

Sığırlarda ilk genom boyu ilişkilendirme çalış-
ması Hayes ve ark. [27] tarafından Holştayn ve Jersey 
ırklarında yapılmıştır. FGF4 geninin meme epitel hüc-
relerinin apoptozisinde regülatör görevi gördüğü, 
insan testisinde eşey hücrelerini artan sıcaklıklardan 
koruduğu ifade edilmiş bu nedenle de sıcak stresi ile 
ilişkilendirilen SNP’lerden (tekli nükleotit polimorfiz-
mi) birinin pozisyonu gereği FGF4 geninde bulundu-
ğu ve FGF4 geninin termotoleransa ilişkin önemli bir 
aday gen olduğu ileri sürülmüştür.  [27]. Howard ve 
ark. [30] Angus, Simental ve Piedmont ırkı sığırlar ve 
bunların melezleri ile yaptıkları çalışmada kış mevsi-
mi için, CCNH, TNRC6A, FGD3, G2E3, RASA1, CSTB, 
DAPK1, CACNG3, CLCN4, PRKCB, TRPC5, COX4I1 
ve COX7C genlerinin; yaz mevsimi için ise; STAC, 
WRNIP1, MLH1, RIPK1, SMC6, GEN1, SERPINB9, 
KCNS3, SLC22A23 ve TRPC4 genlerinin bulunduğu 
bölgeleri termoregülasyon ve sıcak stresi ile ilişkili 
bulmuşlardır. Yapılan fonksiyonel anotasyonlar ve 
yolak analizleri sonucunda bu bölgelerdeki genle-
rin hücresel stres, sıcak stresi ve apoptozis yolakları 
ile ilişkili olduğunu belirtmişlerdir [30]. Dikmen ve 
ark. [22] Holştayn ırkında yaptıkları çalışmada GOT1, 
KBTBD2, RFWD12, LSM5, SCARNA3, SNORA19 ve 
U1 genlerinin bulunduğu bölgelerin sıcak stresi 
altındaki süt ineklerinde kantitatif özellik lokusları 
olduklarını ve bu bölgelerdeki SNP’lerin termoto-
lerans açısından genetik seleksiyonda kullanılabi-
leceğini ve sıcak stresine verilen yanıtın moleküler 
mekanizmasının aydınlatılmasında etkili olabilece-
ğini ifade etmişlerdir [22]. Dikmen ve ark. [23]’nın 
Holştayn ırkındaki bir diğer çalışmalarında ATPA1A, 
HSP70A, PGR, CAST, SERPINE2 ve ARL6IP1 genleri-
nin termoregülasyonla ilişkili olduğu belirlenmiştir. 
Bu genlerdeki mutasyonların sıcak stresinde verilen 
fizyolojik yanıtlara etkilerinin araştırılması için yeni 
çalışmaların yapılması gerektiği belirtilmiştir. Hayes 
ve ark. [27]’nın FGF4 geni ile ilişkilendirdikleri SNP’in 
apokrin ter bezlerindeki miyoepitelyal hücre hatları 
arasındaki bağlantıları sağlamakla görevli SHANK2 
geninde olduğu ifade edilmiştir [23]. 

Sıcak iklimlere toleransı yüksek olduğu bilinen 
Doğu Afrika Kısa Boynuzlu Zebularında (Afrika ger-
çek sığırı ve Asya zebu melezi) yapılan araştırma 
sonuçları diğer sığır ırkları ile yapılan çalışmalarla 
karşılaştırıldığında Afrika Kısa Boynuzlu Zebularının 
HSPB9, DNAJC7, DNAJC8, DNAJC14, DNAJC18, 
PPP1R10, PPP1R8, KRT ve PMEL genleri yönünden 
pozitif seleksiyona uğramış oldukları belirlenmiştir. 
Bu genlerin çoğunun sıcağa karşı hücrelerin korun-
masını sağlayan ısı şoku proteinleri (HSP) ailesinde 
yer aldıkları, bir kısmının ise yine sıcağa karşı duyar-
lılık ve direnci doğrudan etkileyen faktörlerden don 
rengi ve kıl yapısıyla ilişkili oldukları bildirilmiştir [6]. 

Son olarak, Macciotta ve ark. (2017)’nın İtalyan 
Holştaynları ile yaptıkları çalışmada süt verimi; süt 
yağ ve protein oranlarındaki değişiklikler stres ya-
nıtından etkilenen faktörler olarak kabul edilerek 
temel bileşenler analizi yapılmıştır. BTRC, FGF8, 
MGEA5, KCNIP2 ve HPS6 genlerinin bulunduğu böl-
ge ile CCSER1 geninin bulunduğu bölge süt verimi 
ile ilişkili bulunmuştur. DGAT1, HSF1, ARHGAP39 ve 
RPL8 genleri ile; MAPK15 ve ZNF34 genlerinin bu-
lunduğu bölgeler süt yağı oranı ile ilişkilendirilmiş-
tir. Son olarak süt protein oranı ile ilişkili bölgenin 
MCAT, SAMM50 ve TSPO genlerinin bulunduğu böl-
ge olduğu ifade edilmiştir. Artan sıcaklık-nem indek-
si verileri ve analiz edilen özelliklerdeki değişimler 
göz önünde bulundurulduğunda, bu özelliklerin ye-
tiştiricilikte termotolerans ölçütü olarak kullanılabi-
leceği belirtilmiştir [46].

Polimorfizm Çalışmaları
Birçok karakterin ve gen ailesinin sıcak stresi ve ter-
motolerans ile ilişkili olabileceğine ikinci bölümde 
değinilmişti. Dördüncü bölümde görülen GWAS 
çalışmalarının sonucunda ise aday genler ve termo-
toleransı etkilediği düşünülen aday SNP’ler belirlen-
mişti. Sonraki aşamada yapılan çalışmaların büyük 
bir kısmını sıcak stresi ile ilişkili olduğu düşünülen 
karakterlere ilişkin aday genlerde yapılmış olan poli-
morfizm çalışmaları oluşturmaktadır. Bu karakterler-
den bazıları ve yapılan polimorfizm çalışmaları aşa-
ğıdaki gibi sıralanabilir:

1. “SLICK hair” fenotipi: Kısa ve ince kıl yapısıyla 
karakterize otozomal dominant kalıtım gösteren bir 
fenotiptir. Bu fenotipe sahip bireylerin yüksek sıcak-
lıklarda diğer bireylere göre daha dayanıklı oldukları 
belirtilmektedir [53]. PRLR geninde tespit edilen 20 
baz çiftlik bir delesyon ve iki farklı anlamsız mutas-
yon bu fenotipe neden olmaktadır [54]. 

2. ATPaz genleri: Sıcak stresi oksidatif strese 
neden olarak plazma K+ ve Na+ seviyelerinde deği-
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şimlere neden olmaktadır. ATPaz proteininin sente-
zinde görevli genler Na+ iyonlarının hücre zarından 
transportu ile ilişkilidir. Liu ve ark. [44] Holştaynlarda 
ATP1A1 geninde 14’üncü ekzonda polimorfizm sap-
tamış; bazı genotiplere sahip bireylerin sıcak stresi-
ne diğer bireylerden daha dirençli olduklarını belirt-
mişlerdir [44]. Aynı araştırmacılar 2011 yılında aynı 
gende yeni bir SNP bulmuş; tespit ettikleri genotip-
lerden birinin diğer genotiplere göre sıcak stresi kar-
şısında daha dirençli olduklarını önermişlerdir [45]. 
Kashyap ve ark. [35] Tharparkar ve Vrindavani ırk-
larında ATP1A1 geninde yaptıkları çalışmada 17’nci 
ekzonda bir varyant tespit etmişlerdir. Bu varyantın 
bulunduğu genotipteki bireylerin diğer genotipteki 
bireylere göre solunum hızı ve rektal sıcaklık açısın-
dan daha avantajlı durumda olduklarını belirtmişler-
dir [35].

Wang ve ark. [77] Çin Holştaynlarında ATP1B2 
geninde polimorfizm çalışması yapmışlar; 2’nci ve 
4’üncü intronlarda sırasıyla iki adet tekli nükleotit 
varyantı bulmuşlardır. Araştırmacılar 4’üncü intron-
da buldukları varyantı termotolerans ile ilişkilendir-
mişlerdir [77]. 

3. PPARα geni: PPARα adaptif termogenez, me-
tabolizma ve hücre farklılaşması gibi biyolojik yanıt-
larda görev alan bir transkripsiyon faktörüdür. Fang 
ve ark. [24] Çin Holştaynlarında PPARα geninde po-
limorfizm taramışlardır. Çalışmada sekiz farklı haplo-
tip tespit edilmiş; bu haplotiplerden birine sahip bi-
reylerin sıcak stresine karşı diğer haplotiplere sahip 
bireylerden daha dirençli oldukları önerilmiştir [24].

4. HSP’ler ve HSP ilişkili proteinler: Isı şoku pro-
teinleri hücreleri toksik etkilerden ve sıcak stresine 
bağlı meydana gelen termal hasarlardan korumak-
tadırlar. Bu proteinler moleküler ağırlıklarına göre 
adlandırılmışlardır. HSP27 ailesi mikrofilamentlerin 
stabilizasyonu ve apoptozisin önlenmesinde görev 
almaktadır. HSP60 ailesi proteinlerin yeniden katlan-
masından sorumludur; denatüre edilmiş proteinlerin 
agregat oluşturmasını önler ve apoptozis öncesinde 
görev alır. HSP70 ailesi moleküler şaperonlarda ve 
apoptozisin önlenmesinde görevlidir. HSP90 aile-
si steroid hormon reseptörlerinin regülasyonunda, 
protein katlanmasında, hücre sinyalinde ve tümör 
baskılanmasında görevlidir. HSP110/104 ailesi pro-
tein katlanmasında görev yapar. Sıcak stresine karşı 
en duyarlı HSP’lerin HSP70 protein ailesi olduğu bil-
dirilmiştir [13, 68].

1990 yılında sıcak stresi altındaki sığır lökosit-
lerinde HSP’lerde artış görüldüğü; 1997 yılında ise 
sıcak stresinde HSP’lerde artış görülürken diğer 
proteinlerin ifadesinde düşüş olduğu gösterilmiştir 

[15]. Favatier ve ark. [25] HSP70 ailesindeki genlerin 
oksidatif hasar, iskemi, yangı, UV radyasyonu ve yaş-
lanmaya karşı koruyucu olduklarını belirtmiş; balık 
ve böceklerde termotolerans ile HSP70 ifadelerinin 
arasında pozitif korelasyon görüldüğünü bildirmiştir 
[25]. 

HSP70 proteinlerinden sorumlu HSPA8, HSPA6, 
HSPA1A, HSPA1L, HSPA2 genleri [4] ile ilişkili olarak 
yapılmış çalışmalar aşağıdaki gibi özetlenebilir:

Adamowicz ve ark. [1] HSP70-1 geninin 3’ 
UTR (Translasyonu yapılmayan bölge) bölgesin-
de yeni bir SNP tanımlamışlardır. Cai ve ark. [10] 
aynı yıl sıcak stresine maruz kalan süt ineklerinin 
lenfositlerinde HSP70 polimorfizminin HSF1, Bcl2 
ve Bax-a gen ifadeleri ile arasındaki ilişkiyi araştır-
mışlardır. Sonuçlar bu bölgedeki polimorfizmlerin 
HSP70, HSF1, Bcl2 ve Bax-a mRNA’larının ifadelerin-
de değişikliklere neden olduğunu göstermiştir [10]. 
Rosenkrans ve ark. (2010) HSP70 geninin promotor 
bölgesinde polimorfizm çalışması yapmış ve tespit 
edilen polimorfizmlerin Brahman ırkında doğum 
ile ilişkisini araştırmışlardır. Tespit edilen 11 mutas-
yondan 3’ünün doğum ile ilişkili olduğu önerilmiştir 
[60]. Li ve ark. [43] HSP70A1A polimorfizmlerini ve 
Çin Holştaynlarında bu genin doku spesifik ifadele-
rini incelemişlerdir. Üç genotip termotolerans ile iliş-
kili bulunmuştur. Gen ifadelerine bakıldığında ise en 
yüksek ifade görülen dokudan en düşük ifade görü-
len dokuya doğru organlar kalp, karaciğer, böbrek, 
kas ve dalak olarak sıralanmıştır [43]. Maróti-Agóts 
ve ark. [48] sıcak stresine adapte olduğu bilinen yerli 
bir ırk olan Hungarian Grey ile soğuk iklime adapte 
olduğu bilinen Norwegian Red ve Finnish Ayrshire 
melezlerini karşılaştırmışlardır. Hungarian Grey ırkı 
bireylerin hiçbirinde HSP70.2 geni promotor bölge-
sinde tanımlanmış AP2 mutantı homozigot olarak 
bulunmamasına rağmen, melez bireylerde mutant 
ve yabanıl tip alleller eşit oranda bulunmuştur [48]. 
Basiricò ve ark. [7] Holştaynlarda HSP70.1 geni po-
limorfizmi ve hücresel termotolerans arasındaki iliş-
kiyi araştırmışlardır. Polimorfizmler tespit edildikten 
sonra seçilen genotiplerdeki bireylere ait örnekler ile 
hücre kültüründe çalışılmıştır. Sıcağa maruz bırakılan 
hücrelerin hayatta kalma kapasiteleri, gen ve protein 
ifadeleri incelenmiş; iki genotipin diğer genotiple-
re göre sıcak stresine daha dayanıklı olduğu tespit 
edilmiştir [7]. Deb ve ark. [20] Frieswal (Holştayn ve 
Sahival ırkı melezi) ırkı sığırlarda HSP70.1 geni AP2 
kutusunda polimorfizm taramışlardır. Sonuçlar AP2 
kutusuna ait genotipleri heterozigot olarak taşıyan 
bireylerin mutant ve yabanıl tip genotip taşıyan bi-
reylere göre daha yüksek süt verimi, laktasyon piki, 
protein ve yağ oranlarına sahip olduklarını göster-
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miştir [20]. Xiong ve ark. [78] Çin Holştaynlarında 
HSP70A1A genindeki haplotiplerin termotolerans 
ile ilişkilerini incelemişlerdir. Sekiz yeni mutasyonun 
tespit edildiği çalışmada üç farklı haplotip tanımlan-
mıştır. Farklı haplotiplerde genin ifadesinde değişik-
likler olduğu gözlemlenmiştir [78]. Kerekoppa ve ark. 
[36] Holştayn melezleri ve Deoni ırklarında HSPA1A 
geninin karakterizasyonu için çalışmışlardır. Çalışma 
sonucunda 10 farklı polimorfizm tespit edilmiştir. 
g.312-C>G ve g. 1098-A>G polimorfizmleri her iki 
ırkta ortak olarak bulunmuş; g.456-G>A, g.972-
A>G, g.1788-G>A, g.1766-C>T ve g.2033-G>C 
polimorfizmleri yalnızca Deoni ırkında tespit edil-
miş; g.480-A>G, g.574_575insC, ve g.624_625insC 
polimorfizmleri ise yalnızca Holştayn melezlerinde 
tespit edilmiştir. Tespit edilen 10 nükleotid polimor-
fizminden üçü amino asit değişikliğine; insersiyonlar 
ise amino asit değişikliği ile birlikte çerçeve kayması 
mutasyonuna neden olmaktadır [36]. Bhat ve ark. 
[9] Tharparkar ırkı sığırlarda HSP70 polimorfizminin 
termotolerans üstündeki etkilerini araştırmışlardır. 
Aspartattan tirozine amino asit dönüşümüne neden 
olan g.149-G>T mutasyonunu homozigot olarak 
barındıran bireylerin sıcak stresine toleransının daha 
yüksek olduğu bildirilmiştir [9]. Bharati ve ark. [8] 
kronik sıcak stresi altındaki Tharparkar ırkı sığırlarda 
HSP70 geni ifadesini incelemişlerdir. Sonuçlar HSP70 
mRNA ifadesinin sıcaklık-zaman durumuna göre 
farklılık gösterdiğini ortaya çıkarmıştır. Sıcağa maru-
ziyetten on gün sonra ifadenin daha yüksek olduğu 
belirtilmiştir [8]. Maibam ve ark. [47] Tharparkar ve 
Karan Fries (Tharparkar ve Holştayn melezi) ırkların-
da HSP70 geni ifadesine bakmışlardır. Deri biyopsi-
leri ile yapılan çalışmada yaz ve kış mevsimlerinde 
gen ifadesinin diğer mevsimlere göre daha yüksek 
olduğu; Tharparkar ırkının Karan Fries ırkına göre sı-
cak stresine daha dayanıklı olduğu görülmüştür [47]. 
Suqueli Garcia ve ark. [70] HSP70 genleri ile ilişkili 
yapılmış çalışmalarda çeşitli tutarsızlıklar olduğunu 
farketmişlerdir. Çalışmanın sonuçları sığır referans 
genomu UMD 3.1.1.’de muhtemel bir delesyonun 
varlığını göstermiştir. Daha önce çalışılan diziler üs-
tünde yapılan in silico analizler referans genomda 
11,1 kilobazlık bir delesyon olduğunu göstermiştir. 
HSP70.1 ve HSP70.2 genlerinde yalnızca bir amino 
asidin farklı olduğuna vurgu yapılan çalışmada, iki 
genin promotor bölgelerinin ise türler arasında ko-
runmuş farklılıklar içerdiğine dikkat çekilmiştir. Daha 
önce çalışılan diziler farklı bir referans dizi ile hiza-
lanmış (genbank erişim numarası: FQ482128.2) bazı 
çalışmalarda yanlış HSP70 geni ile çalışıldığı; bazı 
çalışmalarda ise hangi gen ile çalışıldığının belirsiz 
olduğu ortaya çıkmıştır [70].

Verma ve ark. [75] HSPB8 geninde iki adet SNP 
tespit etmiş; her iki SNP’in termotoleransla anlamlı 
derecede ilişkili olduklarını bildirmişlerdir.

Kumar ve ark. [39] Karan Fries ırkında HSPB6 
geninde dizi analizi ile beş yeni varyant tespit etmiş-
tir. Bu varyantların intergenik bölge, 3’ UTR bölgesi 
ve intronik bölgede oldukları ifade edilmiştir. Protein 
dizisini değiştiren herhangi bir amino asit değişikliği 
olmamasına karşın bu bölgelerde gözlenen nükle-
otit değişimlerinin gen ifadesini değiştirebileceği 
ifade edilmiştir. Sıcak stresi yanıtı ve deney tasarımı 
arasında herhangi bir ilişki tespit edilemediği bildi-
rilmiştir [39]. 

HSP90 proteinlerinin sentezinden sorumlu gen-
ler ile yapılan çalışmalar aşağıdaki gibi özetlenmeye 
çalışılmıştır:

Shergojry [68] Deoni sığır ırkında HSP90AA1 
geninin moleküler karakterizasyonu üstünde çalış-
mıştır. Genetik varyantlar ve reprodüktif performans 
arasındaki ilişkinin araştırıldığı çalışmada, genetik 
varyantlardan birinin ilk buzağılama yaşı ile ilişkili ol-
duğu bildirilmiştir [68]. Kumar ve ark. [38] HSP90AA1 
geninin 3’üncü ekzonunda bulunan bir SNP’in Karan 
Fries ırkında termotolerans ile ilişkili olduğunu bil-
dirmişlerdir. Badri ve ark. [5] Çin Holştaynlarında 
HSP90AA1 geninde beş adet polimorfizm saptamış; 
bu polimorfizmlerden birinin (g.-87-G>C) promotor 
bölgede; üçünün (g.605-A>G; g.1662-T>G; g.2819-
G>A) protein kodlayan bölgede; sonuncusunun ise 
(g.4172-A>G) 3’UTR bölgesinde olduğunu belirle-
mişlerdir. g.2819-G>A yabanıl tip allelinin stres dö-
neminde sütte daha çok somatik hücre sayısına ne-
den olduğu bildirilmiştir. g.-87-G>C mutant allelinin 
ifadesinin sıcak ve nemin toplamalı etkisine maruz 
kalındığında yabanıl tipe göre daha fazla olduğu 
fakat tek zincir konformasyonu ve süt üretimi açı-
sından normal sıcaklık ve stres dönemi arasında her-
hangi bir farklılık gözlenmediği belirtilmiştir. g.4172-
A>G mutant allelinin ifadesinde dme-miR-2279’a 
bağlı olarak düşüş olabileceği belirtilmiştir [5].

Charoensook ve ark. [13]’nın Holştayn ve yerli 
Thai sığır ırkları ile yaptıkları çalışmada HSP90AB1 
geninde 9 adet SNP tespit edilmiş fakat bu SNP’lerin 
sıcak stresi nedeniyle meydana gelen fizyolojik ya-
nıtlarda anlamlı bir değişiklik oluşturmadığı ifade 
edilmiştir. Sailo ve ark. [62]’nın Jersey melezlerinde 
yaptıkları çalışmada HSP90AB1 genindeki genetik 
varyantlardan yalnızca birinin düşük rektal sıcak-
lık ile ilişkili olduğu bildirilmiştir. Sajjanar ve ark. 
[61]’nın Hindistan’da süt verimi için yetiştirilen sığır-
lar ile yaptıkları çalışmada HSP90AB1 geninde tespit 
ettikleri genotiplerden birine sahip bireylerin sıcak 
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stresine karşı fizyolojik yanıtlarının ve süt veriminin 
diğer bireylere göre daha iyi olduğu bildirilmiştir.

HSP ilişkili diğer proteinlerle yapılmış çalışmalar 
aşağıdaki gibidir:

Li ve ark. [42] Çin Holştaynlarında yaptıkları ça-
lışmada HSF1 geninde iki yeni SNP tanımlamışlar ve 
her iki SNP’in de termotolerans ile anlamlı derecede 
ilişkili olduklarını ifade etmişlerdir.

Çin Holştaynlarında HSBP1 geninde yedi haplo-
tip tespit edilmiş ve bu haplotiplerden birine sahip 
bireylerin, diğer bireylere göre sıcak stresine daha 
dayanıklı oldukları ifade edilmiştir [76].

Sıcak stresine verilen fizyolojik yanıtlar ve ter-
motolerans birçok genin aktivitesinden etkilenmek-
tedir. Farklı bireylerin yalnızca tek bir gende tespit 
edilen polimorfizmlere göre, gerek HSP genleri ge-
rekse protein onarımı ile ilişkili yolaklarda görevli 
diğer genlere bakılmaksızın sıcak stresine duyarlı 
veya dirençli olarak nitelendirilmesi çalışmaların ne 
derece güvenilir olduğu konusunda şüphe uyan-
dırmaktadır. Çalışmalarda kullanılan yöntemlerden 
SSCP (Tek iplikçik konformasyon polimorfizmi/
Single Strand Conformational Polymorphism) gibi 
eski ve düşük çözünürlüklü bir metodun yerini DNA 
dizi analizine bırakması; elde edilen polimorfizm-
lerin genin yapısı, fonksiyonu ve ifadesini ne şekil-
de etkileyebileceğine dair verilerin biyoinformatik 
analizlerle ortaya konulması; doğrulama amacıyla 
klonal hücre hatlarında ilgili mutasyonların indükle-
nerek sıcak stresine maruz bırakılması sonucu stres 
yanıtının ve hücrenin yaşamsal fonksiyonlarının ne 
şekilde etkilediğinin tespit edilebileceği daha sis-
temli deney tasarımları çalışmaların güvenilirliğini 
artıracaktır. Polimorfizm çalışmalarında “Slick hair” 
fenotipinden tek bir gen sorumlu olduğu için [54], 
PRLR genindeki mutasyonların bu fenotipi etkiledi-
ği bilgisi diğer çalışmalarla kıyaslandığında oldukça 
güvenilir bir bilgidir. İkinci bölümde de değinildiği 
üzere kıl yoğunluğu, inceliği ve uzunluğu gibi karak-
terler evaporatif ısı kaybını etkilediğinden PRLR geni 
mutasyonları termoregülasyonda önemli faktörler-
den biridir [14, 53, 54].

Gen İfadesi Çalışmaları
Sıcak stresi ile ilişkili yapılmış birçok gen ifadesi ça-
lışması bulunmaktadır. Horowitz [28], HSP70 benzeri 
protein ifadeleri yüksek olan türlerin yüksek sıcaklık-
lara daha dayanıklı olduklarını belirtmiştir.

Collier ve ark. [15] sığır meme epiteli kollajen jel 
kültürü sisteminde çalışmışlardır. Çalışmada aklimas-
yon, adaptasyon ve termotolerans ile ilişkili genleri 
araştırmak amaçlanmıştır. PIN, COLL ve UTRO genleri 

artan sıcak stresiyle negatif korelasyon gösterirken; 
RAS, Lig, PFK-P, p38, CLK1, BAG3, HSP40, PLTP, TRAF, 
SIPP, HSP70A, HSP70B genlerinin ifadeleri sıcak 
stresi ile birlikte artış göstermiştir. İfadelerinde artış 
görülen genlerin stres yanıtı ve protein onarımında 
görevli oldukları; ifadelerinde düşüş görülen genle-
rin ise biyosentez, metabolizma ve morfogenez ile 
ilişkili oldukları vurgulanmıştır. Gen ifadelerindeki 
değişimlerden anlaşıldığı üzere sıcak stresinin za-
rarlı etkilerine maruz kalan hücrelerde stres yanıtı 
ve protein onarımı ile ilişkili mekanizmalar devreye 
girmekte; diğer faaliyetler ise baskılanmaktadır [15].

Collier ve ark. [16] sistemik sıcak stresi yanıtı ve 
moleküler mekanizmalarını derledikleri yayınlarında 
sıcak stresi yanıtında gen ifadesi değişimlerinin aşa-
malarını açıklamışlardır. Sıcak stresine maruziyette 
ilk önce HSF1 (ısı şoku faktörü 1) aktive olmaktadır. 
Bunu HSP ifadelerinin artışı ve diğer protein ifade-
lerinin düşüşü izlemektedir. Glukoz ve amino asit 
oksidasyonunda artış; yağ asidi metabolizmasında 
düşüş gözlenir ve endokrin sistem stres yanıtı için 
aktive edilir. HSP’lerin hücre dışı kompartmana çıkışı 
ile bağışıklık sistemi uyarılır [16].

Artan HSP ifadeleri hücreleri ısı şoku, hiperter-
mi, dolaşım şoku ve serebral iskemiye karşı koru-
maktadır. Sıcak stresine maruz kalınan süre uzadı-
ğında endokrin sistem de hücresel stres yanıtını et-
kilemektedir. Melatonin, prolaktin, prostaglandin-α 
ve glukokortikoitler HSP ifadesini artırırken, leptinin 
HSP ifadesini baskıladığı bildirilmiştir [16].

Mehla ve ark. [49] Sahiwal ırkı (Zebu) sığırlarda 
yaptıkları mikrodizin çalışmasında sıcağa maruziyet 
sonrası 140 transkriptin ifadesinde artış; 77 trans-
kriptin ise ifadesinde düşüş saptamışlardır. HSF1 
ifadesi ve HSP’lerin sentezlenmesinde artış görülür-
ken, diğer proteinlerin ifadelerinde düşüş görülmüş; 
HSP’lerin hücre dışına salınımının ardından bağışık-
lık sisteminin aktive edildiği belirtilmiştir [49].

Li ve ark. [40] sığır meme epiteli hücre kültü-
ründe sıcağa maruziyetin etkilerini inceleyen bir ça-
lışma yapmışlardır. Mikrodizin analizinde ısıya maruz 
kalan grupta kontrol grubuna göre 123 genin ifa-
desinde artış, 419 genin ifadesinde ise düşüş göz-
lemlenmiştir. Hücre iskeleti ve TGF-β sinyal yolağı ile 
ilişkili FGF7, CHRM3, ROCK2, PIK3CA, PPP1R12A ve 
BMPR1A genlerinde ifade düşüşü; HSP ailesindeki 
HSPB8, HSPA1A, HSPA5 ve HSP90AB1 genlerinde ise 
ifade artışı tespit edilmiştir [40]. HSP gen ailesinde-
ki genlerde görülen ifade artışı ve diğer yolaklarda 
görevli genlerde görülen ifade düşüşleri Collier ve 
ark. [13, 16]’nın yayınlarını destekler nitelikte görül-
mektedir.
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Deb ve ark. [21] ATP1B1, ATP1B2 ve ATP1B3 izo-
formları ile sıcak stresine ilişkisini araştırdıkları ça-
lışma sonucunda ATP1B1, ATP1B2 transkriptlerinin 
sıcak stresinde anlamlı derecede artış gösterdiği be-
lirlenmiş; her üç izoformun HSP70 geni ile arasında 
pozitif korelasyon görüldüğü bildirilmiştir.

Li ve ark. [41] granüloza hücrelerinde sıcak 
stresinin progesteron, 17β-östradiol ve apoptozise 
etkilerini araştırmak için bir çalışma tasarlamışlar-
dır. Isıya maruz bırakılan hücreler ve kontrol grubu 
karşılaştırıldığında ısıya maruz bırakılan grupta 175 
genin ifadesinde artış; 1036 genin ifadesinde ise 
düşüş gözlenmiştir. HSP90B1, CASP3, BAX, BCL-2 
genlerinde anlamlı derecede ifade artışı; SF1, STAR, 
CYP11A1 ve CYP19A1 genlerinde ise anlamlı dere-
cede ifade düşüşü gözlenmiştir. Isıya maruz bırakılan 
grupta CASP3’ün artan ifadesi ve BAX/BCL-2 mRNA 
oranının artışı ve buna bağlı olarak apoptoziste an-
lamlı derecede artış tespit edilmiştir. Yine bu grupta 
sıcağa maruziyette koruyucu rolleri olduğu bilinen 
HSP ilişkili HSP32, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP105 
genlerinin ifadelerinde anlamlı artış göze çarpmak-
tadır [41].

Srikanth ve ark. [69] RNA dizileme analizi ile 
sıcak stresine maruz kalan Holştayn buzağılarında 
anlamlı derecede farklı ifade edilen genleri tanımla-
maya çalışmışlardır. Analiz sonuçları 376 genin farklı 
ifade edildiğini göstermiştir. Sıcağa maruziyetin bi-
rinci, ikinci ve üçüncü günlerinde sırasıyla 343, 261 
ve 256 genin ifadesinde artış; 159, 133 ve 120 genin 
ifadesinde düşüş görülmüştür. İfade artışı ve düşüşü 
görülen genler moleküler fonksiyonları açısından sı-
nıflandırıldığında genlerin ısı şoku faktörleri ve şape-
ronlar; bağışıklık sisteminde görevli genler ve MAPK 
yolağında görev yapan genler olarak gruplandıkları 
görülmüştür. HSP ilişkili genlerden HSPA1A, HSPA8, 
HSPH1, HSP90AB1, HSP90AA1, DNAJA1, DNAJB1, 
HSPB1, STIP1 genlerinin ifadelerinde artış; ATPA7A 
ifadesinde ise düşüş görüldüğü bildirilmiştir. İfade 
artışının en fazla gözlendiği genler 7SK, IRF4, PGA5, 
HSPA1A, BOLA-DQA5, STT3A, PSIP1, PPP1R1B, 
HSPH1, TNFRSF13C genleri; ifade düşüşünün ise en 
fazla görüldüğü genler PSTK, SDCCAG8, C11orf54, 
ACTR5, FBXW8, FAM46A, VCAN, MCTP1, EHD4 ve 
NRP2 olarak bildirilmiştir [69].

MikroRNA Çalışmaları
MikroRNA’lar (miRNA) 18-25 nükleotit uzunluğun-
da, tek zincirli, küçük RNA molekülleridir. DNA’dan 
transkribe olan fakat proteine translasyonu gerçek-
leşmeyen bu moleküller gen ifadelerinin transkrip-
siyon sonrası regülasyonunda kritik rol oynamak-
tadır. Protein kodlayan genlerin mRNA’larının ge-

nellikle 3’ UTR bölgesine komplementerite esasına 
göre bağlanan miRNA’lar, hedefledikleri mRNA’ların 
degredasyonuna neden olabilmekte veya proteine 
translasyonlarını baskılayabilmekte; bu sayede he-
defledikleri genlerin ifadelerini değiştirebilmekte-
dirler. Bir miRNA birden fazla protein kodlayan geni 
hedefleyebilmekte, bir gen ise birden fazla miRNA 
tarafından hedeflenebilmektedir [67]. 

Sengar ve ark. [65] sıcak stresine maruz kalan 
Frieswal ırkı sığırlarda yaz mevsiminde 65 miRNA’nın 
farklı şekilde ifade edildiği belirlemişlerdir. Sıcak 
stresi sırasında bta-miR-103-2, bta-miR-2898, bta-
miR-2478 ve bta-miR-181b-2’in ifadelerinde anlam-
lı derecede artış; bta-miR-2311 ve bta-miR-6536-
2’nin ifadelerinde ise anlamlı derecede düşüş görül-
düğü belirtilmiştir. Bu miRNA’ların birçoğunun HSP 
ilişkili proteinleri hedefledikleri tespit edilmiştir [65]. 
Aynı araştırmacılar 2018 yılında Sahiwal ırkında yaz 
mevsiminde kış mevsimine kıyasla bta-miR-1248, 
bta-miR-2332, bta-miR-2478 ve bta-miR-1839’un 
ifadelerinde anlamlı artış; bta-miR-16a, bta-let-7b, 
bta-miR-142 ve bta-miR-425 ifadelerinde ise an-
lamlı düşüş tespit etmişlerdir [66]. Hu ve ark. [31] 
normal koşullarda ve sıcak stresindeki besi sığırla-
rında ifade edilen miRNA profillerini incelemişlerdir. 
miR-1246’nın sıcak stresi altındaki sığırlarda anlamlı 
derecede ifade artışı gösterdiği tespit edilmiştir. Bu 
miRNA’nın akciğer hücrelerinde sıcaklıkla indükle-
nen apoptozisi baskılayan PCBP2 ve CREBL2 mR-
NA’larının 3’-UTR bölgesine bağlandığı deneysel 
olarak gösterilmiştir [31]. miR-1246 ifadesinin artışı 
PCBP2 ve CREBL2 ifadelerini baskılayarak akciğer 
hücrelerinde sıcaklık ile indüklenen apoptozise ne-
den olmaktadır. 

Tartışma ve Sonuç
Sığırlarda sıcak stresi ve termotoleransın moleküler 
mekanizmalarının aydınlatılması için birçok çalışma 
yapılmıştır. Sıcak stresine verilen fizyolojik yanıt ve 
termotolerans birçok gen, transkripsiyon faktörü ve 
miRNA’lar gibi epigenetik faktörlerden etkilenme-
sine karşın; çalışmaların birçoğunda tek bir gene 
odaklanılmıştır. Bu nedenle araştırmalarda deney ta-
sarımı doğru sonuçlara ulaşmak için oldukça önem-
lidir.

Sıcak stresi ve termoregülasyon konusunda 
tanımlanmış birçok belirteç olduğu görülmektedir. 
Yapılmış çalışmalarda sıcak stresine duyarlılık ve di-
renç konularında farklı belirteçlerin kullanılması söz 
konusudur. Bu nedenle, araştırmalarda elde edilen 
sonuçların diğer çalışmalarla karşılaştırılması zorlaş-
maktadır. Örneğin; araştırmacılar bir çalışmada rek-
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tal sıcaklık ve solunum sayısını stres belirteci olarak 
kullanırken; bir diğer çalışmada ise eritrositlerdeki 
potasyum konsantrasyonu stres belirteci olarak ele 
alınmıştır. Bu durum iki çalışmadan elde edilen bul-
guların karşılaştırılmasını, seçilen stres belirteçlerinin 
farklı olması nedeniyle zorlaştırmaktadır. 

Stres yanıtını etkileyen birçok faktör göz önüne 
alındığında tekli nükleotit varyasyonları üstüne ya-
pılmış çalışmalarda canlı organizmalar yerine, hücre 
kültürü çalışmalarının kullanımının daha etkili ve ke-
sin sonuçlar vermesi olasıdır. CRISPR/Cas9 gibi yeni 
genom düzenleme teknolojileri ile istenen mutas-
yonlar indüklenebilmektedir [18]. Aday genlerdeki 
polimorfizmlerin termotoleransa etkisi araştırılırken, 
hücre kültüründe istenen mutasyonlar indüklenerek 
sıcak stresine duyarlılık veya direnç yönünden ince-
lenebilmesi bu sayede artık mümkündür. Hücre kül-
türü çalışmalarında elde edilen ön sonuçlar ise daha 
sonra canlı organizmalarda test edilerek in vivo etki-
leri gözlemlenebilir.

HSF1 gibi bazı transkripsiyon faktörlerinin sıcak 
stresi yanıtını etkileyebildikleri bilinmektedir [16; 42]. 
Örneğin; HSF1 transkripsiyon faktörü HSP70 geni-
nin promotor bölgesine bağlanarak stres yanıtının 
başlamasını sağlamaktadır. Eğer HSE’de (ısı şoku ele-
menti; HSP70 geninin promotor bölgesinde bulunur 
ve HSF1 transkripsiyon faktörünün bağlanma bölge-
sidir) olası bir metilasyon söz konusu olursa; HSF1 
ve HSP70’in bağlanmaları sekteye uğrayabilir ve bu 
nedenle HSP70 mRNA’sı sentezlenemez [42]. Tek bir 
gen ile yapılan çalışmalara bakıldığında, hiçbir ça-
lışmada çalışılan genlerin promotor bölgelerinde 
DNA metilasyonunun araştırılmadığı görülmektedir. 
Yalnızca promotor bölge metilasyonu değil, aynı za-
manda gen üstündeki diğer regülatör elementlerin 
bulunduğu bölgelerdeki CpG adacıklarında yapıla-
cak metilasyon analizleri de gen ifadelerindeki deği-
şimlerin nedenlerinin aydınlatılmasını sağlayacaktır. 

miRNA’ların da UTR bölgelerine bağlanarak gen 
ifadesini transkripsiyon sonrası aşamada düzenle-
yebildikleri bilinmektedir. miRNA bağlanma bölge-
lerindeki olası nükleotit değişimleri transkripsiyon 
sonrası aşamada gen ifadelerini etkileyebilecektir. 
Sıcak stresi ve termotolerans konularında miRNA’lar 
ile yapılmış çalışmaların sayısı oldukça azdır [31, 65, 
66]. miRNA çalışmaları ile hedef genlerdeki tekli 
nükleotit polimorfizmi çalışmalarının birleştirildiği 
bir deney tasarımı bu konuda yapılacak çalışmaların 
doğruluğu ve güvenilirliğini artıracaktır.

HSP70 genleri ile ilişkili yapılmış çalışmalarda 
sığır referans genomundaki (UMD 3.1.1.) delesyon 

nedeniyle karışıklık olduğu Suqueli Garcia ve ark. 
[70] tarafından gösterilmiştir. Gelecekte bu genler ile 
ilişkili yapılacak çalışmaların Suqueli Garcia ve ark. 
[70]’nın yayınlarına göre doğrulanarak gerçekleşti-
rilmesi daha doğru sonuçlar alınmasını sağlayacaktır.

Dünya genelinde verim kaybına neden olan en 
önemli sorunlardan biri sıcak stresidir. Küresel iklim 
değişikliği nedeniyle yüzey sıcaklığında öngörülen 
sıcaklık artışları ılıman iklim kuşağındaki ülkelerde 
de sıcak stresi riskinde artışa neden olacaktır. Bu ne-
denle sıcak stresine verilen yanıtlar ve termotoleran-
sın moleküler mekanizmasının aydınlatılması ama-
cıyla yapılan çalışmalar gittikçe önem kazanmakta-
dır. Sıcak stresine verilen yanıta ilişkin mekanizmalar 
aydınlatıldığında; akla gelecek ilk soru küresel iklim 
değişikliği karşısında hangi stratejinin izlenmesi ge-
rektiği olacaktır. Çevreye adaptasyon mekanizmala-
rı geçmişten günümüze uzanan ve devam eden bir 
süreçtir. Yerli ırklar ve nesillerdir belirli bir bölgede 
yetiştirilen ticari ırkların çevresel etkilere adaptasyo-
nu diğer ırklara göre daha fazladır. Irkların nesiller-
dir yetiştikleri çevresel koşullara adaptasyonlarının 
genetik seleksiyonla geliştirilmesi, tüm ırkların sert 
çevre koşullarına dayanıklılıklarının benzer şekilde 
artırılmasına kıyasla daha etkili bir yöntem olacaktır.

Kısaltmalar
3’ UTR : 3’ ucundaki translasyonu yapılmayan bölge (3’ 

Untranslated region)
ACTH : Adrenokortikotropik hormon (Adrenocorticotro-

pic hormone)
CpG adacıkları : Gen üstünde gen ifadesinin regülasyonu ile iliş-

kili ardışık CG (sitozin-guanin) nükleotitlerinin 
bulunduğu bölgeler

CRF : Kortikotropin salgılatıcı faktör (Corticotropin re-
leasing factor)

GMST : Anlamlı küresel yüzey sıcaklığı (Global Mean Sur-
face Temperature)

GWAS : Genom boyu ilişkilendirme çalışması (Geno-
me-wide association study)

HSE : Isı şoku elementi, HSP70 geninin promotor böl-
gesinde HSF1 transkripsiyon faktörünün bağlan-
dığı DNA dizisi (Heat shock element)

HSP : Isı şoku proteinleri (Heat shock proteins)
IPCC : Hükümetlerarası iklim değişikliği paneli (Intergo-

vernmental panel on climate change)
miRNA : MikroRNA
SNP : Tekli nükleotit polimorfizmi (Single nucleotide 

polymorphism)
SSCP : Tek iplikçik konformasyon polimorfizmi (Single 

strand conformational polymorphism)
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Özet: Her ülkenin, kendine özgü hayvan genetik kaynaklarını, nesli tükenme tehlikesine karşın veya gelecekte gen 
aktarım çalışmaları için koruması, önemli bir stratejik planlamadır. Gen bankalarında sıvı azot bağımlı olarak saklanan 
spermatozoon genetik materyallerinin, sıvı azot ile kontaminasyon riskinin bulunması ve sıvı azot ikmali aksaklıkları-
na bağlı olarak, spermatozoonların zarar görerek fertilizasyon yeteneğini kaybetmesi muhtemeldir. Son yıllarda sıvı 
azot ile spermatozoon saklama modeline alternatif olarak gösterilen spermatozoon liyofilizasyonu (dondurup-kuru-
tarak saklama) işlemi sonucunda, spermatozoon motilite kaybı ve hücre membran hasarı görülmesine rağmen DNA 
bütünlüğü korunmaktadır. Liyofilize spermatozoon genetik materyalinin, intra-sitoplazmik spermatozoon enjeksiyo-
nu (ICSI) ile laboratuvar hayvanları başta olmak üzere yaban hayvanları ve çiftlik hayvanlarında in vitro fertilizasyon 
uygulaması ile yavru alınması mümkündür. Bu derlemede liyofilize spermatozoon protokolleri, saklama koşulları ve 
in vitro fertilizasyon çalışmaları hakkında bilgi verilmesi amaçlanmıştır. 
Anahtar kelimeler: Gen bankası, kriyokonservasyon, dondurarak- kurutma, yardımcı üreme teknikleri. 

Lyophilization of sperm: Can it be a new storage model 
for conservation of animal genetic resources?

Abstract: The conservation of the unique animal genetic resources for endangered or future gene transfer studies is 
an important strategic planning for each country. Sperm stored in gene banks are at the risk of contamination with 
liquid nitrogen and also sperm can be damaged and lose fertilization ability due to liquid nitrogen replenishment 
failure. Sperm lyophilization (freeze-drying) process, which is indicated as an alternative to sperm storage model 
with liquid nitrogen, preserves sperm DNA integrity despite the loss of motility and cell membrane damage of the 
sperm. By using of intracytoplasmic sperm injection method, it is possible to produce offsprings from lyophilized 
sperm samples in wild animals and farm animals as well as in laboratory animals. In this review, it was aimed to give 
information about lyophilized sperm protocols, storage conditions and in vitro fertilization studies.
Key words: Gen bank, cryoconservation, freeze-drying, assisted reproduction techniques. 

Giriş
Her ülkenin, bulunduğu çevreye uyum sağlamış, ta-
rımsal ekosistemin halkası olan kendine özgü hayvan 
genetik kaynakları bulunmaktadır. Bu hayvan gene-
tik kaynaklarından bazılarının nesli, bilinçsiz melez-
leme, avlanma ve doğal afetler gibi çeşitli unsurlarla 
tükenmiş veya tükenme tehlikesi altındadır. Mevcut 
hayvan genetik kaynaklarının, nesli tükenme tehli-
kesine karşın veya gelecekte gen aktarım çalışma-
ları için korunması, her ülkenin benimsediği önemli 
bir stratejik planlamadır. Birleşmiş Milletler Gıda ve 
Tarım Örgütü (FAO) tarafından hayvan genetik kay-
naklarının korunması ve sürdürülebilir kullanımı için 
üç yöntem önerilmektedir; i) doğal yaşam alanın-
da yetiştirici şartlarında (in situ in vivo) koruma, ii) 

doğal yaşam alanı dışında özel koruma sürülerinde 
canlı (ex situ in vivo) koruma ve iii) spermatozoon, 
embriyo, oosit, somatik hücre ve DNA gibi genetik 
materyallerin dondurularak, uzun süreler saklanma-
sını sağlayan gen bankalarında (ex situ in vitro) ko-
ruma [10].

Binlerce hayvana ait genetik materyalin pratik 
olarak korunmasına imkan sağlayan gen bankaları, 
ülkemizin de dahil olduğu 64 ülkede kurulmuş, 41 
ülkede de kurulmaları planlanmıştır. Hayvan gene-
tik materyalleri arasında sperma kriyoprezervasyo-
nu (dondurup-saklama), diğer genetik materyalle-
re göre, kolay elde edilebilir olması ve daha pratik 
yavru alabilme imkânı sağlamasıyla, gen bankala-
rının temelini oluşturmaktadır [3]. Ancak sıvı azota 
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bağımlı olarak kullanılan bu tekniğin, sıvı azot ile 
kontaminasyon riskinin bulunması ve sıvı azot ikmali 
aksaklıklarına bağlı olarak, spermatozoonların zarar 
görerek fertilizasyon yeteneğini kaybetmesi muh-
temel sonuçtur. Bu durum araştırmacıları, sıvı azot 
ile saklama metoduna alternatif yöntem arayışlarına 
yönlendirmiştir. Son dönemde yapılan araştırmalar 
sonucunda, bu alternatif yöntemlerin başında sper-
matozoon liyofilizasyonu gelmektedir [6, 16, 36, 53].

Bu derlemede, farklı memeli türlerinden, liyofi-
lize spermatozoon protokolleri, saklama koşulları ve 
in vitro fertilizasyon çalışmaları hakkında güncel bil-
giler sunularak, gelecekte yapılacak olan çalışmalara  
katkı sağlaması amaçlanmıştır.

Liyofilizasyon Nedir?
Prokaryot ve ökaryot hücreler yaklaşık %70-90 ora-
nında su içermektedir. Su hücreler içerisinde biyo-
kimyasal aktiviteleri destekleyen, onların metabolik 
aktivitelerinin devam etmesini sağlayan bir çözücü 
olduğu gibi olumsuz koşullarda ise hücre yapısı-
nın bozulması ve otoliz süreci için gereken ortamı 
sağlayan bir moleküldür [9, 17]. Liyofilizasyon veya 
dondurarak kurutma (freeze-drying) işlemi, biyolojik 
materyallerin dondurulup, düşük basınç altında bu-
zun süblimasyonu (buzun sıvı hale geçmeden uzak-
laşması) ile su miktarının herhangi bir metabolik 
reaksiyonu desteklemeyecek seviyeye kadar azaltıl-
ması işlemidir. Böylece liyofilize edilen ürünlerin oda 
sıcaklığında veya +4°C’de daha az maliyetle muha-
faza edilmesi ve taşınması mümkün olmaktadır [31, 
54].

Liyofilizasyon Metodunun Tarihsel Gelişimi
Liyofilizasyon işleminin tarihsel gelişimi, Eskimoların 
avladıkları balıkları soğuk, kuru Arktik rüzgârlara ma-
ruz bırakarak suyun uzaklaştırılması ile başlamakta-
dır. Benzer uygulamalara Viking ve İnka toplumların-
da da rastlanıldığı bildirilmektedir. Bu toplumlarda, 
basıncın ve sıcaklığın düşük olduğu yüksek tepeleri 
doğal yiyecek koruyucu depolar olarak kullandıkları 
belirtilmektedir [2, 17]. On dokuzuncu yüzyıl başla-
rında farklı bilim insanları tarafından bakteri, virüs, 
ilaç, kan ve doku liyofilizasyon çalışmaları yapılmıştır. 
Penisilini keşfeden bakteriyolog A. Fleming klinik ça-
lışmalarında liyofilize mikroorganizmaları sıkça kul-
landığını belirterek ilk olarak “liyofilizasyon” terimini 
kullanmıştır [7, 14, 15, 45]. Günümüzde liyofilizasyon 
metodu, özellikle gıda ve ilaç endüstrisindeki ürün-
leri, işlevsel saklama imkânı sağladığı için yaygın 
olarak kullanılmaktadır.

Spermatozoon Liyofilizasyonu
Tesadüfen gliserolü keşfederek başarılı spermato-
zoon kriyoprezervasyon çalışmaları yapan Polge ve 
ark. [44], aynı dönemde ilk kez horoz spermatozo-
onları ile liyofilizasyon çalışmaları yapmış ancak ba-
şarılı sonuç bildirilmemiştir [8, 48]. Spermatozoon 
liyofilizasyon çalışmaları, Wakayama ve Yanagimachi 
[50], tarafından yapılan çalışma ile ivme kazanmış-
tır. Bu araştırmacılar yaptıkları çalışmada, liyofilize 
fare spermatozoonlarının hareketsiz, ölü oldukları-
nı fakat DNA’larının bozulmadığını fark etmişler ve 
genetik materyali, intra-sitoplazmik spermatozoon 
enjeksiyonu (ICSI) yoluyla oositlerin fertilizasyonun-
da kullanarak, yavru alınabileceğini göstermişlerdir. 
Liyofilizasyon sürecinde oluşan mekanik ve ozmotik 
stres spermatozoon membranında hasara yol aç-
makta ve hücre ölümüne neden olmaktadır. Ancak 
memeli spermatozoon nükleusu son derece stabil 
ve yüksek yoğunlukta, somatik hücrelere kıyasla 
6 kat daha fazla kompakt ve 40 kat daha az DNA 
hacmi ile özgün bir DNA organizasyonuna sahiptir. 
Bu özgün DNA yapısı, fertilizasyon öncesi ekzojen 
ajanlara karşı hücreyi koruma ve hasarları asgariye 
indirme bakımından hayati önem taşımaktadır [52].

Spermatozoonun Liyofilizasyon Aşamaları
Spermatozoonun liyofilizasyona hazırlanması: 
Liyofilizasyon için taze veya dondurulmuş sperma 
kullanılabileceği gibi epididimal spermatozoon da 
kullanılabilmektedir. Liyofilizasyon öncesi spermato-
zoonun seminal plazma veya sperma sulandırıcıla-
rından seperasyonu için çeşitli ayrıştırma yöntemleri 
(percoll gradient, swim up) uygulanmaktadır [17, 
48]. Ancak, koç sperması gibi ekzojen etkenlere karşı 
hassas olan türler için spermatozoon ayrıştırılmadan 
da liyofilize edilebilmektedir [5, 40]. Liyofilizasyon 
için  spermatozoon sulandırıcısı olarak, fötal sığır 
serumu, monosakkarit veya disakkaritler (trehaloz), 
L-glutamin, sodyum pürivat, etilen diamin tetra ase-
tat (EDTA), esansiyel ve esansiyel olmayan amino 
asitler ve antibiyotik gibi çeşitli tampon, besin ve 
koruyucu madde bileşiklerinin eklendiği ticari kültür 
sulandırıcıları (TCM-199, DMEM, TRIS) kullanılabilir. 
Güncel liyofilize spermatozoon çalışmalarında ise 
Tris-HCI, EGTA bazlı [10 mmol/L Tris-HCI, 50 mmol/L 
NaCl ve 50 mmol/L etilen glikol bis (β-amino-etil-e-
ter) tetra asetik asit (EGTA), pH 8.2] sperma sulandı-
rıcısı ile başarılı sonuç alınan çalışmalar bulunmakta-
dır [17]. Sulandırılan sperma numunesi oda sıcaklı-
ğında 30 dakika ekilibrasyon sürecine bırakılmakta-
dır. Ekilibrasyon süreci sonrasında istenilen dozlarda 
(5x104 spermatozoa/ml gibi) dozlanarak cam veya 
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plastik kriyojenik tüplere aktarılır. Kriyojenik tüpler 
içerisindeki numuneler, sıvı azot içerisine daldırılarak 
(-196oC, 20-30s) veya azot gazı buharında (-140oC, 
5dk) hızlı dondurma işlemi gerçekleştirilir [47, 49]. 
Konvansiyonel kriyoprezervasyon yönteminin ak-
sine, dondurma işleminin hızlı yapılması, hücreler 
arasındaki buz kristallerinin hacminin büyük olması 
dolayısıyla daha başarılı liyofilizasyon işleminin ger-
çekleşmesi amacıyla yapılmaktadır [39]. 

Spermatozoon liyofilizasyonu: Genel olarak 
spermatozoon liyofilizasyonu üç aşamada gerçek-
leştirilmektedir; dondurma, esas kurutma ve son 
kurutma. 

Spermatozoon dondurma işlemi liyofilizasyon 
cihazında yapılabildiği gibi, cihazı ve zamanı verim-
li kullanmak amacıyla, sıvı azot içerisinde veya azot 
gazı buharında yapılması tercih edilmektedir [13]. 
Dondurulmuş sperma numuneleri önceden soğu-
tulmuş (-30oC - -80oC) liyofilazatör içerisine yerleş-
tirilerek esas kurutma işlemine geçilir. Bu süreçte 
kademeli olarak sıcaklık artışı (+37oC ye kadar) ve 
basıncın düşürülmesi (1,98-0,03 mbar) ile numu-
nelerdeki suyun yaklaşık %90’ı sıvı hale geçmeden 
doğrudan, katı buz halden gaz haline geçerek yani 
süblimasyona uğrayarak uzaklaştırılmaktadır (ser-
best suyun tamamı ve bağıl suyun bir kısmı). Ge-
riye kalan, ürünün yapısal bütünlüğünü sağlayan 
bağlanmış su, esas kurutmada kullanılandan daha 
düşük atmosferik basınç ile birlikte yüksek sıcaklık 
uygulanarak uzaklaştırılmaktadır [17, 48]. Genel ola-
rak bu üç aşamada yapılan spermatozoon liyofilizas-
yon işlemi, son kurutma işlemi uygulanmadan, esas 
kurutma süresinin uzatılmasıyla (12-30 saat) iki aşa-
mada gerçekleştirilebilmektedir [11, 29]. Liyofilize 
spermatozoon numuneleri, nemli ortamlardan uzak 
vakumlu tüpler içerisinde muhafaza edilmeli, ışıktan 
korunmalıdır. Öngörülen kullanım süresine göre oda 
sıcaklığında veya +4oC’de saklanabileceği gibi daha 
uzun süre muhafaza için -20oC’de veya -80oC’de sak-
lanması önerilmektedir [6, 28].

Spermatozoon Liyofilizasyonunu Etkileyen 
Faktörler
Basınç ve liyofilizasyon süresi: Bu iki faktör liyofilizas-
yon esnasında spermatozoon fonksiyonunu önemli 
derecede etkileyen unsurlardır. Birbirleri arasındaki 
etkileşim liyofilizasyon kinetiğini ve dehidrasyon 
oranını belirler (Tablo 1) [20]. Esas kurutma esnasın-
da farklı basınçlar uygulayarak liyofilize edilen fare 
spermatozoonları 0,37 mbar basınç altında, 1,03 ve 
0,04 mbar basınca göre DNA bütünlüğü ve ICSI ba-
şarısı açısından daha iyi sonuçlar vermektedir [28]. 
Domuzlarda, spermatozoonun liyofilizasyon süresi-

nin 4 saatten 24 saate uzatılması, ICSI uygulamasıyla 
yapılan in vitro fertilizasyon başarısını, olumsuz etki-
lemektedir [33]. 

Tablo 1. Liyofilize spermatozoon ile yavru veya blastosist aşa-
ması elde edilen çalışmalarda, kullanılan solüsyon ve liyofili-
zatör basınç, süre kalibrasyonu. 

Tür Basınç
(mbar)

Süre
(saat) Solüsyon Kaynak

Fare 0,001 12 CZB, DMEM ve fö-
tal sığır serumu [50]

Fare 0,032a ve 0,040b 4 Tris-HCI, EGTA [32]
Fare 0,030a ve 0,045b 4 Tris-HCI, EDTA [24]
Tavşan 0,023a ve 0,040b 4 Tris-HCI, EGTA [34]

Boğa 0,19 12-18 TCM-199, fötal 
sığır serumu [29]

Aygır 0,133 30 DMEM, fötal sığır 
serumu [11]

aEsas kurutma ve bson kurutma basınç değerleri. CZB; Chatot - 
Ziomek – Bavister, DMEM; Dulbecco’un Modifiye Eagle Medyumu, 
EGTA; Etilen glikol tetra asetik asit, EDTA; Etilendiamin tetra asetik 
asit, TCM-199; Doku kültür medyumu – 199.

Liyofilizasyon solüsyonları ve pH değeri: 
Liyofilizasyon işleminde kullanılacak solüsyonla-
rın spermatozoon DNA bütünlüğünün koruması-
nı sağlaması, liyofilizasyon sıcaklığı ve basıncında 
kolayca dehidre olması ve işlem sonrasında uygun 
şekilde rehidrasyonu önemlidir. Şu ana kadar yapı-
lan çalışmalarda araştırmacılar bu uygunluğu fark-
lı maddelerin kombinasyonları ile sağlamaktadır. 
Liyofilizasyon solüsyonuna farklı maddeler ekleye-
rek koruyucu özelliğini artırmaya yönelik çalışmalar 
devam etmektedir [17]. Liyofilize spermatozoon kul-
lanılarak, ICSI tekniği ile farelerde ilk başarılı yavru 
elde edildiği çalışmada, iki yaygın kültür medyumu-
na (CZB ve DMEM) eklenmiş  %10 fötal sığır serumu 
kullanılmıştır [50]. Günümüzde yaygın olarak kulla-
nılan liyofilizasyon solüsyonu Tris-HCI ve NaCI kom-
binasyonudur. Liyofilizasyon solüsyonlarına EGTA, 
EDTA, DMSO, Vit E, sorbitol ve laktoz ilavesi DNA 
bütünlüğünü korumada olumlu etki yaratmaktadır. 
Farklı hayvan türlerinde (fare, boğa, aygır, tavşan ve 
bazı yaban hayvan türleri) yapılan liyofilize sperma-
tozoon çalışmaları sonucunda, DNA bütünlüğü için 
en uygun solüsyon pH değerinin 8 olduğu öngörül-
mektedir [1, 18, 20, 22, 23, 26, 28, 29, 32].  

Liyofilize spermatozoon depolama süresi ve sı-
caklığı: İn vitro veya in vivo embriyonik gelişme 
sağlanan çalışmalarda liyofilize fare, sıçan, tavşan 
spermatozoonları oda sıcaklığında 1 ay muhafaza 
edilebilmiştir. Domuz spermatozoonlarının +4 oC’de 
3 aydan daha fazla bulundurulmasının DNA bütün-
lüğünü olumsuz etkilediği belirtilmektedir [20, 37]. 
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Kaneko ve Serikawa [25], taze, kısa süreli ve +4 oC’de 
3 yıl süre ile muhafaza edilen liyofilize fare sperma-
tozoonlarının, fare oositleri ile in vitro embriyonik 
gelişim oranları arasında, önemli bir fark olmadığını 
belirtmiştir. Liyofilize spermatozanın, +4oC’de veya 
oda sıcaklığında saklama süresi türlere göre farklı-
lık göstermesine rağmen, uzun yıllar saklanma için 
-20oC’de veya -80oC’de saklanması önerilmektedir 
[6, 28].

Etkin Liyofilize Spermatozoon Çalışmaları
Spermatozoon liyofilizasyonu araştırmalarındaki te-
mel hedef, in vitro fertilizasyon (IVF) veya suni to-
humlama uygulamalarında kullanılmak üzere gerekli 
olan spermatozoon motilitesinin ve fertilizasyon ka-
pasitesinin korunmasını sağlamaktır. Dondurma ve 
kurutma sürecinde oluşan mekanik ve ozmotik stres, 
spermatozoon membranında hasara yol açmakta, 
bunun sonucunda motilite kaybı ve hücre ölümü 
gerçekleşmektedir. Ancak spermatozoonun oosit 
içerisine mikroenjeksiyonu, rutin olarak birçok emb-
riyo laboratuvarında kullanıldığı için motilite kaybı 
artık fertilizasyon için bir engel teşkil etmemektedir 
[30, 36]. Ayrıca liyofilize fare spermatozoonlarından 
üretilen blastosit aşamasındaki embriyolarda kro-
mozal anomaliler, doğan yavruların büyüme hızı ve 
patolojik değişiklikleri açısından taze spermatozoon 
ile kıyaslanabilir durumdadır. Bu durum spermato-
zoon genetik materyalinin liyofilizasyon ve rehidras-
yon süreçlerinden etkilenmediğini göstermektedir. 
Aynı zamanda bu durum belli oranda DNA hasarına 
sahip spermatozoonun, oosit genetik materyalin-
de bulunan DNA onarım genlerinin aktivasyonuyla, 
spermatozoon DNA hasarının, giderilmesiyle açık-
lanmaktadır [12, 19, 21, 30, 37, 51].
Liyofilizasyon sonrası boğa spermatozoonlarında, 
kalsiyum salınımı uyarım yeteneği, hafif ölçüde azal-
makta ve bu durum oosit aktivasyonunu olumsuz 
etkilemekte, fertilizasyon başarısını önemli ölçüde 
düşürmektedir [20]. Keskintepe ve ark. [29], liyofilize 
boğa spermatozoonun, oosit aktivasyonunu uya-
ran şelatlar (iyonomisin, 6-dimetil amino pürine) ile 
muamele ederek in vitro fertilizasyon çalışmaların-
da kabul edilebilir blastosit oranları elde etmişlerdir. 
Kriyoprezervasyon için en hassas DNA’ya sahip tür 
olan koç spermatozoonu ile liyofilizasyon çalışmaları 
sınırlı sayıdadır [35]. Liyofilizasyon solüsyonuna an-
tioksidan (rosmarinik asit) ilavesi DNA bütünlüğünü 
artırmakta, ancak fertilizasyon oranı ve embriyonik 
evre gelişimi açısından önemli bir katkı sağlama-
maktadır [43]. Yapılan başka bir araştırmada ise li-
yoflize koç spermatozoonun, oosit içerisine mikro-
enjeksiyon uygulaması ile %32,8 blastosit oranı elde 

edilmiştir [40]. Choi ve ark. [11], liyofilize aygır sper-
matozoonlarının, spermatozoon sitozol ekstratı çı-
karılarak muamele edilmesinin, oosit aktivasyonuna 
katkı sağlayarak, kaliteli embriyo üretiminde ve yav-
ru alınmasında destek saylayabileceğini, çalışmala-
rından aldıkları iki tay ile kanıtlamışlardır. Bu çalışma 
laboratuvar hayvanları dışında, çiftlik hayvanlarında 
yavru alınan tek çalışmadır. Evcil veya vahşi hayvan 
türlerinden, birçok hayvanın liyofilize spermatozo-
onları elde edilmesine rağmen laboratuvar hayvan-
ları dışında yavru alınan çalışmalar sınırlıdır. Bunun 
sebebi olarak laboratuvar hayvanlarından oosit elde 
edilmesinin daha pratik olmasının yanı sıra in vitro 
fertilizasyon sürecinde oosit aktivasyonun da daha 
pratik olması belirtilmektedir. Farklı hayvan türlerin-
den elde edilen liyofilize spermatozoon numune-
lerinin, fertilizasyon özelliğini belirlemek amacıyla 
fare oositleri ile in vitro fertilizasyon çalışmalarının 
yaygınlığı, bu durumu ispatlar niteliktedir (Tablo 2).

Tablo 2. Farklı türlere ait liyofilize spermatozoon çalışmaları 
ve başarı kriterleri.
Tür Başarı Kriteri Kaynak
İnsan ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [32]
Koç ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [40, 43]
Manda DNA Bütünlüğü [47]
Kedi ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [45]

Köpek DNA Bütünlüğü,
ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [41]

Zürafa ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [26]
Jaguar ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [26]
Şempanze ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [26]
Sansar ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [26]
Domuz ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon [33]
Laboratuvar 
Hayvanları
(Rat, Hamster, Tavşan)

DNA Bütünlüğü, 
ICSI ile İn Vitro Fertilizasyon

[25, 34, 
38]

ICSI; intra-sitoplazmik spermatozoon enjeksiyonu.

Sonuç
Gen bankalarında sıvı azot ile dondurulmuş sper-
maların saklanması pratik bir uygulama olarak gö-
rülebilir, ancak sıvı azotun sürekli buharlaşarak fire 
vermesi, sürekli sıvı azot ikmali gerektirmektedir [4]. 
Zamanında sıvı azot ikmali yapılamaması durumun-
da, mevcut genetik materyallerin kullanılamaz hale 
gelmesi, kaçınılmaz bir tehlikedir. Ayrıca sızı azot te-
mini, gen bankasının bulunduğu bölgeye göre de-
ğişkenlik gösteren süresiz bir ekonomik yüktür. Bu 
yüzden, gen bankalarında bulunan genetik mater-
yallerin en az iki gen bankasında, farklı yöntemler ile 
her olasılığa karşı yedeklenmesi FAO’nun önerileri 
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içerisindedir [10]. Bu amaçla, son yıllarda liyofilizas-
yon tekniği yeni bir metot olarak memeli spermato-
zoonlarında kullanılmaktadır. Sıvı azota bağımsız ve 
farklı sıcaklıklarda (+25°C, +4°C, -20°C, -80°C) daha 
ekonomik saklama imkânı sağlayan bu metodun, 
gelecekte ıslah çalışmalarında ve genetik çeşitliliği 
korumak amacıyla gen bankalarında kullanılması 
birçok araştırmacı tarafından öngörülmektedir [27]. 
1949 yılında Polge’nin sperma sulandırıcısına tesa-
düfen ilave ettiği gliserol ile başlayan spermatozoon 
kriyoprezervasyonu, günümüzde herkes tarafından 
kullanılabilen, saha şartlarına uygun bir protokole 
uyarlanmıştır [44]. Liyofilizasyon çalışmalarındaki 
basınç ve liyofilizasyon sürelerinin farklılığı, kriyop-
rezervasyon metodu gibi bilim insanları tarafından 
kabul gören ortak bir liyofilizasyon protokolünün ol-
madığının göstergesidir. Bu durum hayvan türlerine 
özgü, farklı yöntemler ve liyoprotektanlar adını ve-
rebileceğimiz, liyofilizasyonun spermatozoon üze-
rindeki olumsuz etkilerini, elemine edebilecek mad-
deler ile liyofilizasyon protokollerinin optimizasyon 
çalışmalarına ihtiyaç olduğunu düşündürmektedir. 
Hızla gelişen teknoloji ve bilimsel çalışmaların ışığın-
da, liyofilize spermatozoon metodunun, gelecek yıl-
larda hayvancılık endüstrisinde ve gen bankalarında, 
rutin yardımcı üreme tekniklerinden birisi olarak kul-
lanılmasını, mümkün kılabileceği düşünülmektedir.
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