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Özet 
Bu çalışmanın konusu, in vitro sığır embriyolarının gelişiminde kültür medyumlarına katılan antioksidanların etkisinin araştırılması 

olmuştur. Lokal mezbahadan sağlanan inek ovaryumları fizyolojik tuzlu su (%0.9), antibiyotik içeren taşıma sıvısı içerisinde ve 30°C’lik sabit 
sıcaklık sağlayan termosta 2-3 saat içerisinde laboratuvara getirilmiştir. Oositlerin in vitro maturasyonu, fertilizasyonu sonrası, farklı 
antioksidanların (sisteamin 25 µM, sisteamin 50 µM; dithioerythritol 25 µM, dithioerythritol 50 µM; glutatyon 5 µM, glutatyon 10 µM) ilave 
edildiği Charles Rosencrans (CR1aa) ve Sentetik Ovidukt Sıvısı (SOF) embriyo kültür medyumlarında kültür periyoduna alınarak embriyo 
gelişim aşamaları takip edilmiştir. Glutatyon (5 ve 10 µM) içeren CR1aa kültür medyumunda, diğer gruplara nazaran ekspand blastosist 
aşamasında embriyo elde edilememiş, bu fark ise önemli sayılmıştır (P<0.05). Glutatyon içeren gruplar diğer gruplara göre morula, 
blastosist ve hatched (zonadan çıkmış) blastosist aşamasına gelen embriyo oranlarını önemli düzeyde olmasa da kötüleştirmiştir. Bölünmüş 
embriyo, bölünme ve kültüre alınan oosit aşamasından blastosist aşamasına gelen embriyo oranlarında dithioerythritol (50 µM) içeren 
CR1aa medyumu, diğer gruplara göre daha yüksek sonuçlar vermesine rağmen, bu durum istatistiksel olarak önemli görülmemiştir 
(P>0.05). Farklı antioksidanlar içeren SOF kültür medyumunda, dithioerythritol (50 µM)’un antioksidan içermeyen gruba göre, bölünmüş 
embriyo oranında önemli artışlar sağladığı görülmüştür (P<0.05). Dithioerythritol (25 µM) ve glutatyon (5 ve 10 µM) içeren gruplarda 
ekspand ve hatched blastosist aşamasına gelen embriyo elde edilememiştir. Çalışma grupları arasında morula, ekspand ve hatched 
blastosiste gelişen embriyo oranlarında istatistiksel olarak farklılıklar oluşmamıştır. Bu çalışmada ilave olarak, CR1aa ve SOF embriyo kültür 
medyumlarında embriyoların gelişim oranları karşılaştırılmıştır. Hatched blastosist aşamasına gelen embriyo oranları hariç, diğer embriyo 
gelişim aşamaları oranlarda CR1aa medyumunun, SOF medyumuna göre önemli oranda üstünlük sağladığı görülmüştür (P<0.01). 

Anahtar sözcükler: Sığır embriyosu, Embriyo gelişimi, 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 µM 
cysteamine, 50 µM cysteamine; 25 µM dithioerythritol, 50 µM dithioerythritol; 5 µM glutathione, 10 µM glutathione) and were monitored 
for embryonic development. In the CR1aa culture medium containing glutathione (5 and 10 µM), 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 µM) 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 µM) 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 µM) and glutathione (5 and 10 µM). 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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Sığır Embriyolarının in vitro Gelişiminde ... 

GİRİŞ 

Dünyada in vitro embriyo üretimi, sığır yetiştiricili­
ğinde en önemli biyoteknolojik yöntemlerden biridir. 
Bununla birlikte, oositten blastosist üretim oranı %25-30 
düzeylerinde olmakta ve bu oran düşük sayılmaktadır. 
Bu düşük oranın nedeni ise olasılıkla embriyonun gelişim 
için in vivo ortam şartlarını tam olarak bulamayışı ve in 
vitro ortamda morfolojik ve gen ekspresyonu yönünden 
değişimlere uğramasıdır 1. Bu değişimler çok çeşitli 
faktörlerce uyarılmaktadır. Bu faktörler arasında, oositin 
gelişimi için folliküler yapı, oosit büyüklüğü, yaş, ırk, sper­
maya bağlı faktörler, kültür medyumlarının oluşturduğu 
ortamlar ve ortamda gelişen oksidatif stres sayılabilir 2-5 . 
Günümüzde sığır embriyolarının gelişiminde en yaygın 
kültür medyumu olarak kullanılanlar, sentetik ovidukt 
sıvısı (SOF), charles rosencrans (CR1aa), doku kültür med­
yum 199 (TCM 199), KSOM medyumları’dır. Bu medyum­
ların etkinlikleri ise çalışıldığı laboratuvarlara göre deği­
şim göstermektedir. Medyumlar içerdikleri katkı madde­
leri (kalf serum, serum albumini, aminoasitler, büyüme 
faktörleri, somatik hücrelerden hazırlanmış kokültür kat­
kı maddeleri, antioksidanlar vs) yönüyle in vitro embriyo 
gelişiminde de büyük farklılıklar oluşturmaktadır 1,6,7. 

Oksidatif stres faktörü ise, ortamdaki serbest oksije­
nin yanında hasarlı embriyo gelişiminin etiyolojisiyle de 
ilişkilidir. Oksidatif stres sonrası embriyo ve embriyo or­
tamı kökenli olarak gelişen fazla miktardaki serbest ok­
sijen radikalleri (ROS), hücrelerin içerdiği moleküllerde 
değişimlere yol açarak, embriyonun gelişimini baskı altı­
na almaktadır. Aerobik metabolizma normal şartlar altın­
da ROS üretimi yapmaktadır. ROS üretimi, embriyo için 
gerekli olan moleküler oksijen metabolizmasında serbest 
oksijenin indirgenmesiyle oluşmaktadır. Embriyo tarafın­
dan üretilen serbest radikallerin başlıcaları, superoksit 
anyon radikalı, hidrojen peroksit ve hidroksi radikalidir. 
Bazal düzeyde salınan ROS, embriyo metabolizmasında, 
gelişiminde ve implantasyonunda düzenleyici etki gös­
termektedir 8. Serbest radikal üretimini tetikleyen faktör­
ler endojen ve ekzojen faktörler olarak gruplandırılabilir. 
Endojen faktörler arasında, oksidatif fosforilasyon, NADPH 
oksidaz, ksantin oksidaz, glikolat oksidaz sıralanabilir. Ek­
zojen faktörler ise genel olarak ortamdaki oksijen kon­
santrasyonu, metalik katyonlar, gün ışığına maruz kalma, 
amin oksidazlar ve spermatozoa olarak sınıflandırılabilir  8,9. 
Oksidatif stres sonrası gelişen hasarlar, aşırı düzeyde salı­
nan ROS tarafından oluşturulmakta ve bu serbest radi­
kaller, hücre membranlarını geçerek lipit, protein, nük­
leik asit gibi hücresel moleküllerin yapısını değiştirerek 
mitokondride değişimlere, embriyonal hücre gelişiminde 
bloklanmaya, aşırı düzeyde ATP tüketimine ve apopto­
zise yol açmaktadır 8,10. Serbest radikallerin oluşturduğu 
oksidatif stres ve hasara karşı, in vivo şartlarda embriyo­
nun kendisinde ve yaşadığı dişi dölerme kanalının sahip 

olduğu antioksidan sistemler bulunmakta ve embriyoyu 
koruma altına almaktadır. Bu antioksidan sistemler ara­
sında, glutatyon, taurine, hipotaurin, askorbat, pyruvat, 
vitamin E, glutatyon peroksidaz, superoksit dismutaz, 
katalaz sayılabilir 8. Fakat in vitro şartlarda gelişen emb­
riyolarda embriyonun kendi içerdiği antioksidan sistem­
leri dışında oksidatif strese karşı koruyucu başka bir meka­
nizmaya sahip olmadıklarından, in vitro embriyo üreti­
minde oksidatif stresin kontrol ve koruma altına alınması 
gerekli olmaktadır. Bu amaçla embriyonun gelişeceği in 
vitro kültür medyumlarına, antioksidan enzimler (SOD, 
CAT vb), metal şelatörler (EDTA vb), thiol bileşikleri 
(glutatyon, sisteamin vb), proteinler ve vitaminler katıl­
makta, ROS’un embriyo gelişimi üzerindeki olumsuz etki­
leri azaltılmaya çalışılmaktadır. Fakat, embriyo kültür 
ortamının oksidatif stres ve oksidatif stres faktörlerinden 
arındırılması kaçınılmaz ve aynı zamanda kompleks bir 
problemdir. Kültür ortamlarında kullanılacak antioksi­
danların ve dozlarının saptanması kimi zaman zor olmak­
ta, ortama katılan aşırı dozlardaki antioksidanların o­
lumsuz etkiler yaptıkları gözlenmektedir. Bununla bir­
likte, ortama ilave edilen antioksidanların etkileri üze­
rinde kültür medyumları ve bileşenleri, kullanılan suyun 
saflık derecesi gibi çok çeşitli faktörler de sorumlu olmak­
tadır 1,4. Bu nedenlerden yapılan çalışmanın amacı, emb­
riyo kültür ortamlarına katılan bazı antioksidanların in 
vitro embriyo gelişimi üzerine etkilerinin araştırılması 
olmuştur. 

MATERYAL ve METOT 

Lokal mezbahadan sağlanan 2-4 yaşlı Holstein inek 
ırkına ait ovaryumlar fizyolojik tuzlu su (%0.9) ve anti­
biyotik (gentamisin 1 ml/L) içeren taşıma sıvısı içerisinde 
ve 30°C’lik sabit ısı sağlayan termosta 2-3 saat içerisinde 
laboratuvara getiriloositler in vitro embriyo üretim 
sürecine alınmıştır. Oositlerin in vitro maturasyonu ama­
cıyla %10 fötal kalf serum (FCS) + 2 μg/ml FSH katkılı 
TCM-199 medyumu kullanılmış ve 22 saat süreyle %5 
CO2, %95’in üzerinde nem ve 39°C’deki inkubatörde ma­
turasyon işlemi gerçekleştirilmiştir. Kumulus ekspan­
siyonu görülen oositlerin Brackett Oliphant (BO) medyu­
mu ile direkt yıkama yöntemi ile 5-6 saat süreyle ferti­
lizasyonları sağlanmıştır. Fertilizasyon işleminde Lalahan 
Hayvancılık Merkez Araştırma Enstitüsü Suni Tohumla­
ma laboratuvarında üretilen ve içerisinde 175x105 sper­
matozoa bulunan 0.25 ml’lik payetlerde dondurulmuş 
Holstein ırkı boğa spermaları kullanılmıştır. Fertilizasyon 
aşamasından sonra kumulus hücrelerinden pipetlenerek 
uzaklaştırılan oositler farklı dozlarda antioksidanların 
(sisteamin 25 μM, 50 μM; dithioerythritol 25 μM, 50 
μM; glutatyon 5 μM, 10 μM) ilave edildiği ve edilmediği 
(kontrol) CR1aa ve SOF embriyo kültür medyumlarında 
kültür periyoduna alınmıştır. Her bir 100 mikrolitrelik 
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kültür drobunda 15-20 oosit kültüre edilmiş ve iki dene­
me protokolü oluşturulmuştur. 

Kültür ortamının 2. günü sonunda bölünme kont­
rollerin ardından embriyoların kültür medyumu orta­
mında gelişimleri sağlanarak, 7. gün blastosist oranları 
ve embriyo kaliteleri değerlendirilmiştir, 8 ve 9. günlerde 
ise embriyo gelişimleri takip edilerek hatched (zonadan 
çıkma) oranları kayıt edilmiştir. Farklı antioksidan içeren 
ve içermeyen kültür medyumlarındaki embriyo gelişim 
oranlarının karşılaştırılmasında Z testi kullanılmıştır. Fark­
lılığın P<0.05’den düşük olması istatistiksel olarak önem­
li kabul edilmiştir. Uygulamalar, birbirinden bağımsız en 
az 8 replikasyondan oluşmuştur. 

BULGULAR 

Farklı antioksidanlar içeren CR1aa kültür medyumu 
ortamında kültüre alınan oositlerden 8. günde yapılan 
kontrollerde glutatyon (10 ve 5 μM) içeren grupta, diğer 
gruplara nazaran ekspanded blastosist aşamasında 
embriyo elde edilememiş, bu fark ise önemli sayılmıştır 
(P<0.05). Benzer şekilde, glutatyon içeren gruplar diğer 
gruplara göre morula, blastosist ve hatched (zonadan 
çıkan) blastosist aşamasına gelen embriyo oranlarını 
önemli düzeyde olmasa da kötüleştirmiştir. Kültür 48. 
saat sonu bölünmüş embriyo, bölünmüş aşamasından ve 
kültüre alınan oosit aşamasından blastosist aşamasına 

Tablo 1. Sığır oositlerinin maturasyonu ve fertilizasyonu sonrası farklı antioksidanlar içeren CR1aa kültür medyumunda embriyo gelişim oranları
 
Table 1. Embryo development rates in CR1aa culture medium including different antioxidants after maturation and fertilisation of bovine oocytes
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CR1aa (kontrol) 41.3 (50/121) 26.0 (13/50) 10.7 (13/121) 24.0 (12/50) 9.9 (12/121) 12.0 (6/50) a 5.0 (6/121) a 4.0 (2/50) 1.7 (2/121) 
Dithioerythritol (50 µM) 46.4 (58/125) 25.9 (15/58) 12.0 (15/125) 25.9 (15/58) 12.0 (15/125) 5.2 (3/58) ab 2.4 (3/125) ab 3.4 (2/58) 1.6 (2/125) 
Dithioerythritol (25 µM) 49.1 (53/108) 26.4 (14/53) 13.0 (14/108) 20.8 (11/53) 10.2 (11/108) 11.3 (6/53) a 5.6 (6/108) a 1.9 (1/53) 0.9 (1/108) 
Sisteamin (50 µM) 49.2 (61/124) 24.6 (15/61) 12.1 (15/124) 23.0 (14/61) 11.3 (14/124) 11.5 (7/61) a 5.6 (7/124) a 3.3 (2/61) 1.6 (2/124) 
Sisteamin (25 µM) 44.0 (48/109) 16.7 (8/48) 7.3 (8/109) 12.5 (6/48) 5.5 (6/109) 8.3 (4/48) a 3.7 (4/109) a 4.2 (2/48) 1.8 (2/109) 
Glutatyon (10 µM) 49.1 (57/116) 14.0 (8/57) 6.9 (8/116) 14.0 (8/57) 6.9 (8/116) 0 (0/57) b 0 (0/116) b 0.0 (0/57) 0 (0/116) 
Glutatyon (5 µM) 48.1 (39/81) 17.9 (7/39) 8.6 (7/81) 17.9 (7/39) 8.6 (7/81) 0 (0/39) b 0 (0/81) b 0.0 (0/37) 0 (0/81) 

P - - - - - * * - -

*: Aynı sütunda farklı harfi taşıyan gruplar arası farklılıklar önemlidir  (P<0.05), (P>0.05) 

Tablo 2. Sığır oositlerinin maturasyonu ve fertilizasyonu sonrası farklı antioksidanlar içeren SOF kültür medyumunda embriyo gelişim oranları 

Table 2. Embryo development rates in SOF culture medium including different antioxidants after maturation and fertilisation of bovine oocytes
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SOF (kontrol) 22.6 (26/115) b 15.4 (4/26) 3.5 (4/115) 15.4 (4/26) a 3.5 (4/115) a 0.0 (0/26) 0.0 (0/115) 0.0 (0/26) 0.0 (0/115) 
Dithioerythritol (50 µM) 37.0 (51/138) a 7.8 (4/51) 2.9 (4/138) 5.9 (3/51) ab 2.2 (3/138) ab 3.9 (2/51) 1.4 (2/138) 3.9 (2/51) 1.4 (2/138) 
Dithioerythritol (25 µM) 28.0 (23/82) ab 4.3 (1/23) 1.2 (1/82) 0.0 (0/23) b 0.0 (0/82) b 0.0 (0/23) 0.0 (0/82) 0.0 (0/23) 0.0 (0/82) 
Sisteamin (50 µM) 31.9 (37/116) ab 13.5 (5/37) 4.3 (5/116) 13.5 (5/37) a 4.3 (5/116) a 5.4 (2/37) 1.7 (2/116) 5.4 (2/37) 1.7 (2/116) 
Sisteamin (25 µM) 28.0 (26/93) ab 15.4 (4/26) 4.3 (4/93) 11.5 (3/26) ab 3.2 (3/93) ab 7.7 (2/26) 2.2 (2/93) 7.7 (2/26) 2.2 (2/93) 
Glutatyon (10 µM) 30.9 (42/136) ab 9.5 (4/42) 2.9 (4/136) 9.5 (4/42) a 2.9 (4/136) a 0.0 (0/42) 0.0 (0/136) 0.0 (0/42) 0.0 (0/136) 
Glutatyon (5 µM) 27.7 (23/83) ab 4.3 (1/23) 1.2 (1/83) 4.3 (1/23) ab 1.2 (1/83) ab 0.0 (0/23) 0.0 (0/83) 0.0 (0/23) 0.0 (0/83) 

P * - - * * - - - -

*: Aynı sütunda farklı harfi taşıyan gruplar arası farklılıklar önemlidir  (P<0.05), (P>0.05) 
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gelen embriyo oranları bakımından dithioerythritol (50 
μM) içeren kültür grubu, diğer gruplara göre daha yük­
sek sonuçlar vermesine rağmen, bu durum istatistiksel 
olarak önemli görülmemiştir (P>0.05) (Tablo 1). 

Farklı antioksidanlar içeren SOF kültür medyumu or­
tamında kültüre alınan oositlerden, 48. saat sonu yapı­
lan kontrollerde dithioerythritol (50 μM)’un antioksidan 
içermeyen gruba göre bölünmüş embriyo oranında ar­
tışlar sağladığı görülmüştür (P<0.05). Dithioerythritol 
(25 μM) ve glutatyon (10 ve 5 μM) içeren gruplarda eks­
panded ve hatched blastosist aşamasına gelen embriyo 
elde edilememiştir. Çalışma grupları arasında morula, 
ekspanded ve hatched blastosiste ulaşma oranlarında 
istatistiksel olarak önemli bir fark oluşmamıştır. Elde 
edilen sonuçlar Tablo 2’de gösterilmiştir. 

Bu çalışmada CR1aa ve SOF embriyo kültür medyum­
larında embriyoların gelişim oranları karşılaştırılmış ve 
Tablo 3’te elde edilen oranlar verilmiştir. Hatched blas­
tosist aşamasına gelen embriyo oranları hariç, diğer emb­
riyo gelişim aşamaları oranlarda CR1aa medyumunun, 
SOF medyumuna göre önemli oranda üstünlük sağladığı 
görülmüştür (P<0.01). 

tadır 10,13. Bu nedenlerle, çoğu memeli hücresi ortamdaki 
reaktif oksijen türleri için temizleyici görevi gören etkili 
antioksidanları (glutatyon, sistein, hipotaurine, katalaz, 
superoksit dismutaz vb) içermektedir 14. Fakat bu endo­
jen antioksidan sistemler, embriyoların in vitro kültür 
ortamında yeterli gelmemektedir 15. Embriyoda en etkili 
antioksidan bileşiklerinden bazıları, glutatyon (GSH; g­
glutamylcysteinylglycine) ve sistein’dir. Glutatyon ve 
sistein hücre içi fonksiyonlarının (DNA, protein sentezi) 
korunmasında ve reaktif türlerin zararlı etkilerine karşı 
önemli etkinliğe sahiptir 16-18. Ortamda gelişebilecek GSH 
seviyesindeki artış, var olan peroksit seviyesindeki azal­
mayla eş zamanlı olarak meydana gelmekte ve fertili­
zasyon sonrası çekirdek dekondenzasyonuna, erkek 
gamet pronükleus formasyonuna eşlik etmektedir 19-21 . 

Memeli embriyoların çok çeşitli kültür ortamlarında 
gelişmeleri sağlanmakta ve amaç blastosist verimini ar­
tırmak olmaktadır. Bu amaçlarla fertilizasyon sonrası 
oositler, farklı katkı maddeli kültür medyumlarında in­
kübe (CR1aa, SOF, katkı maddeli M199 vb) edildikleri gi­
bi 22,23 maturasyon ve fertilizasyon medyumlarına bazı 
antioksidanların da ilavesi yapılarak kültür sürecine kat­
kıda bulunulmaktadır 24,25. Yang ve ark.26 sığırlarda yaptık-

Tablo 3. Sığır oositlerinin maturasyonu ve fertilizasyonu sonrası CR1aa ve SOF kültür medyumlarında embriyo gelişim oranları 
Table 3. Embryo development rates in CR1aa and SOF culture media after maturation and fertilization of bovine oocytes 

In vitro kültür In vitro kültür In vitro kültür In vitro kültür In vitro kültür 
48. saat 7. gün 7.-8. gün 8. gün 9.-10. gün 
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Gruplar 

CR1aa 46.7 (366/784) a 21.9 (80/366) a 10.1 (80/784) a 19.9 (73/366) a 9.3 (73/784) a 7.1 (26/366) a 3.3 (26/784) a 2.5 (9/366) 1.1 (9/784) 
SOF 29.9(288/763) b 10.1 (23/228) b 3.0 (23/763) b 8.8 (20/228) b 2.6 (20/763) b 2.6 (6/228) b 0.8 (6/763) b 2.6 (6/228) 0.8 (6/763) 

P *** *** *** *** *** ** *** ­ -

**: Aynı sutunda farklı harfi taşıyan gruplar arası farklılıklar önemlidir  (P<0.01)
 
-: (P>0.05)
 
***: Aynı sutunda farklı harfi taşıyan gruplar arası farklılıklar önemlidir  (P<0.001)
 

TARTIŞMA ve SONUÇ 

Sığırlarda in vitro embriyo gelişimini olumsuz yönde 
etkileyen en önemli faktörlerin başında oksidatif stres 
gelmektedir. Embriyo membran yapısının büyük oranda 
doymamış yağ asitlerinden oluşması, embriyoların kül­
tür ortamında lipit peroksidasyonuna uğramasına neden 
olmaktadır 11,12. Neticede ortamda gelişen reaktif oksijen 
radikallerinin (süperoksit anyonu, hidrojen peroksit, hid­
roksi radikali vb) yol açtığı hücredeki oksidatif hasar, 
hücresel fonksiyonların sürdürülmesine engel olmak­

ları bir çalışmada, CR1aa kültür medyumunda fertilizas­
yon sonrası %30 oranında blastosist oranı elde etmiş ve 
bu oranın elde ettiğimiz sonuçtan yüksek olduğu görül­
müştür. Buna karşın, Sung ve ark.27 ise morula aşamasın­
daki embriyo oranını %26, blastosist aşamasındaki emb­
riyo oranını ise %19 bularak, bizim bulduğumuz sonuçlara 
yakın değerler elde etmiştir. Ayrıca çalışmamızda, eks­
panded blastosist eldesinde CR1aa medyumunun SOF’a 
göre üstün olduğu görülmüş, fakat hatched blastosist 
oranlarında ise iki kültür medyumu arasında önemli bir 
fark elde edilmemiştir. Buradaki farklılıklar olasılıkla, 
kültür medyumu bileşenleri, iyonik ve metabolik denge 



 

 

73 

vb. bazı faktörleri içeren in vitro matutasyon/fertilizas­
yon/kültür şartlarından kaynaklanabilir. 

Büyük ruminantlarda yapılan çalışmalarda maturas­
yon ve kültür medyumlarına katılan 100 μM sisteaminin, 
kontrol gruplarına göre maturasyon (%61 ve 55) ve blas­
tosiste ulaşma oranlarında (%23.8 ve 17.1) önemli artış­
lar sağladığı gözlenmiş 28,29, bunun yanısıra yapılan oksi­
datif stres ölçümlerinde antioksidanların embriyo orta­
mındaki antioksidan kapasiteyi 29-32 ve intrasellüler GSH­
sistein seviyelerini 33 artırdığı belirtilmiştir. Bu noktada 
yapılan bir çalışmada sisteaminin etkinliği üzerinde katıl­
dığı doz ve medyumun etkili olduğu vurgulanmıştır 34 . 
Sisteaminin etkisinin ise ortamdaki GSH sentezi etkinliği 
üzerinden olduğu belirtilmiştir 11. Çalışma sonucunda 
elde ettiğimiz sisteamin ilaveli kültür medyumlarındaki 
blastosist oranlarımızın kontrol gruplarına göre önemli 
artışlar sağlamamasına karşın, yukarıda değindiğimiz 
bazı çalışmalardan yüksek, bazılarından ise düşük oran­
lar verdiği görülmüştür. Elde edilen farklı sonuçların, ma­
turasyon ve kültür medyumlarına ve bu medyumlara ila­
ve edilen katkı maddeleri (hormonlar, büyüme faktörleri, 
thiol bileşikleri, amino asitler vb), inkübatör şartları, 
ovaryum materyali, hayvanın yaşı vb. bir takım faktör­
lere göre değişebileceğini düşündürmektedir. 

Dithioerythritol ile aynı kimyasal yapıya ve moleküler 
ağırlığa sahip olan dithiothreitol ile ilgili yapılan çalışma­
larda, dokularda çeşitli toksinlerle oluşturulan apoptozis 
ve oksidatif strese karşı önemli oranda koruyucu etkiler 
sağladığı belirtilmiştir 35,36. Domuzlarda spermatozoanın 
dithiothreitol ile inkübasyonu sonrası yapılan intrasitop­
lazmik spermatozoon enjeksiyonunda fertilite ve blas­
tosist oranlarında önemli artışlara neden olduğu göste­
rilmektedir 37. Çalışmamızdan elde edilen sonuçlarda ise 
SOF medyumuna ilave edilen dithioerythritol (50 μM)’un 
kontrol grubuna göre bölünmüş embriyo oranında 
önemli düzeyde artış sağladığı görülmüştür. 

Glutatyon enzimatik olmayan antioksidan olarak emb­
riyo ve embriyonun bulunduğu ortamda oksidatif ha­
sara ve ROS ürünlerine karşı etkinlik göstermektedir 8, 38. 
Glutatyon, hücrelerde aminoasit transportu, DNA ve 
protein sentezi, disülfid bağlarının redüksiyonunda 
önemli fonksiyonlara sahiptir 18. Sığır embriyolarında 
erken embriyonik gelişim oranlarının, embriyodaki GSH 
yoğunluğuyla direk ilişkili olduğu belirtilmiştir. Emb­
riyoda GSH sentezinin inhibe edildiği durumlarda ortam­
da gelişen oksidatif stres ve açığa çıkan hidrojen peroksit 
radikali DNA’da hasarlar oluşmaktadır 21,38,39. Fare ve sığır 
embriyolarında yapılan çalışmalarda kültür medyumuna 
katılan GSH’ın bölünmüş embriyo aşamasında blokajın 
engellenmesinde ve embriyonun gelişiminde önemli kat­
kılar yaptığı gösterilmiştir 17,40,41. Ancak çalışmamızda glu­
tatyon içeren CR1aa ve SOF kültür ortamlarında, embri-

BUCAK, SATILMIŞ, KIZIL 
KARAŞAHİN, AKYOL 

yo gelişim süresince diğer gruplara göre önemli farklı­
lıklar görülmemiş ve ekspanded ve hatched aşamasına 
gelen embriyo elde edilememiştir. Bu farklılıklardan ola­
sılıkla ortam pH’sındaki değişimler, ortamdaki anti­
oksidan varlığında embriyodaki GSH sentezinin artarak 
ROS ürünlerin oluşumunda aşırı bir inhibisyon meydana 
gelmesi, bu nedenle embriyo yaşamı için gerekli ROS 
ürün kaynağının ortamda kalmaması sorumlu olabilir. 

Sonuç olarak, kültür medyumuna ilave edilen antioksi­
danların farklı kültür ortamlarında farklı davranışlar ser­
gileyebildiği, SOF medyumuna ilave edilen dithioerythritol 
(50 μM)’un bölünmüş embriyo oranına önemli katkılar 
sağladığı söylenebilir. CR1aa ve SOF kültür ortamında 
antioksidanların embriyo gelişim üzerinde etkilerinin 
olmadığı, hatta ekspand ve hatched blastosist aşama­
sında CR1aa ortamına katılan glutatyonun ve SOF orta­
mına katılan dithioerythritol (25 μM)’un embriyo geli­
şimi üzerinde olumsuz etkilerinin olduğu görülmüştür. 
CR1aa ve SOF kültür medyumlarının karşılaştırılmasında 
da, CR1aa embriyo kültürünün SOF’a göre embriyo geli­
şimi üzerinde üstün olduğu sonucuna varılmıştır. 

Farklı kültür medyumlarına katılan antioksidanlar ile 
ilgili başka çalışmaların yapılması ve kültür ortamlarında 
etkili antioksidanların ve dozlarının saptanmasıyla kültür 
medyumlarının iyileştirilebileceği açıktır. Bunun yanında 
kültür medyumlarına katılacak antioksidanların, kültür 
ve maturasyon ortamlarında bulunan diğer başka katkı 
maddeleriyle (hormonlar, aminoasitler, büyüme 
faktörleri, serumlu/serumsuz ortam vb) etkileşimlerinin 
araştırılmasına da gereksinim duyulmaktadır. 
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