Black Sea Journal of Engineering and Science
doi: 10.34248/bsengineering.1439699

Arastirma Makalesi (Research Article)

Open Access Journal

e-ISSN: 2619 - 8991 Cilt 7 - Say1 3: 575-579 / Mayis 2024

(Volume 7 - Issue 3: 575-579 / May 2024)

PROTEIN KAYNAKLARININ IN VITRO OLGUNLASTIRILMIS
SIGIR OOSITLERININ GLUTATYON PEROKSIDAZ ENZIiM
AKTIVITESI UZERINE ETKISI

Nisa Nur YILMAZ1*
10ndokuz Mayis University, Agricultural Faculty, Department of Agricultural Biotechnology, 55139, Samsun, Tiirkiye

Ozet: Bu calisma, sigir oositlerinin in vitro olgunlastirma (IVO)’sinda kiiltiir medyumuna ilave edilen protein kaynaklarinin glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi lizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla yapilmistir. Sigir ovaryumlarindan elde edilen oositler %10
fotal buzag1 serum (FBS), 4 mg/mL sigir serum albiimin (SSA), 1 mg/mL polivinil alkol (PVA) iceren ve protein kaynagi icermeyen
bikarbonat tamponlu doku kiiltiir medyumlarinda (TCM-199) 38,5 °C sicaklikta ve %5 CO: igceren nemlendirilmis ortamda 22 saat
IVO’ya alinmigtir. Olgunlagma siiresi sonunda elde edilen kumulus-oosit kompleksleri (KOK'ler), kumulus hiicrelerinden ayirmak igin
isleme tabi tutulmustur. Kumulus hiicrelerinden ayrilan oositler, polivinil alkol iceren ve Ca%+* ve Mg?* icermeyen fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile yikanmistir. Daha sonra, oositler belirlenmis érnek boyutlarina béliinerek mikrotiiplerde saklanmistir. IVO kiiltiiri
sonrasinda oositlerdeki glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi i¢in ticari kit kullanarak 340 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak belirlenmistir. Calismada, her bir deneme grubundaki oositlerden izole edilen hiicre ekstraktlarindaki GPx enzim aktivitesinin
seviyelerinin zamanla degismedigi, kiiltiir medyumuna PVA eklenmis oositlerinde GPx enzim aktivitesinin diger deneme gruplarindaki
oositlerden daha diisiik oldugu tespit edilmistir (P>0,05). Bu ¢alisma sonucunda farklh protein kaynaklarinin antioksidan aktivitenin
gostergelerinden biri olan GPx enzim seviyelerinin sigir oositlerinde iizerine etkileri belirlenmis ve FBS ve BSA'nin protein kaynagi
olarak si181r oosit gelisimi tizerine daha etkili olabilecegi tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Oosit, S18ir, Antioksidan aktivitesi, Protein, Olgunlasma

Effect of Protein Sources on Glutathione Peroxidase Enzyme Activity of In Vitro Maturated Bovine Oocytes
Abstract: This study was conducted to determine the effect of protein sources added to the culture media during in vitro maturation
(IVM) on the glutathione peroxidase (GPx) enzyme activity of bovine oocytes. Oocytes obtained from bovine ovaries were IVM cultured
in bicarbonate buffered tissue culture media (TCM-199) containing 10% fetal calf serum (FBS), 4 mg/mL bovine serum albumin (SSA),
1 mg/mL polyvinyl alcohol (PVA) and without protein source for 22 hours in a humidified environment containing 38.5 °C and 5% CO..
Following the maturation period, cumulus-oocyte complexes (COCs) obtained were subjected to a procedure to separate the cumulus
cells from the oocytes. The oocytes separated from the cumulus cells were washed with phosphate-buffered saline (PBS) containing
polyvinyl alcohol and devoid of Ca2* and Mg?+. Subsequently, the oocytes were divided into predetermined sample sizes and stored in
microtubes for further processing. After IVM culture, using a commercial kit, glutathione peroxidase (GPx) enzyme activity in oocytes
was determined spectrophotometrically at a wavelength of 340 nm. In the study, the levels of GPx enzyme activity in the cell extracts
isolated from the oocytes in each experimental group did not change over time, and the GPx enzyme activity in the oocytes with PVA
added to the culture medium was lower than the oocytes in the other experimental groups (P>0.05). As a result of this study, the
effects of different protein sources on GPx enzyme levels, one of the indicators of antioxidant activity in bovine oocytes, were
determined, and FBS and BSA, as protein sources, could be more effective on bovine oocyte development.
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hiicrelerinde DNA hasarina yol agabilir (Halliwell, 1996).
Hiicresel hasar, metabolik aktivitenin artmasina ve daha

1. Giris

Hiicre i¢i ATP iiretimi, oksidatif metabolizmanin bir yan

irini olarak gergeklesir; ancak bu metabolik aktivitenin
bir sonucu olarak istenmeyen serbest oksijen radikalleri
(SOR) de iiretilir (Sen ve Kuran, 2018; Sen, 2021; Sen ve
ark.,, 2022). SOR iiretimi, oksidatif metabolizma hizina
bagl olarak degisebilir ve ytliksek metabolik aktivite, SOR
Uretimini artirabilir (Sturmey ve ark., 2009). Yiiksek SOR
miktarlari, hiicresel enzimlerin etkisiz hale gelmesine,

membran lipid peroksidasyonuna ve embriyo

fazla besin tiiketimi ile daha fazla SOR iiretimine neden
olarak apoptoza yol agabilmektedir (Sturmey ve ark.,
2009). Oositlerin in vitro olgunlastirilmasi sirasinda
kullanilan medyumlarin ¢ogu, olgunlasmay1 desteklemek
icin bir protein kaynag icerir. Ornegin, sigir oositlerin in
vitro olgunlasmasinda sigir serum albiimin, fetal buzagi
serumu ve gibi gesitli protein kaynaklarinin eklenmesi
neredeyse zorunlu olarak bildirilmistir (Sen, 2015;
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Kocyigit ve ark., 2015). Yapilan ¢alismalar, in vitro kiltiir
ortamina eklenen protein kaynaklarinin oosit ve embriyo
tizerinde toksik etkisi olan maddelerin olumsuz etkilerini
azaltabilecegini, SOR'lara kargi bir savunma olusturarak
hiicresel  bilesenleri koruyabilecegini ve redoks
potansiyelini diizenleyebilecegini gostermistir (Flood ve
Shirley, 1991; Kogyigit ve ark., 2015). Protein ilavesinin
ayn1 zamanda oosit olgunlagsmasini destekleyen biiyiime
faktorlerini saglayabilecegi bildirilmistir (Kogyigit ve
ark, 2015). Dolaysiyla bu g¢alisma, farkli protein
kaynaklarinin in vitro oosit olgunlasma Kkiiltiirlerine
eklenmesinin,
gostergesi olan glutatyon peroksidaz enzim seviyelerini
nasil etkileyebilecegini anlamay1 amaglamaktadir. Ayrica,
hangi protein kaynaginin sigir oositlerinin
olgunlasmasinda daha etkili bir antioksidan aktivite
saglayabilecegini belirlemeye yardimci olacaktir.

hiicresel antioksidan aktivitenin bir

2. Materyal ve Yontem

2.1. Kumulus-Oosit Komplekslerinin (KOK) Elde
Edilmesi

Sigir ovaryumlari, yerel bir mezbahadan (Florya A.S.)
kesim sonrasinda temin edildi. Calisma siiresince toplam
50 ovaryumdan 200 oosit elde edildi. Ovaryumlar,
kesimden sonra yaklasik 2 ila 3 saat icinde, 35-37 °C
sicaklikta 0,9% NaCl (S5886; w/v) iceren ve 0,1% v/v
antibiyotik ¢6zeltisi (A5955; mL basina 10.000 IU
penisilin, 10 mg streptomisin ve 25 pg amfoterisin B)
eklenmis bir ortamda laboratuvara nakledildi. 2 ila 8 mm
capindaki follikiillerden 18 gaugle igneye bagh 10 mL'lik
tek kullanimlik bir siringa kullanilarak kumulus-oosit
kompleksleri (KOK'ler) elde edildi (Sekil 1). KOK'ler, %1
v/v antibiyotik-antimikotik c¢o6zeltisi ile 100 pg/mL L-
glutamin ilave edilen Hepes-modifiye ticari kiiltiir
medyumu (H-TCM-199; M7528) icinde birka¢ kez
yikandi. KOK'ler morfolojik olarak incelendi ve sadece
atretik olmayan kiimiilus yapisina, kompakt ve dizenli
graniile edilmis sitoplazmaya sahip olanlar IVO igin
secildi (Sekil 1) (Sen, 2022).

2.2. In Vitro Oosit Olgunlastirmasi

Sigir oositlerinin IVO kdaltirti Sen (2021)'in 6nerdigi
seklide gerceklestirilmistir (Sekil 2). IVO kiltir
medyumu, Earle tuzlar1 ve L-glutamin takviyeli, 5,5
pg/mL sodyum piruvat, %1 v/v antibiyotik-antimikotik
soliisyon iceren ve sodyum bikarbonat tamponlu ticari
doku kiiltirei medyumundan (TCM-199; M4530)
hazirlandi. Secilen KOK'lar, li¢ kez H-TCM-199 Kkiiltiir
medyumunda yikandi ve ardindan rastgele sigir oositi
olgunlastirma kiiltlir gruplarina dagitildi. Sigir oositi
olgunlastirma kiiltiir gruplary; (a) IVO + 4 mg/mL BSA ,
(b) IVO + %10 FCS, (c) IVO + 1 mg/mL PVA ve (d)
takviyesi olmayan seklinde
olusturulmustur. Kiltiirde olgunlastirma medyumundan
dort gozlii petrinin (Nunc, Roskilde, Danimarka) her bir

makromolekiil

kuyucuguna 500 mL aktarilmis ve tizeri 300 mL mineral
yag (Sigma M-5904) ile kapatilip 1sinmas1 ve gazlanmasi
icin inkiibatore birakilmistir. Her bir ortam grubundaki
KOK’lar 38,5 °C’de, %5 COz ve %95 oraninda nem igeren
atmosferde 22 saat siireyle kiiltiire alinmiglardir (Cevik
ve ark, 2011; Sen ve Kuran, 2018).

2.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx) Enzim Aktivitesi
Olgunlasma siiresi sonunda KOK'lar, 2 defa H-TCM-
199’'da yikandiktan sonra 1,5 ml'lik ependorf tiiplerin
icerisine alinip etrafini saran kumulus hiicrelerinden
ayirmak icin 5 dakika vortekslenmislerdir (Labart Mult-
Mixer). Kumulus hiicrelerinden ayrilan ve ¢iplak kalan
oositler 1 mg/ml polivinil alkol ilaveli Ca%* ve Mg2+
icermeyen fostat tamponlu tuz ¢o6zeltisi (PBS) icerisinde
3 kez yikand1 ve 10 pl PBS icinde 25 adet oosit olacak
sekilde GPx enzim aktivite analizine kadar -80°C’'de
mikrotiliplerde depolanmistir. Analiz giiziinli ¢ézdiiriilen
ornekler enzimatik ekstraksiyon icin 50W'de 2 dakika
slireyle sonikasyona tabi tutulmustur (Sen ve ark., 2022).
Daha sonra orneklerin her birinden 50 pl alinmis ve 2M
1X Assay Buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7,6, 5 mM EDTA) ve
2 pl DTT soliisyonunda 15 dakika boyunca buz igerisinde
inkiibe edilmistir. Her bir numune 3 tekrarlamali olarak
30 saniye araliklarla vorteks edilmistir. Numuneler 4°Cde
15 dakika boyunca 10.000 x g’ de santrifiij edilmistir.

Sekil 2. A) Olgunlastima medyumuna protein kaynaklarinin eklenmesi. B) Olgunlasma medyumunun filtre edilmesi. C)
Olgunlagsma medyumunun doért gézlii petri kutusuna alinmasi. D) Olgunlagmaya birakilacak oositlerin dort gozlii petriye

alinip inkiibasyona birakilmasi.
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Siipernantlar pipet yardimu ile alinmistir. Oositlerin GPx
aktivitesi, ticari kit (GSH-Px Assay, Northwest Life
Science Specialities, LLC ve Vancouver, WA ABD)
onerdigi sekilde
spektrofotometrik olarak belirlenmistir. GPx enziminin
aktivite tayini UV spektrofotometre (Shimadzu UV-1800)
kullanilarak glutatyon doniisiimiine bagh
artist 340 gozlemlenmistir.
Spektrofotometrik yontemler, Kinatics rate ayarinda 340
nm’de ve 3 dakika boyunca yapilmistir (Sen, 2022).

2.4, Istatistik Analiz

Calisma boyunca elde edilen veriler Ondokuz Mayis
Universitesi lisansi ile kullanilan SPSS 20,0 (2014) paket
programi kullanilarak analiz edilmistir. Farkli protein
kaynagi iceren kiltiir medyumlarinda olgunlastirmaya
alinmis sigir oositlerinin GPx enzim aktivitelerine ait
verilerinin normallik varsayimi Shapiro Wilk testi ile
belirlenmis ve dagihm sergiledigi tespit
edilmistir. Ayrica Verilerin varyans analizine uygunlugu
Levente varyans homojenlik testi degerlendirilmis olup

kullanilarak dreticinin

olarak

absorbans nm’de

normal

varyanslarin homojen oldugu (P<0,05) tespit edilmistir.
Deneme gruplarindan elde edilen ortalamalarin 6nem
seviyesinin karsilastirilmas1 0,05 Onem diizeyinde
Duncan Goklu Karsilastirma Testi kullanilarak yapilmistir
(Geng ve Soysal, 2018).

3. Bulgular

Calismada kullanilmak iizere mezbahaneye kesim igin
getirilen 53 bas sigirdan elde edilen toplam 106 adet
ovaryum laboratuvara getirilmistir. Protein kaynagi
olarak fotal buzag serumu (FBS), sigir serum albumini
(SSA) ve polivinil alkol (PVA) eklenmis Kkiiltiir
medyumlarinda in vitro olgunlastirilan sigir oositlerinin
farkli o6l¢im zamanlarindaki ve ortalama Glutatyon
peroksidaz (GPx) enzim aktiviteleri (nmol/dakika/ml)

HFBS
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sirasiyla Sekil 3 ve Tablo 1‘de sunulmustur. Calismada,
her bir deneme grubundaki oositlerden izole edilen
ekstraktlarindaki  GPx aktivitesinin
seviyelerinin degismedigi, fakat kiiltir
medyumuna PVA eklenmis oositlerinde GPx enzim

hiicre enzim

zamanla

aktivitesinin diger deneme gruplarindaki oositlerden
daha diisiik oldugu tespit edilmistir (P>0,05).
Olgunlastirma farkli  protein
kaynaklarinin GPx enzim aktivitesi lizerine etkisinin
incelenmesi amaciyla farkli protein kaynaklarinda
olgunlastirilmaya alinan oosit hiicreleri depolanarak
numuneler elde edilmistir. Elde edilen bu numunelerin
farkli protein kaynaklar1 {izerine etkisi arastirilmistir.
Yapilan aktivite tayinleri sonucunda elde edilen veriler
asagidaki sekil 3’te gosterilmistir.

ortammna  eklenen

4. Tartisma ve Sonug¢

Sig1r oositlerinin in vitro olgunlasmasi, embriyo iiretimi
slireclerinde kritik bir asamay1 temsil eder ve bu siirec,
elde edilen embriyo kalitesi ve ftretim verimliligi
tizerinde énemli etkilere sahiptir. in vitro kosullarda
oosit olgunlasmasi, oositlerin fizyolojik ve biyokimyasal
dikkate alan uygun bir c¢evrenin
saglanmasini gerektirir (Brackett ve Zuelke, 1993;
Gordon, 1994). Modern embriyo {retimi siireclerinde,
kiltiir ortaminin bilesimi, oositlerin ve embriyonun
gelisimini  dogrudan etkileyebilmektedir.
kaynaklarinin tiirti, besin madde icerigi ve diger katki
maddeleri, bu silirecte belirleyici faktorlerdir. Bu siirec,
adaptif  yanitlarini

ozelliklerini

Protein

oositlerin  ve  embriyonun
tetikleyebilir; ¢linki in vitro kosullari, oositlerin dogal
cevresinden belirgin sekillerde farklilik gosterebilir ve bu
da hiicresel yanitlan etkileyebilir (Sturmey ve ark,

2009).

SSA Kontrol

|A-—L |‘-J-J- |d'_‘-L |*‘J_ |ﬂld-4 |*‘J- |‘-J-l

0,0 dakika 0,5 dakika 1,0 dakika 1,5 dakika 2,0dakika 2,5 dakika 3,0dakika

Sekil 3. in vitro olgunlastirma medyumuna farkh protein kaynaklarinin eklenen sigir oositlerinin farkll 6l¢iim
zamanlarindaki GPx enzim aktivitesi seviyeleri (nmol/dakika/ml). FBS= fotal buzag serumu, SSA= sigir serum

albiimini, PVA= polivinil alkol.

Tablo 1. In vitro olgunlastirma medyumuna farkl protein kaynaklarinin eklenen sigir oositlerinin ortalama GPx enzim

aktivitesi (nmol/dakika/ml). ab (P<0,05).

SSA FCS

PVA Control

GPx EA 14,362+0,182

14,414+0,212

13,932+0,1b 14,061+0,2ab

abAyni satirda fakll harfler ile gosterilen ortalamalar arasindaki fark istatistiki olarak 6nemlidir (P<0,05). GPx EA= glutatyon
peroksidaz enzim aktivitesi, FBS= fotal buzag1 serumu, SSA= sigir serum albiimini, PVA= polivinil alkol.
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Oositlerin ve embriyonun biyokimyasal dengesini
desteklemek ve olgunlagsma siirecini optimize etmek
amaciyla, in vitro embriyo iiretimi siirecinde farkl katki
maddelerinin kullanimi yaygin bir yaklasimdir. Bu
baglamda, FBS, BSA ve PVA gibi protein kaynaklar
6nemli bir rol oynamaktadir. Bu katki maddeleri,
embriyo kiiltiir ortaminin besin igerigini artirabilmekte
ihtiyaclarimi ~ karsilamaya
yardimcl olabilmektedir. Onceki calismalar, bu tiir
protein ilavelerinin, 6zellikle proniikleus olusumu gibi
kritik evreleri hizlandirma yetenegine sahip oldugunu
ortaya koymustur. Ayrica, FBS, BSA ve PVA'nin in vitro
kiiltiir sirasinda gen transkript diizeylerini etkileyebildigi
ve bu da embriyo gelisim hiz1 ve kalitesi tizerinde olumlu
etkiler yaratabilecegi belirtilmistir (Ali ve Sirard, 2002).
Mevcut ¢alismada farkli protein kaynaklarimin sigir
oositlerinde glutatyon peroksidaz (GPx) enzim aktivitesi
lizerine etkisinin arastirilmasidir. GPx,
savunmanin kritik bir bilesenidir ve hiicrelerde reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) karst koruma saglar. Sigir
glutatyon peroksidaz  (GPx)
aktivitesinin incelenmesi, in vitro embriyo iretimi
stirecindeki ©6nemli bir parametreyi degerlendirmeyi
amaglar. GPx enzimi, antioksidan savunmanin kritik bir
bilesenidir ve hiicrelerde reaktif oksijen tiirlerine (ROS)

ve oositlerin metabolik

antioksidan

oositlerinde enzim

kars1 koruma saglar. Oositlerin antioksidan kapasitesi,
embriyo kalitesi lizerinde belirleyici bir faktordiir ¢linkii
ROS, oositlerin sagligini, genetik biitiinliigiinii ve gelisim
potansiyelini olumsuz yonde etkileyebilir.
kosullarda  oosit oositlerin
doéllenmeye hazir hale gelmesini saglar ve bu slirecte
oositlerin ¢evresel stres faktorlerine Karsi
onemlidir. Oositler, dogal olarak antioksidan enzimlerle
donatilmis olmasina ragmen, in vitro ortamda maruz

in vitro
olgunlasmas1  siireci,

direnci

kalinan stres ve oksidatif hasar, bu antioksidan
savunmanin etkinligini azaltabilir. Bu nedenle, oositlerin
antioksidan kapasitesini degerlendirmek ve optimize
etmek, basarili bir in vitro embriyo iiretimi siireci igin
krittk 6neme sahiptir. GPx aktivitesinin
incelenmesi, kullanilan kiltiir ortaminin ve protein
kaynaklarinin oositlerin antioksidan savunmasini nasil
etkiledigini anlamamiza yardimci olmaktadir (Cetica ve
ark, 2001). Bu c¢alismanin sonuglari, farkli protein

kaynaklarinin medyum icgerigine eklenmesinin oositlerin

enzim

antioksidan kapasitesini nasil etkileyebilecegine dair
onemli bir icgérii sunmaktadir. Elde edilen sonuglar, her
bir deneme grubundan elde edilen oositlerin hiicre
ekstraktlarinda GPx enzim aktivitesinin zaman i¢inde
anlamli bir degisiklik gostermedigini gostermektedir.
Bununla birlikte, PVA eklenmis medyumlarda yetistirilen
oositlerde GPx enzim aktivitesinin diger
gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamh bir sekilde
daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular, farklh

deneme

protein kaynaklarinin oositlerin in vitro olgunlasma
islemleri sirasindaki antioksidan kapasitesini
etkileyebilecegini gostermektedir. Daha diisiik GPx
aktivitesi, olgunlasma ortamina PVA eklenmis oositlerde

gozlenirken, diger protein kaynaklarinin oositlerin

antioksidan savunmasini daha etkili bir sekilde
artirabilecegi diisiintilebilir.

Sonug¢ olarak, bu ¢alisma farkll protein kaynaklarinin
sigir oositlerinin in vitro olgunlasma siireglerindeki
antioksidan kapasite tlizerindeki etkilerini aydinlatarak,
in vitro embriyo iretimi slireglerinin optimize
edilmesine ve embriyo kalitesinin artirilmasina yoénelik

stratejiler gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Katki Orani Beyam
Yazar(lar)in katki yiizdesi asagida verilmistir. Yazar
makaleyi incelemis ve onaylamistir.

N.N.Y.
K 100
T 100
Y 100
VTI 100
VAY 100
KT 100
YZ 100
KI 100
GR 100
PY 100
FA 100

K= kavram, T= tasarim, Y= yonetim, VTI= veri toplama ve/veya
isleme, VAY= veri analizi ve/veya yorumlama, KT= kaynak
tarama, YZ= Yazim, KI= kritik inceleme, GR= gonderim ve
revizyon, PY= proje yonetimi, FA= fon alimu.

Catisma Beyani
Yazar bu ¢alismada hi¢bir ¢ikar iliskisi olmadigin1 beyan
etmektedirler.
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