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In vitro embriyo kiiltiir medyumlarina ilave edilen eritropoietinin
oksidatif stres ve embriyo gelisimi lizerine etkisi
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Ozet: Calismada, in vitro embriyo kiiltir medyumuna ilave edilen eritropoietinin antioksidan etkinligi incelendi.
Sigir ovaryumlarindan elde edilen oositlerin in vitro maturasyonu ve fertilizasyonlarini izleyen siirecte eritropoietinin
3 farkli dozu (0,5 pg, 0,25 ug, 0,125 pg /ml) ilave edilerek 3 deneme grubu ve eritropoietin ilave edilmemis (anti-
oksidansiz) kontrol grubu olusturularak kiltir ortamina alinarak boéliinen oosit oranlari, blastosiste erisim oranlari
biyokimyasal parametreler degerlendirildi. Morula ve 48. saat bélinen oosit oranlari bakimindan gruplar arasindaki
farklihk 6nemli iken, diger ozellikler icin gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel olarak 6nemsiz oldugu 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 pg, 0,25 ug, 0,125 pg /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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Giris

Eritropoietin (EPO), hematopoietin olarak da adlan-
dirilan glikoprotein yapisinda yerel bir hormondur.
30.4 kDa agirhginda bir glikoprotein ve insanlarda
genomik DNA da 7. kromozomda bulunan 5.4 kb'lik
bdlgeden 193 amino asit iceren polipeptit zinciri
seklinde ifade edilir [15,19]. Baslica bobrekler ta-
rafindan salgilanan EPO'nun karaciger, makrofajlar
ve salgl bezleri ile diger doku ve hiicrelerde varlig
tespit edilmistir. Ancak en 6nemli Uretim kaynaklari
bdbreklerde kortikal peritubular hicreler olup, erit-
rosit Uretiminin kontrolliinden sorumludur [14,16].
Eritropoietinin birincil olarak eritrosit Uretiminin
kontroliinden sorumlu olmakla birlikte cesitli klinik
raporlar oksidatif stresi azaltabilecegini bildirmekte-
dir. Bu ¢alismalarda EPO'nun in vitro embriyo Uretim
asamasinda hicresel hasarin dnemli nedenlerinden
biri olan oksidatif stresi azaltarak htcreleri koruya
bilirligi ortaya koymaya calisildi [3,9,17,24].

Embriyonun hiicre membran yapisi  blylk
oranda doymamis yag asitlerinden olugmaktadir. Bu
durumda gerek in vitro kultir ortamlarinda gerek-
se kiltlir dncesi maniplasyonlari esnasinda oosit ve
embriyolar lipit peroksidasyonuna maruz kalmakta-
dirlar [6].

Bazi arastirmacilarin  yaptiklari ¢alismalarda
embriyolarin in vitro kiltir stirecinde olusan serbest
radikal oranlar ile embriyo gelisiminin olumsuz etki-
lenmesi arasindaki iliskinin énemli oldugunu bildir-
mektedirler [18,23].

Oositlerin gerek maturasyonu gerekse fertili-
zasyonunun in vitro kiltlr ortaminda gerceklestiril-
mesi esnasinda olusan serbest radikaller (stiperoksit,
hidrojen peroksit ve hidroksi radikali) hiicrede oksi-
datif hasara neden olarak hicrenin normal fonksi-
yonlarini etkilemektedir. Bu oksijen radikalleri 6zel-
likle hiicre zarlarini asarak nikleik asit, protein, lipit
gibi yapilari etkileyerek mitokondride bozukluklara
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neden olurlar. Olusan bu bozukluklar ise embriyo-
nun normal gelisimini engelleyerek fertilizasyondan
sonra embriyonik gelisimde bloklanmaya ve apop-
tozise neden olmaktadir [11,13].

In vivo sartlarda, embriyonun kendi yapisinda
ve yasadigi disi kanalinda thiol bilesikleri (glutatyon,
sistein, hipotaurine) ve enzimler (katalaz, superoksit
dismutaz) gibi reaktif oksijen turlerinin (ROS) olus-
turdugu hasara karsi koruyucu endojen kaynakli
antioksidan etkili maddeler bulunmaktadir. Bu an-
tioksidan maddeler ortamda gelisen ROS'un zararli
etkilerini dnleyerek embriyoyu korumaktadir. Fakat
bu endojen kaynakli antioksidanlar in vitro kiltur es-
nasinda yetersiz kalmakta ve endojen antioksidanlar
disinda baska ekzojen antioksidan maddelerin ilave
edilmesine gereksinim duyulmaktadir [4].

Bu calismada in vitro Charles Rosencrans 1 ami-
noasit (CR1aa) embriyo kiltir medyumuna eritro-
poietinin farkl dozlari ilave edilerek embriyo gelisi-
minde ROS'un etkilerini elimine ve detoksifiye etkisi
ile kullanilacak etkili uygun dozlarinin belirlenmesi
arastirildi.

Materyal ve Metot

Ankara ili Cubuk ilcesi'nde ve Kirikkale il'inde bu-
lunan c¢evre mezbahalarda kesilen disi hayvanlar-
dan toplanan ovaryumlar oosit kaynagini olusturdu.
Eritropoietin (Rat Recombinat Erytropoietin; SIGMA
E 8905 USA) antioksidan olarak, Tissue Culture
Medyum (TCM-199; M7528/Sigma-Aldrich Co.) ma-
turasyom medyumu, Charles Rosencrans (CR71aa)
kdltir medyumu ve total oksidan olg¢limleri igin
spektofotometrik kit (Total Oxidant Status Assay Kit,
Mega Tip San. ve Tic. Ltd. Sti.) kullanildi.

Ovaryumdan Oosit Aspirasyonu

In vitro embriyo elde edilmesi amaciyla bdlgedeki
mezbahalarda kesilen kdltur irki ve melezlerine ait
ineklerin ovaryumlari kullanildi. Hayvanlarin kesimi-
ni takip eden 15-20 dakikalk sire icerisinde alinan
ovaryumlar antibiyotik (gentamisin 100 mg/L) ilave
edilmis %0.9 fizyolojik tuzlu su (FTS) icerisine nak-
ledildi. FTS icerisinde ve 30°C'lik sabit 1s1 saglayan
termosta 3 saat icerisinde laboratuvara getirildi [8].
Capi 2-8 mm'lik blyukluge sahip follikiiller normal
enjektor ile Resim 1'deki gibi oositler aspire edilerek
90 mm petrilerde toplandi [20]. Ardindan calisma
icin kullanilacak olan oositler kalite yoniinden de-
gerlendirildi [1]. A ve B kaliteye sahip olan oositler
Resim 2'deki gibi (A kalite: etrafinda 2 ve daha fazla
kumulus hiicre katmani bulunan, B kalite: etrafinda 2
sirali kumulus hiicre katmani bulunan oosit) in vitro
embriyo Uretim slrecine alind.

Resim 1. Oosit aspirasyonu.

Resim 2. Aspire edilen oosit

Oositlerin in vitro Maturasyonu ve Fertilizasyonu

Aspire edilen A ve B kalite oositlerin maturasyo-
nunu gerceklestirmek amaciyla 2 pg/ml FSH, %10
fetal calf serum (FCS, SIGMA F9665), 0.1 mg/ml
L-Glutamin (G8540/Sigma-Aldrich Co.), 100 1U/ml
kristalize penisilin-G potasyum ve 100 ug/ml krista-
lize streptomisin siilfat ilave edilmis TCM-199 doku
kdlturd medyumu kullanildi. Maturasyon siirecine
alinan oositler 20-22 saat %95 bagil nem, %5 CO, ve
38,5°C'deki karbondioksit inkubatdrde inkiibasyona
birakildi [22]. % 90 ve Uzeri kumulus ekspansiyonu
gosteren oositler mature olmus olarak degerlendiri-
lerek (Resim 3) fertilizasyon sirecine alindi.

Bu amagla Uluslararasi Hayvancilik Arastirma
ve Egitim Merkezi Madirligld Suni Tohumlama
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Laboratuvari'nda Uretilmis olan, payet icerisinde
175x105 spermatozoaya sahip 0,25 ml'lik suni to-
humlama payetlerinde dondurulan boga spermalari
kullanildi. Kanagawa ve arkadaslarinin (12) yonte-
mine gore, Spermatozoonlarin kriyoprotektanlar,
seminal plazmadan ayrilmasi, sulandiriimasi ve ka-
pasitasyonu igin modifiye Brackett Oliphant (BO)
medyumlari kullanildi. BO stok medyumlarindan
Sperm Yikama Sollsyonu (SYS), Sperm Sulandirma
Sollisyonu (SSS) ve Oosit Yikama Sollsyonu (OYS)
hazirlanarak SYS ve OYS 35°C'deki su banyosuna,
SSSise inkubatdre kaldirldi. Kapasitasyon amaciyla
5 U/ml heparin (H3149/Sigma-Aldrich Co.) ve 2 mM
kafein (C4144/Sigma-Aldrich Co.) kullanildi. 0.25'lik
5 sperma payeti 37°C'deki su banyosunda 25-30 sa-
niyede ¢dzdurildi. Ardindan santrifiij tiplerine ali-
narak Uzerine 6 ml SYS ilave edildikten sonra 1800
rpm devirde 5 dk santriftj edildi. Ardindan super-
natant kismi sifon yaptirilarak uzaklastirildi. islem 2
tekrar seklinde gerceklestirildi. Spermatozoonlarin
mikroskoptaki sayimlarinin kolay yapilabilmesi icin
Gzerine 1.2 ml daha SYS ilave edildi. Bundan 50 pl
alinarak 4950 pl %5'lik NaCl iceren tuzlu suya ak-
tarilarak thoma laminda sayim islemi gerceklesti-
rildi. Sayimin ardindan elde edilen sayiya gore final
yogunluk 6.25x10% spermatozoa/ml olacak sekilde
SSS ilave edilerek fertilizasyon medyumu hazirlan-
di. 30.000 spermatozoa / oosit olacak sekilde son
sulandirmasi yapilan spermatozoonlardan 35 mm
kiltur petrilerinde (Falcon 3001/Dickinson) 100 pl
olmak Uzere 4 mikro damla ve Uzerleri mineral yag
ile kaplanarak fertilizasyon droplari olusturuldu. in
vitro maturasyonu tamamlanan oositler fertilizasyon
icin OYS ile en az 2 kez yikandiktan sonra her bir
mikro damlaya 20 adet oosit ilave edilerek 5-6 saat
streyle fertilizasyon (Resim 4) islemleri gerceklesti-
rildi [22].

Resim 3. Oositlerin maturasyonu

Resim 4. Oositlerin fertilizasyonu

In vitro Embriyolarin Elde Edilmesi

5-6 saat fertilizasyon siirecinden sonra kumulus
hicrelerinin uzaklastirlmasi amaciyla dar pastor
pipeti kullanildi. Kumuluslari uzaklastirilan oositler
eritropoietinin 3 farkli dozu ilave edilerek (0,125 ug,
0,25 pg, 0,5 pug /ml) deneme [26] ve eritropoietin
ilave edilmemis (antioksidansiz) kontrol olmak Uze-
re 4 grup olusturularak CR1aa kultir medyumuna
alindi. Kiltir ortami olarak 38,5°C, %5 CO,, % 95
nem iceren inkubatdrden yararlanildi. Her bir 100 pl
kiltur drobunda en az 20 oosit kullanilarak ¢alisma
gerceklestirildi. Kultlre alinan oositlerin 2. glinii (48
saat) sonunda mikroskopta bélinme oranlari (Resim
5 ve Resim 6) kontrol edildi. Elde edilen bulgular ka-
yit edilerek boélinen oosit sayilarina gére bdlinme
oranlari tespit edildi. ikinci giin bélinme kontroli
yapilan oositler tekrar inklibasyona alindi. Kdlttr
sUrecinin 7. glinlinde embriyo gelisimleri takip edi-
lerek morula-blastosiste ulasma oranlari bakimin-
dan ve toplam embriyo sayilari stereo mikroskop
(Olympus SZH10 Japonya) altinda incelendi. Elde
edilen embriyolar daha sonra total oksidan dizeyi
olctimleri yapilmak tzere -40°C'ye kaldirildi.

Embriyolarin Total Oksidan Diizeyi Analizi

Orneklerdeki mevcut oksidanlar, demir iyonlari ile
birleserek demirli selat bilesimler halinde bulunurlar.
Bu demir iyonlari asidik sollisyonlarda renkli yapi-
lar olustururlar. Bu renk olusumlari da spektrofoto-
metrik olarak olctlebilmektedir. Total oksidan di-
zeyi (TOS) analizi bu prensiple yapilmaktadir. Total
oksidan dizeyi 6l¢imleri ticari spektofotometrik kit
(Total Oxidant Status Assay Kit, Mega Tip San. ve
Tic. Ltd. Sti. Gaziantep, Turkiye) kullanilarak spektro-
fotometre cihazinda (Perkin Elmer Lambda 25) be-
lirlendi. -40°C'den ¢ikarilan embriyolar oda isisinda
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¢6zUndarildi. Embriyolarin parcalanmasi islemi dar
pastor pipeti ile pipetleme yontemiyle gerceklestiril-
di. 1.2 mL'ye kadar distile su ilave edildi. 10 milimol
etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) iceren 0,2 molar
1.2 ml Fosfat tamponu ile karistirildi. Analiz icin ha-
zirlanan bu embriyo sollisyonundan 75 pl 1 ml'lik
spektrofotometre kiivetine konuldu. Uzerine kit ice-
risinde bulunan Reagent 1 (Assay Buffer) sollisyo-
nundan 500 pL eklendi. Ayni sekilde kit icerisinde
bulunan Standart 2 sollsyonunda 75 pL alinarak ki-
vete konuldu ve tzerine 500 ul reagent 1 sollisyonu
ilave edildi. Ornekler ve standart 530 nm'de okun-
du. Orneklerin ve standardin (izerine kit icerisinde
bulunan 25 pl reagent 2 (Prochromogen solution)
solisyonundan ilave edilerek 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda tekrar 530 nm'de
okundu. Sonuglar asagidaki formille hesaplandi [7].

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

A Absorbans Ornek: Ornegin, 530 nm de 2. absor-
bans degeri - 530 nm'de 1. absorbans degeri

A Absorbans Standart: Standardin, 530 nm de 2. ab-
sorbans degeri - 530 nm'de 1. absorbans degeri.

istatistiksel Analiz

Embriyo gelisiminde expanse oosit, 48. saat bolliinen
oosit, morula, blastosist ve toplam embriyo oranla-
r bakimindan gruplar arasi karsilastirmalarda Khi-
kare; expanded blastosiste erisme oranlari bakimin-
dan gruplar arasi karsilastirmalarda ise bazi grup-
larda gozlem sayisinin (frekaslarin) 5'ten az olmasi
nedeniyle G (Likelihood Ratio Chi-Square) istatistigi
uygulanmistir [5].

Bulgular

Embriyo kultir sirecine alinan fertilize oositlerin
boélinme oranlar Cizelge 1'te verilmistir. Fertilize
oositlerin 48. saatteki boélinme oranlari bakimindan
0.25 ug (% 66.49) ve 0.125 pg (% 62.19) eritropo-
ietin iceren kultir medyumlarinda, kontrol grubu-
na (% 50.78) gore daha ylksek sonuclar elde edildi
(P<0.001). Morula asamasina ulasan embriyo oran-
lari Gzerinde ise, 0.5 pug (% 66.67) eritropoietin iceren
kdltir medyumu, diger gruplara gore daha ytksek
sonug verdi (P<0.05). Blastosist ve ekspanded blas-
tosist oranlar Uzerinde, eritropoietinin dnemli bir
etkisi gorilmedi (P>0.001). Oksidatif stres paramet-
releri lizerinde de eritropoietinin herhangi bir etkin-
lik gostermedigi gorulda.

Cizelge 1. Kiltur strecine alinan fertilize oositlerin 48. saat ve 7-8. glin gelisim slreclerine ait istatistiksel tablo.

Maturasyona Expanse Kiiltiire alinan 48. saat béliinen
oosit oranlan

alinan oosit oosit

7. Giin Kiiltiir Sonu Morula/Blastosist Oranlari

Gruplar oosit sayisi Morula Blastosist Exp. Blast. = Toplam
sayisi orani (%)  (CR1aa) (%) % % % Embriyo %

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

Deneme | a b

(0125 g erit) 201 85,57 201 62,19 (125/201)* 38,24 (13/34)° 47,06 (16/34) 14,71 (5/34) 27,20 (34/125)

Deneme Il

(025 g erit) 200 88,50 194 66,49 (129/194)° 32,00 (8/25)° 60,00 (15/25) 8,00 (2/25) 19,38 (25/129)

(Doesnigzrliltl ) 200 89,50 177 46,33 (82/177)° 66,67 (12/18)* 33,33 (6/18) 0(0/18) 21,95 (18/82)

p _ *kk * - - -

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

a, b: Ayni sttundaki farkli harfler tasiyan ortalamalar arasi farkliliklar nemlidir

Cizelge 2. Kiltur strecine alinan fertilize oositlerin 7. giin total oksidan diizeyi analizi

Gruplar Okuma 1 Okuma 2 DS Sonug Equiv/L
Kontrol 0,148 0,199 0,051 53,68
Deneme | (0,125 pg eritropoietin) 0,185 0,228 0,48 50,90
Deneme Il (0,25 pg eritropoietin) 0,182 0,231 0,049 51,57
Deneme Il (0,5 ug eritropoietin) 0,201 0,244 0,043 45,26

p
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Resimb5. Fertilizasyondan sonra 48. Saat

Resim 6. Fertilizasyondan sonra 7. Gln

Tartisma ve Sonug

Memeli hayvanlarda in vitro fertilizasyon sonrasi
gelisen oksidatif stres ve buna bagl ortamda se-
killenen serbest radikaller embriyonun gelisimi-
ni etkileyen dénemli etkenlerden birisidir. Ozellikle
embriyonun yapisinda meydana gelen hasara bagl
olarak blastosiste erisme oraninda ve kaliteli emb-
riyo elde edilmesinde oldukca 6nemlidir. Buradaki
temel etken, embriyo hiicre membranlarinin yapisi-
nin doymamis yag asitleri oraninin yiiksek olmasidir.
Serbest radikallerin olusturdugu lipit peraksidas-
yon, hiicre yapisinin bozulmasina neden olmaktadir.
Fertilizasyondan sonra in vitro kiiltre alinan oosit-
lerin 48. saati embriyo gelisimi i¢in olduk¢a 6nemli
ve kritik bir donemdir. Bu donemde oksijen radikal-

lerin etkisi daha buyik olmakta ve embriyonal blok-
lanmalara sebep olmaktadir [6]. Netice olarak bu
oksijen radikallerinin (siperoksit, hidrojen peroksit,
hidroksi radikali) neden oldugu hicredeki hasar,
hucresel fonksiyonlarin devam ettirilmesini engelle-
yerek elde edilecek embriyo sayi ve kalite oranlarini
dusirmektedir [11,13].

Memeli embriyolarin in vitro elde edilmesinde
cok farkli kaltar ortamlari kullaniimaktadir. Bunda
temel amag en uygun kiltir ortamini saglayarak
embriyo kalitesini ve sayisini artirmaktir. Kaliteli
blastosist elde edilmesi halinde embriyolarin don-
durulup c¢oziinmesi sonrasi nakillerinde gebelik
oranlari tzerinde oldukca dnemli katki saglamakta-
dir. Ayni zamanda kaliteli blastosist elde edilmesi ile
embriyoda yapilacak islemlerden (biyopsi, kriyopro-
tektanlardan daha az oranda etkilenme, blastomer
seperasyonu vb.) etkilenmesi de daha az olacaktir.
Bu amaclarla oositlerin gerek maturasyon gerekse
fertilizasyon sonrasi kiltiir medyumlarina ¢ok cesitli
antioksidan etkili maddelerin ilavesi yapilarak uygun
bir kiltlr ortaminin olusturulmasina calisiimaktadir
[10,25].

Yapilan bu calismada, oositlerin fertilizasyo-
nu sonras! kiltirin 48. saatinde yapilan bdlinme
kontrollerinde; 0.25 pug ve 0.125 pg eritropoietin,
kontrol grubuna gore daha yiksek (% 62 ve % 66)
oran verdigi gorildi. Alinan bu sonuclar Bucak ve
ark. [2] Sisteamin ile yaptiklar calisma sonuglarin-
dan daha (% 49) yuksek bulunmustur. Morula asa-
masina ulasan embriyo oranlar tzerinde ise, 0.5 ug
eritropoietin igeren kultir medyumu, diger gruplara
gore daha Ustun ciktigr tespit edildi (P<0.05). Sung
ve ark. [21] ise morula asamasindaki embriyo orani-
ni %26, blastosist asamasindaki embriyo oranini ise
%19 bularak, bizim buldugumuz sonuclardan daha
dusuk bulmuslardir.

Embriyo oksidatif stres parametreleri tizerinde
de eritropoietin herhangi bir etkinlik vermedigi tes-
pit edildi. Bu sonug, ortama katilan eritropoietinin
antioksidan seviyelerini (glutatyon ve total antioksi-
dan kapasite) artirmadigindan hareketle, blastosist
ve ekspanded blastosist oranlarina bir etkinligin ol-
madigi varsayimini dogurmaktadir. Bilimsel kaynak-
larda ise embriyo lzerine eritropoietinin etkinligini
arastiran bir ¢alismaya rastlanilamadi. Ancak yapilan
diger antioksidan calismalar ile karsilastirildiginda
daha duslk bir oran elde edilmedigi de goralda. [2].

In vitro kiltlr ortaminda eritropoietinin serbest
radikallerin zararli etkilerinin azaltiimasina yonelik
yapilan bu calismada oositlerin kiltir ortamina ak-
tarildiktan sonra 48. saat bolinme oranlar 0.25 ve
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0.125 pL eritropoietin ilave edilmis deneme grup-
larinda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sonug verdigi tespit edildi. Bununla birlik-
te toplam elde edilen embriyo sayilari bakimindan
0.125 pL eritropoietin ilave edilen deneme grubu-
nun diger gruplara gore daha yiiksek embriyo sayisi
verdigi belirlendi. Mevcut calismada eriropoietinin
in vitro embriyo kiltir medyumlarinda antioksidan
etkinliginin yapildigr ilk calisma oldugu icin oksidatif
stres parametrelerinin istatiksel olarak anlamsiz ol-
masinin nedeninin ortaya konulabilmesi icin farkli
kdltir medyumlarinda da calismalarin yapilamasi
gerekmektedir. Bunun yani sira embriyo kalite ve
blastosiste erisme oranlarina etkili olan farkli etken-
lerde bulunmaktadir. Ozellikle oositlerin elde edildi-
gi hayvanlarin kondisyonu, oosit kaliteleri ve farkli
kiltur ortamlari da elde edilen sonuclari etkilemek-
tedir. Bu nedenle calismalarin baska kiltir ortamla-
rinda yapilacak farkli calismalar ile desteklenmesinin
uygun olacagi kanaatine varildi.

Tesekkiir: Bu calisma, TAGEM (TAGEM/HAYSUD/13/
A-02/P-01/0) tarafindan doktora projesi olarak des-
teklenmistir.
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