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Ozet

Bu calismanin konusu, in vitro sigir embriyolarinin gelisiminde kuiltir medyumlarina katilan antioksidanlarin etkisinin arastiriimasi
olmustur. Lokal mezbahadan saglanan inek ovaryumlar fizyolojik tuzlu su (%0.9), antibiyotik iceren tasima sivisi icerisinde ve 30°C'lik sabit
sicaklik saglayan termosta 2-3 saat icerisinde laboratuvara getirilmistir. Oositlerin in vitro maturasyonu, fertilizasyonu sonrasi, farkl
antioksidanlarin (sisteamin 25 pM, sisteamin 50 pM; dithioerythritol 25 uM, dithioerythritol 50 uM; glutatyon 5 pM, glutatyon 10 uM) ilave
edildigi Charles Rosencrans (CR1aa) ve Sentetik Ovidukt Swvisi (SOF) embriyo kiiltir medyumlarinda kultir periyoduna alinarak embriyo
gelisim asamalar takip edilmistir. Glutatyon (5 ve 10 uM) iceren CR1aa kultir medyumunda, diger gruplara nazaran ekspand blastosist
asamasinda embriyo elde edilememis, bu fark ise 6nemli sayilmistir (P<0.05). Glutatyon iceren gruplar diger gruplara gére morula,
blastosist ve hatched (zonadan ¢ikmig) blastosist asamasina gelen embriyo oranlarini énemli diizeyde olmasa da kétilegtirmigtir. Bélinmus
embriyo, bélinme ve kdltire alinan oosit asamasindan blastosist asamasina gelen embriyo oranlarinda dithioerythritol (50 uM) iceren
CR1aa medyumu, diger gruplara gore daha yuksek sonuclar vermesine ragmen, bu durum istatistiksel olarak énemli gérilmemistir
(P>0.05). Farkli antioksidanlar iceren SOF kultir medyumunda, dithioerythritol (50 uM)'un antioksidan icermeyen gruba gére, bdlinmus
embriyo oraninda énemli artislar sagladigi gérilmustir (P<0.05). Dithioerythritol (25 uM) ve glutatyon (5 ve 10 uM) iceren gruplarda
ekspand ve hatched blastosist asamasina gelen embriyo elde edilememistir. Calisma gruplari arasinda morula, ekspand ve hatched
blastosiste gelisen embriyo oranlarinda istatistiksel olarak farkliliklar olusmamustir. Bu calismada ilave olarak, CR1aa ve SOF embriyo Kultur
medyumlarinda embriyolarin gelisim oranlar karsilastirimistir. Hatched blastosist asamasina gelen embriyo oranlari hari¢, diger embriyo
gelisim asamalari oranlarda CR1aa medyumunun, SOF medyumuna gére énemli oranda Ustinluk sagladigi gérulmustur (P<0.01).

Anahtar soézcikler: Sigir embriyosu, Embriyo gelisimi, Antioksidan, CR1aa, SOF

Effect of Antioxidants Added to Culture Media on the in vitro
Development of Bovine Embryos

Summary

The objective of the present study was to investigate the effect of antioxidants added to culture media on the development of in vitro
bovine embryos. Cow ovaries provided from local slaughterhouses were transported to the laboratory in transport medium, consisting of
physiological saline (0.9%) and antibiotics, at 30°C within 2-3 hours. Following their in vitro maturation and fertilization, the oocytes were
cultured in Charles Rosenkrans medium (CR1aa) and synthetic oviduct fluid (SOF) medium containing different antioxidants (25 pM
cysteamine, 50 uM cysteamine; 25 uM dithioerythritol, 50 uM dithioerythritol; 5 uM glutathione, 10 uM glutathione) and were monitored
for embryonic development. In the CR1aa culture medium containing glutathione (5 and 10 uM), the expanded blastocyst stage was not
obtained, compared to the other groups, and this difference was considered to be significant (P<0.05). The percentages of embryos
reaching the stages of morula, blastocyst and hatched blastocyst decreased insignificantly in the groups with glutathione. As regards
percentages of cleavage embryos, cleavage and development of blastocyst embryos from cultured oocytes, CR1aa medium with
dithioerythritol (50 uM) gave higher results than the other groups, but this difference was statistically insignificant (P>0.05). Upon the
investigation of SOF culture medium containing different antioxidants, it was determined that dithioerythritol (50 uM) provided significant
increase in the percentage of cleavage embryos (P<0.05), compared to the group with no antioxidant. Embryos did not reach the expanded
blastocyst and hatched blastocyst stages in the groups with dithioerythritol (25 uM) and glutathione (5 and 10 uM). Statistically, differences
did not exist in the percentages of embryos reaching the morula, and expanded and hatched blastocyst stages among study groups.
Furthermore, in the present study, development rates of embryos were compared in culture media of CR1aa and SOF. It was determined
that CR1aa medium produced higher percentages of embryonic developmental stages, excluding percentages of embryos reaching the
hatched blastocyst stage, in comparison to SOF medium (P<0.01).
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Sigir Embriyolarinin in vitro Gelisiminde ...

GIRiS

Diinyada in vitro embriyo Uretimi, sigir yetistiricili-
ginde en 6nemli biyoteknolojik yontemlerden biridir.
Bununla birlikte, oositten blastosist liretim orani %25-30
diizeylerinde olmakta ve bu oran diisik sayilmaktadir.
Bu diislik oranin nedeni ise olasilikla embriyonun gelisim
icin in vivo ortam sartlarini tam olarak bulamayisi ve in
vitro ortamda morfolojik ve gen ekspresyonu yoniinden
degisimlere ugramasidir *. Bu degisimler ¢ok gesitli
faktorlerce uyariimaktadir. Bu faktorler arasinda, oositin
gelisimi icin follikller yapi, oosit buyiklugu, yas, irk, sper-
maya bagh faktorler, kiltir medyumlarinin olusturdugu
ortamlar ve ortamda gelisen oksidatif stres sayilabilir **.
Gunldmizde sigir embriyolarinin gelisiminde en yaygin
kultir medyumu olarak kullanilanlar, sentetik ovidukt
sivisi (SOF), charles rosencrans (CR1aa), doku kiltiir med-
yum 199 (TCM 199), KSOM medyumlari’'dir. Bu medyum-
larin etkinlikleri ise galisildigi laboratuvarlara gore degi-
sim gostermektedir. Medyumlar icerdikleri katki madde-
leri (kalf serum, serum albumini, aminoasitler, blyime
faktorleri, somatik hiicrelerden hazirlanmis kokultir kat-
ki maddeleri, antioksidanlar vs) yonuyle in vitro embriyo
gelisiminde de buyuk farklilhklar olusturmaktadir *%.

Oksidatif stres faktori ise, ortamdaki serbest oksije-
nin yaninda hasarli embriyo gelisiminin etiyolojisiyle de
iliskilidir. Oksidatif stres sonrasi embriyo ve embriyo or-
tami kokenli olarak gelisen fazla miktardaki serbest ok-
sijen radikalleri (ROS), hiicrelerin igerdigi molekillerde
degisimlere yol acarak, embriyonun gelisimini baski alti-
na almaktadir. Aerobik metabolizma normal sartlar altin-
da ROS iretimi yapmaktadir. ROS (retimi, embriyo igin
gerekli olan molekdler oksijen metabolizmasinda serbest
oksijenin indirgenmesiyle olusmaktadir. Embriyo tarafin-
dan Uretilen serbest radikallerin baslicalari, superoksit
anyon radikal, hidrojen peroksit ve hidroksi radikalidir.
Bazal diizeyde salinan ROS, embriyo metabolizmasinda,
gelisiminde ve implantasyonunda dizenleyici etki gos-
termektedir ®. Serbest radikal Gretimini tetikleyen faktor-
ler endojen ve ekzojen faktorler olarak gruplandirilabilir.
Endojen faktérler arasinda, oksidatif fosforilasyon, NADPH
oksidaz, ksantin oksidaz, glikolat oksidaz siralanabilir. Ek-
zojen faktorler ise genel olarak ortamdaki oksijen kon-
santrasyonu, metalik katyonlar, giin 1si§ina maruz kalma,
amin oksidazlar ve spermatozoa olarak siniflandirilabilir *°.
Oksidatif stres sonrasi gelisen hasarlar, asir diizeyde sali-
nan ROS tarafindan olusturulmakta ve bu serbest radi-
kaller, hiicre membranlarini gecerek lipit, protein, niik-
leik asit gibi hiicresel molekdillerin yapisini degistirerek
mitokondride degisimlere, embriyonal hiicre gelisiminde
bloklanmaya, asiri diizeyde ATP tiiketimine ve apopto-
zise yol agmaktadir ®*°. Serbest radikallerin olusturdugu
oksidatif stres ve hasara karsl, in vivo sartlarda embriyo-
nun kendisinde ve yasadigi disi dolerme kanalinin sahip

oldugu antioksidan sistemler bulunmakta ve embriyoyu
koruma altina almaktadir. Bu antioksidan sistemler ara-
sinda, glutatyon, taurine, hipotaurin, askorbat, pyruvat,
vitamin E, glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz,
katalaz sayilabilir & Fakat in vitro sartlarda gelisen emb-
riyolarda embriyonun kendi icerdigi antioksidan sistem-
leri disinda oksidatif strese karsi koruyucu baska bir meka-
nizmaya sahip olmadiklarindan, in vitro embriyo Ureti-
minde oksidatif stresin kontrol ve koruma altina alinmasi
gerekli olmaktadir. Bu amagla embriyonun gelisecegi in
vitro kaltir medyumlarina, antioksidan enzimler (SOD,
CAT vb), metal selatorler (EDTA vb), thiol bilesikleri
(glutatyon, sisteamin vb), proteinler ve vitaminler katil-
makta, ROS’un embriyo gelisimi tGzerindeki olumsuz etki-
leri azaltilmaya calisiimaktadir. Fakat, embriyo kultir
ortaminin oksidatif stres ve oksidatif stres faktérlerinden
arindirilmasi kaginilmaz ve ayni zamanda kompleks bir
problemdir. Kaltlir ortamlarinda kullanilacak antioksi-
danlarin ve dozlarinin saptanmasi kimi zaman zor olmak-
ta, ortama katilan asiri dozlardaki antioksidanlarin o-
lumsuz etkiler yaptiklari gézlenmektedir. Bununla bir-
likte, ortama ilave edilen antioksidanlarin etkileri tize-
rinde kiltir medyumlari ve bilesenleri, kullanilan suyun
saflik derecesi gibi ¢cok cesitli faktorler de sorumlu olmak-
tadir **. Bu nedenlerden yapilan galismanin amaci, emb-
riyo kiltir ortamlarina katilan bazi antioksidanlarin in
vitro embriyo gelisimi Gizerine etkilerinin arastirilmasi
olmustur.

MATERYAL ve METOT

Lokal mezbahadan saglanan 2-4 yasl Holstein inek
irkina ait ovaryumlar fizyolojik tuzlu su (%0.9) ve anti-
biyotik (gentamisin 1 ml/L) iceren tasima sivisi igerisinde
ve 30°C’lik sabit 1s1 saglayan termosta 2-3 saat icerisinde
laboratuvara getiriloositler in vitro embriyo Uretim
surecine alinmigtir. Oositlerin in vitro maturasyonu ama-
ciyla %10 fotal kalf serum (FCS) + 2 pug/ml FSH katkili
TCM-199 medyumu kullanilmis ve 22 saat siireyle %5
CO2, %95’in Uzerinde nem ve 39°C’deki inkubatorde ma-
turasyon islemi gergeklestirilmistir. Kumulus ekspan-
siyonu gorilen oositlerin Brackett Oliphant (BO) medyu-
mu ile direkt yikama yontemi ile 5-6 saat siireyle ferti-
lizasyonlari saglanmistir. Fertilizasyon isleminde Lalahan
Hayvancilik Merkez Arastirma Enstitlisi Suni Tohumla-
ma laboratuvarinda uretilen ve igerisinde 175x105 sper-
matozoa bulunan 0.25 ml’'lik payetlerde dondurulmus
Holstein irki boga spermalari kullanilmistir. Fertilizasyon
asamasindan sonra kumulus hiicrelerinden pipetlenerek
uzaklastirilan oositler farkl dozlarda antioksidanlarin
(sisteamin 25 uM, 50 uM; dithioerythritol 25 uM, 50
uM; glutatyon 5 uM, 10 uM) ilave edildigi ve edilmedigi
(kontrol) CR1aa ve SOF embriyo kiltir medyumlarinda
kiltir periyoduna alinmistir. Her bir 100 mikrolitrelik



kiltir drobunda 15-20 oosit kiiltiire edilmis ve iki dene-
me protokoli olusturulmustur.

Kiltldr ortaminin 2. glini sonunda bolinme kont-
rollerin ardindan embriyolarin kiltlir medyumu orta-
minda gelisimleri saglanarak, 7. giin blastosist oranlari
ve embriyo kaliteleri degerlendirilmistir, 8 ve 9. giinlerde
ise embriyo gelisimleri takip edilerek hatched (zonadan
¢tkma) oranlar kayit edilmistir. Farkli antioksidan iceren
ve icermeyen kiltir medyumlarindaki embriyo gelisim
oranlarinin karsilastiriimasinda Z testi kullanilmistir. Fark-
lihgin P<0.05’den disiik olmasi istatistiksel olarak 6nem-
li kabul edilmistir. Uygulamalar, birbirinden bagimsiz en
az 8 replikasyondan olusmustur.
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Farkli antioksidanlar iceren CR1laa kiiltir medyumu
ortaminda kdltire alinan oositlerden 8. glinde yapilan
kontrollerde glutatyon (10 ve 5 M) iceren grupta, diger
gruplara nazaran ekspanded blastosist asamasinda
embriyo elde edilememis, bu fark ise 6nemli sayillmistir
(P<0.05). Benzer sekilde, glutatyon iceren gruplar diger
gruplara gore morula, blastosist ve hatched (zonadan
¢tkan) blastosist asamasina gelen embriyo oranlarini
onemli dizeyde olmasa da kotilestirmistir. Kiiltlr 48.
saat sonu bolinmis embriyo, béliinmiis asamasindan ve
kultire alinan oosit asamasindan blastosist asamasina

Tablo 1. Sigir oositlerinin maturasyonu ve fertilizasyonu sonrast farklt antioksidanlar iceren CR1aa kiiltiir medyumunda embriyo gelisim oranlart

Table 1. Embryo development rates in CR1aa culture medium including different antioxidants after maturation and fertilisation of bovine oocytes

In vitro kiltir In vitro kiiltiir

In vitro kiiltiir In vitro kiiltiir In vitro kiiltiir

48. saat 7. glin 7.-8. giin 8. giin 9.-10. giin
g c g c g c c v'luy.o\o c v‘luho\o c g c éﬂf

“ — — c © [
£ §% £33 gq £52 £33 TEx EFE
3 S 3 © s = ‘G S a5 7D 5 a4 2 g %2
Gruplar g7 g = S = 282 8%. §EE SEE R8fz B8%E
€2 £ 8 c 8 EEQ s Eo ER O c8¢ Egs 82
£ 2 8 E s E 8 a2 g 8.> 335§ S5 5 xBE SR
geox f8x S8x &85 £8F €35 Exg 32 =357
58% [T N S © B E ®HE 3 o LR “’-u“:' [
°% S Eac v s EQ o R0 Ecw ®cwm ET 9 Los
;5 8 'S €3St 33 S €98 c 58 ¢ € g CS ;5 8 € Cco 3£ S
£ 929 3519 £ 519 %o E% o S2a £2a 2¢%e E808
g¢5 B2 EE§f B3% E3% RIE EIE BES EEe
CRlaa (kontrol) 1.3 (50/121) 26.0 (13/50) 10.7 (13/121) 24.0 (12/50) 9.9 (12/121) 12.0 (6/50)* 5.0 (6/121)= 4.0 (2/50) 1.7 (2/121)
Dithioerythritol (50 uM) 464 (58/125) 25.9 (15/58) 12.0 (15/125) 25.9 (15/58) 12.0 (15/125) 5.2 (3/58) ** 2.4 (3/125) * 3.4 (2/58) 6 (2/125)
Dithioerythritol (25 uM) 49.1 (53/108) 26.4 (14/53) 13.0 (14/108) 20.8 (11/53) 10.2 (11/108) 11.3 (6/53)* 5.6 (6/108)= 1.9 (1/53) 0.9 (1/108)
Sisteamin (50 uM) 49.2 (61/124) 24.6 (15/61) 12.1 (15/124) 23.0 (14/61) 11.3 (14/124) 11.5(7/61)* 5.6 (7/124)= 3.3 (2/61) 6 (2/124)
Sisteamin (25 uM) 440 (48/109) 16.7 (8/48) 7.3(8/109) 12.5(6/48) 5.5 (6/109) 8.3 (4/48)* 3.7 (4/109)> 4.2 (2/48) 1 8 (2/109)
Glutatyon (10 uM) 49.1 (57/116) 14.0 (8/57) 6.9 (8/116) 14.0(8/57) 6.9 (8/116) 0(0/57)® 0(0/116)® 0.0 (0/57) 0(0/116)
Glutatyon (5 uM) 48.1 (39/81) 17.9(7/39) 8.6(7/81) 179 (7/39) 8.6 (7/81) 0(0/39)* 0(0/81)* 0.0(0/37) 0(0/81)

P

= = * * = =

*: Aynu siitunda farkle harfi tastyan gruplar arast farklliklar 6nemlidir (P<0.05), (P>0.05)

Tablo 2. Sigir oositlerinin maturasyonu ve fertilizasyonu sonrast farklt antioksidanlar iceren SOF kiiltiir medyumunda embriyo gelisim oranlart

Table 2. Embryo development rates in SOF culture medium including different antioxidants after maturation and fertilisation of bovine oocytes

In vitro kiiltiir In vitro kiltir

In vitro kiiltiir In vitro kiiltiir In vitro kiiltiir

48. saat 7. giin 7.-8. giin 8. giin 9.-10. giin
& cs c§ c c 3% c g £ g Sa O\;
5 - -_ [ (] © [] ]
£ i%  £%  3g g, S3% fzp fix £8f%
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i"#g BES SES 23 & 2354 2% E < E 225 SEE
SOF (kontrol) 22.6 (26/115)® 15.4 (4/26) 3.5 (4/115) 15.4 (4/26)* 3.5(4/115)* 0.0 (0/26) 0.0 (0/115) 0.0 (0/26) 0.0 (0/115)
Dithioerythritol (50 uM) 37.0 (51/138)* 7.8 (4/51) 2.9 (4/138) 59 (3/51)* 2.2 (3/138)* 39(2/51) 14 (2/138) 3.9(2/51) 1.4(2/138)
Dithioerythritol (25 uM)  28.0 (23/82) ** 4.3 (1/23) 1.2(1/82) 0.0(0/23)® 0.0(0/82)* 0.0(0/23) 0.0 (0/82) 0.0 (0/23) 0.0(0/82)
Sisteamin (50 uM) 31.9 (37/116) * 13.5(5/37) 4.3(5/116) 13.5(5/37)* 4.3 (5/116)* 5.4(2/37) 1.7 (2/116) 5.4 (2/37) 1.7 (2/116)
Sisteamin (25 uM) 28.0 (26/93)* 15.4 (4/26) 4.3 (4/93) 11.5(3/26)* 3.2(3/93)* 7.7 (2/26) 2.2 (2/93) 7.7(2/26) 2.2(2/93)
Glutatyon (10 uM) 309 (42/136) ™ 9.5 (4/42) 2.9 (4/136) 9.5 (4/42)* 29 (4/136)* 0.0 (0/42) 0.0 (0/136) 0.0 (0/42) 0.0 (0/136)
Glutatyon (5 uM) 27.7 (23/83)* 4.3 (1/23) 1.2(1/83) 43(1/23)* 1.2(1/83)* 0 (0/23) 0.0 (0/83) 0(0/23) 0.0 (0/83)

*

P

* *

*: Aynu siitunda farkle harfi tastyan gruplar arast farkliliklar 6nemlidir (P<0.05), (P>0.05)




72

Sigir Embriyolarinin in vitro Gelisiminde ...

gelen embriyo oranlari bakimindan dithioerythritol (50
1M) iceren kiiltiir grubu, diger gruplara gore daha yuk-
sek sonuclar vermesine ragmen, bu durum istatistiksel
olarak 6nemli gértilmemistir (P>0.05) (Tablo 1).

Farkli antioksidanlar iceren SOF kultir medyumu or-
taminda kiiltiire alinan oositlerden, 48. saat sonu yapi-
lan kontrollerde dithioerythritol (50 uM)’un antioksidan
icermeyen gruba gore bolliinmis embriyo oraninda ar-
tislar sagladigi gérilmustir (P<0.05). Dithioerythritol
(25 uM) ve glutatyon (10 ve 5 uM) iceren gruplarda eks-
panded ve hatched blastosist asamasina gelen embriyo
elde edilememistir. Calisma gruplari arasinda morula,
ekspanded ve hatched blastosiste ulasma oranlarinda
istatistiksel olarak dnemli bir fark olusmamistir. Elde
edilen sonuglar Tablo 2'de gosterilmistir.

Bu calismada CR1aa ve SOF embriyo kiltir medyum-
larinda embriyolarin gelisim oranlari karsilastiriimis ve
Tablo 3'te elde edilen oranlar verilmistir. Hatched blas-
tosist asamasina gelen embriyo oranlari harig, diger emb-
riyo gelisim asamalari oranlarda CR1laa medyumunun,
SOF medyumuna gore dnemli oranda Ustiinlik sagladigi
gorilmustar (P<0.01).

tadir ****, Bu nedenlerle, ¢ogu memeli hiicresi ortamdaki
reaktif oksijen tirleri igin temizleyici gérevi géren etkili
antioksidanlari (glutatyon, sistein, hipotaurine, katalaz,
superoksit dismutaz vb) icermektedir **. Fakat bu endo-
jen antioksidan sistemler, embriyolarin in vitro kiltir
ortaminda yeterli gelmemektedir **. Embriyoda en etkili
antioksidan bilesiklerinden bazilari, glutatyon (GSH; g-
glutamylcysteinylglycine) ve sistein’dir. Glutatyon ve
sistein hicre ici fonksiyonlarinin (DNA, protein sentezi)
korunmasinda ve reaktif tirlerin zararh etkilerine karsi
onemli etkinlige sahiptir ****. Ortamda gelisebilecek GSH
seviyesindeki artis, var olan peroksit seviyesindeki azal-
mayla es zamanli olarak meydana gelmekte ve fertili-
zasyon sonrasi ¢ekirdek dekondenzasyonuna, erkek
gamet proniikleus formasyonuna eslik etmektedir **.

Memeli embriyolarin ¢ok gesitli kiltlr ortamlarinda
gelismeleri saglanmakta ve amag blastosist verimini ar-
tirmak olmaktadir. Bu amaclarla fertilizasyon sonrasi
oositler, farkli katki maddeli kiltir medyumlarinda in-
kiibe (CR1aa, SOF, katki maddeli M199 vb) edildikleri gi-
bi ?* maturasyon ve fertilizasyon medyumlarina bazi
antioksidanlarin da ilavesi yapilarak kiiltlr stirecine kat-
kida bulunulmaktadir **. Yang ve ark.” sigirlarda yaptik-

Tablo 3. Sigir oositlerinin maturasyonu ve fertilizasyonu sonrast CR1aa ve SOF kiiltiir medyumlarinda embriyo gelisim oranlart

Table 3. Embryo development rates in CR1aa and SOF culture media after maturation and fertilization of bovine oocytes

In vitro kiiltir In vitro kiiltiir

In vitro kultiir

In vitro kiiltiir In vitro kiiltiir

48. saat 7. giin 7.-8. giin 8. gilin 9.-10. giin
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**: Aynt sutunda farkli harfi tastyan gruplar arast farkliliklar 6nemlidir (P<0.01)

-: (P>0.05)

**%: Aynt sutunda farklt harfi tastyan gruplar arast farklliklar 6nemlidir (P<0.001)

TARTISMA ve SONUC

Sigirlarda in vitro embriyo gelisimini olumsuz yonde
etkileyen en 6nemli faktorlerin basinda oksidatif stres
gelmektedir. Embriyo membran yapisinin biyik oranda
doymamis yag asitlerinden olusmasi, embriyolarin kil-
tlr ortaminda lipit peroksidasyonuna ugramasina neden
olmaktadir **>, Neticede ortamda gelisen reaktif oksijen
radikallerinin (stperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hid-
roksi radikali vb) yol actigi hiicredeki oksidatif hasar,
hicresel fonksiyonlarin sirdirilmesine engel olmak-

lar bir calismada, CR1aa kiiltir medyumunda fertilizas-
yon sonrasl %30 oraninda blastosist orani elde etmis ve
bu oranin elde ettigimiz sonuctan yiksek oldugu goril-
mistir. Buna karsin, Sung ve ark.” ise morula asamasin-
daki embriyo oranini %26, blastosist asamasindaki emb-
riyo oranini ise %19 bularak, bizim buldugumuz sonuglara
yakin degerler elde etmistir. Ayrica ¢calismamizda, eks-
panded blastosist eldesinde CR1aa medyumunun SOFa
gore Ustilin oldugu goriilmis, fakat hatched blastosist
oranlarinda ise iki kiltiir medyumu arasinda 6nemli bir
fark elde edilmemistir. Buradaki farkliliklar olasilikla,
kiltir medyumu bilesenleri, iyonik ve metabolik denge



vb. bazi faktorleri iceren in vitro matutasyon/fertilizas-
yon/kiltir sartlarindan kaynaklanabilir.

Blyuk ruminantlarda yapilan ¢alismalarda maturas-
yon ve kiiltir medyumlarina katilan 100 uM sisteaminin,
kontrol gruplarina gére maturasyon (%61 ve 55) ve blas-
tosiste ulasma oranlarinda (%23.8 ve 17.1) 6nemli artis-
lar sagladigi gbzlenmis **, bunun yanisira yapilan oksi-
datif stres ol¢iimlerinde antioksidanlarin embriyo orta-
mindaki antioksidan kapasiteyi ** ve intraselliler GSH-
sistein seviyelerini * artirdigi belirtilmistir. Bu noktada
yapilan bir ¢alismada sisteaminin etkinligi tizerinde katil-
dig1 doz ve medyumun etkili oldugu vurgulanmistir *.
Sisteaminin etkisinin ise ortamdaki GSH sentezi etkinligi
Uzerinden oldugu belirtilmistir **. Calisma sonucunda
elde ettigimiz sisteamin ilaveli kiiltir medyumlarindaki
blastosist oranlarimizin kontrol gruplarina gére dnemli
artislar saglamamasina karsin, yukarida degindigimiz
bazi ¢alismalardan yiksek, bazilarindan ise disiik oran-
lar verdigi goriilmdstar. Elde edilen farkli sonuglarin, ma-
turasyon ve kiltir medyumlarina ve bu medyumlara ila-
ve edilen katki maddeleri (hormonlar, biyime faktorleri,
thiol bilesikleri, amino asitler vb), inklibator sartlari,
ovaryum materyali, hayvanin yasi vb. bir takim faktor-
lere gore degisebilecegini disindirmektedir.

Dithioerythritol ile ayni kimyasal yapiya ve molekiiler
agirhga sahip olan dithiothreitol ile ilgili yapilan ¢alisma-
larda, dokularda gesitli toksinlerle olusturulan apoptozis
ve oksidatif strese karsli 6nemli oranda koruyucu etkiler
sagladigi belirtilmistir ***. Domuzlarda spermatozoanin
dithiothreitol ile inklibasyonu sonrasi yapilan intrasitop-
lazmik spermatozoon enjeksiyonunda fertilite ve blas-
tosist oranlarinda énemli artislara neden oldugu goste-
rilmektedir ¥. Calismamizdan elde edilen sonuglarda ise
SOF medyumuna ilave edilen dithioerythritol (50 LM)’un
kontrol grubuna gore b6élinmis embriyo oraninda
onemli dlizeyde artis sagladigl gorilmdastar.

Glutatyon enzimatik olmayan antioksidan olarak emb-
riyo ve embriyonun bulundugu ortamda oksidatif ha-
sara ve ROS Urlnlerine karsi etkinlik gostermektedir * .
Glutatyon, hiicrelerde aminoasit transportu, DNA ve
protein sentezi, distlfid baglarinin rediiksiyonunda
onemli fonksiyonlara sahiptir *. Sigir embriyolarinda
erken embriyonik gelisim oranlarinin, embriyodaki GSH
yogunluguyla direk iliskili oldugu belirtilmistir. Emb-
riyoda GSH sentezinin inhibe edildigi durumlarda ortam-
da gelisen oksidatif stres ve ac¢iga c¢ikan hidrojen peroksit
radikali DNA'da hasarlar olusmaktadir *****°, Fare ve sigir
embriyolarinda yapilan galismalarda kiltiir medyumuna
katilan GSH’in bolinmis embriyo asamasinda blokajin
engellenmesinde ve embriyonun gelisiminde 6nemli kat-
kilar yaptig1 gosterilmistir **°**, Ancak ¢alismamizda glu-
tatyon iceren CR1aa ve SOF kiltir ortamlarinda, embri-
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yo gelisim slresince diger gruplara gére dnemli farkli-
liklar gortilmemis ve ekspanded ve hatched asamasina
gelen embriyo elde edilememistir. Bu farkliliklardan ola-
silikla ortam pH’sindaki degisimler, ortamdaki anti-
oksidan varliginda embriyodaki GSH sentezinin artarak
ROS irlinlerin olusumunda asiri bir inhibisyon meydana
gelmesi, bu nedenle embriyo yasami igin gerekli ROS
Urlin kaynaginin ortamda kalmamasi sorumlu olabilir.

Sonug olarak, kiltir medyumuna ilave edilen antioksi-
danlarin farkh kdltr ortamlarinda farkl davranislar ser-
gileyebildigi, SOF medyumuna ilave edilen dithioerythritol
(50 uM)’un bolinmis embriyo oranina énemli katkilar
sagladigl soylenebilir. CR1aa ve SOF kiiltlr ortaminda
antioksidanlarin embriyo gelisim lizerinde etkilerinin
olmadigi, hatta ekspand ve hatched blastosist asama-
sinda CR1aa ortamina katilan glutatyonun ve SOF orta-
mina katilan dithioerythritol (25 uM)'un embriyo geli-
simi Gzerinde olumsuz etkilerinin oldugu gérilmustar.
CR1laa ve SOF kiltir medyumlarinin karsilastirilmasinda
da, CR1aa embriyo kiltlirinin SOF’a gére embriyo geli-
simi Gzerinde Ustln oldugu sonucuna variimistir.

Farkli kaltlir medyumlarina katilan antioksidanlar ile
ilgili baska calismalarin yapilmasi ve kiltir ortamlarinda
etkili antioksidanlarin ve dozlarinin saptanmasiyla kaltir
medyumlarinin iyilestirilebilecegi agiktir. Bunun yaninda
kiiltir medyumlarina katilacak antioksidanlarin, kaltir
ve maturasyon ortamlarinda bulunan diger baska katki
maddeleriyle (hormonlar, aminoasitler, bliyime
faktorleri, serumlu/serumsuz ortam vb) etkilesimlerinin
arastiriimasina da gereksinim duyulmaktadir.
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