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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).
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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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