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The present study, it was aimed to determine the effect of antioxidants added to culture media on
blastocyst development rates in in vitro embryo production. The material of the study consisted of
oocytes collected from the ovaries taken from the slaughterhouse. Cumulus oocyte complexes (COC)
were collected and classified under a stereomicroscope. Oocytes included in the study were subjected
to maturation and fertilization stages. Probable zygotes were transferred to the culture (IVC)
containing antioxidants (L-ergothionine 100 uM (n: 163), Vitamin E 100 uM (n: 151) Cysteamine 50
UM (n: 154) and were cultured in a tri gas incubator (Hera Cell- 6% O2%, 6%CO2, 88%N). Blastocyst
rates and embryo quality were determined on the 6th and 7th days in culture medium. Differences in
IVMFC stages were evaluated by chi-square test. 966 oocytes were collected from 162 ovaries
collected from the slaughterhouse. It was determined that the number of oocytes per ovary was 5,96,
and the number of A and B quality oocytes was 4.26. It was determined that 655 (94.93%) of a total
of 690 oocytes undergoing in vitro maturation were mature. The cleavage rates of the groups were
83.44%; 80.79%; 79.87%, and 83.96%, respectively. 140 (21.37%) blastocysts were obtained from
655 oocytes taken into the culture stage and the blastocyst rates in the groups were 33.13%; 8.61%;
7.79%, and 32.62%, respectively. As a result of the study, it was determined that the rates of
blastocysts in the L-ergothioneine added the group was similar to the control group, but the blastocyst
rates decreased significantly in the cysteamine and Vitamin E added groups. It was thought that this
decrease might have been affected by the dose of antioxidants or the adequacy of oocyte development.
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Sunulan ¢aligmada in vitro embriyo iiretiminde kiiltir medyumlarina eklenen antioksidanlarin
blastosist gelisim oranlarina etkisinin belirlenmesi amaglandi. Calismanin materyalini mezbahadan
alinan ovaryumlardan toplanan oositler olusturdu. Kumulus oosit kompleksleri (COC) stereo
mikroskop altinda topland1 ve siniflandirildi. Calismaya alinacak oositler maturasyon ve fertilizasyon
asamalarina tabi tutuldu. Muhtemel zigotlar antioksidanlarin (L-ergotiyonin 100 uM (n:163), Vitamin
E 100 uM (n:151) Sisteamin 50 uM (n:154) ilave edildigi kiiltiir (IVC) droplarmna aktarilarak tri gaz
(Hera Cell- %6 O2, %6CO2, %88N) inkiibatorde kiiltiire birakildi. Kiiltiir ortamindaki 6. ve 7. giin
blastosist oranlar1 ve embriyo kaliteleri degerlee yerlestirildi. [IVMFC asamalarinda olusan farkliliklar
Ki-kare testi ile degerlendirildi. Mezbahadan toplanan 162 ovaryumdan 966 adet oosit toplandi.
Ovaryum bagina oosit sayisinin 5,96 oldugu A ve B kalite oosit sayisinin ise 4,26 oldugu belirlendi.
In vitro maturasyona alinan toplam 690 oositin 655’inin (%94,93) mature oldugu belirlendi. Gruplarin
cleavage oranlart sirastyla %83,44; %80,79; %79,87 ve %83,96 oldugu belirlendi. Kiiltiir agamasina
alinan 655 oositten 140 (%21,37) adet blastosist elde edildi ve gruplardaki blastosist oranlar sirasiyla
%33,13; %8,61; %7,79 ve %32,62 oldugu goriildi. Yapilan ¢alisma sonucunda L-ergotiyonin eklenen
gruptaki bilastosist oranlarmin kontrol grubu ile benzer oldugu ancak sisteamin ve Vitamin E eklenen
gruplarda blastosisit oranlarinin 6nemli oranda diistiigii belirlendi. Bu diisiisiin antioksidanlarin dozu
yada oosit gelisim yeterliliginden etkilenmis olabilecegi diisiiniildii.
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Giris

Oositler enerji iiretimi igin okside edilebilir enerji
maddesi olarak priivat ve az miktarda da glikoz kullanir.
Bu oositlerin plazma membranlarinda glikoz tagima
enzimlerinin bulunmamasi oositi mitokondrial oksidatif
enerji Uretimine zorunlu hale getirir. Oksidatif iiretimin
fazla oldugu donemlerde ise elektron tagima sistemindeki
elektron sizar ve sizan bu elektronlar molekiiler oksijenle
reaksiyona girerek radikal ve radikal olmayan reaktif
oksijenlere doniisiirler. Olusan reaktif oksijenler hiicre i¢in
zararh etkilere sahiptir. Mitokondriyal ve niikleer DNA,
proteinler ve lipitler ile etkileserek yapisal ve fonksiyonel
instabiliteye sebep olabilir ve sonunda hiicreyi apoptoza
gotiirebilirler. Ozellikle de mitokondrial DNA oksidatif
strese kars1 cok hassastir (Haris ve Picton, 2007).

In vitro iiretilen embriyolarin gelisim potansiyelini
etkileyen en dnemli faktér hem oosit olgunlagsmasini hem
de embriyo gelisimini etkileyen kiiltiir sirasindaki oksijen
konsantrasyonudur (Kang ve ark., 2012; Mishra ve ark.,
2018). In vitro ortamlarda oksijen varliginin fazla olmasi
serbest oksijen radikallerinin ve oksidatif {irinlerin ortaya
c¢tkmasina sebebiyet verir. Bu iriinler embriyonun
gelismesine ve hiicresel biitiinliigiin korunmasini direk
etkiler. Bu etkileri ortadan kaldirmak i¢in ortama bazi
antioksidanlar ilave edilir. Vitamin E, sisteamin, bazi
tokoferoller, etosikuin, L-ergotiyonin ilade edilen
antioksidanlarin bazilaridir (Braga ve ark, 2019).

L-ergothioneine tiohistidin betain amino asididir. Uzun
sire Once ¢avdar ergotunda kesfedilmis dogal bir
antioksidandir (Paul ve Synder, 2010; Zhu ve ark., 2011;
Halliwell ve ark., 2016). L-Ergotionine’nin ¢esitli ROS
tiirlerine karst antioksidan ve hiicresel koruyucu olarak
gorev yapmaktadir (Kerley ve ark., 2018). Ayrica L-
Ergotionine’nin  mitokondriyi  hedefleyebilecegi  ve
dolayisiyla oksidatif strese yanit olarak mitokondriye 6zgii
ROS'u (mROS) azaltabilecegi de bildirilmektedir
(Lamhonwah ve Tein, 2006).

Bir biyojen amin olan sisteamin, sisteinden olusur ve
yapisinda —SH grubu tasir. Sisteamin 2-aminoetanetiol,
beta-merkaptoetilamin,  tioetanolamin,  markaptamin
olarak da adlandirilabilirler. Biyojen aminler bakteriler
tarafindan iiretilmektedir. Antioksidan ve antiklastojenik
etkilere sahiptir. Asetil Koenzim —A ‘nin yapisina girer.
Sisteamin kimyasal olarak trietanolamin
(betamerkaptoetilamin) yapisindadir ve viicutta sistein
dekarbonizasyonu sonucu olustugu bildirilmektedir
(Grabowska ve ark., 2016).

Giiclii bir antioksidan olarak bildirilen Vitamin E,
biyolojik membranlarin korunmasinda gorev alir. E
vitamini GSH-Px serbest radikallere karsi birbirlerini
tamamlayic1 etkilere sahiptir (Vinson ve ark., 1994).
Vitamin E, ROS olusumunu azaltip olas1 bir oksidatif
zararlar1 Onleyerek hiicre membranlarinin korunmasini
saglar (Agarwal ve Allamaneni, 2004).

Sunulan ¢aligmada kiiltiir medyumuna katilan L-
Ergotiyonin, siteamin ve Vitamin E’nin blastosist gelisim
oranlarina etkisinin belirlenmesi amaglandi.

Materyal ve Yontem

Aragtirma Selgug Universitesi Veteriner Fakiiltesi
Deney Hayvanlar1t Uretim ve Arastirma Merkezi Etik

Kurulu (SUVDAMEK) onay1 ile yapildi (2020/73).
Calismada Bioscience bovine IVF (BO-Wash, BO-IVM,
BO- IVF, Semenprep, BO-1VC, BO-Oil) kitleri kullanild.
Antioksidanlar Sigma Aldrich’den (Darmstadt, Germany)
(L-erghotionine (Sigma Aldrich (E752)), Vitamin E (DL-
a-Tocopherol - CAS 10191-41-0 — Calbiochem) ve
Sisteamin Sigma (Cysteamine hydrochloride (M6500))
temin edildi.

Calismanin materyalini mezbahadan alman
ovaryumlardan toplanan oositler olusturdu. Lokal
mezhabalardan saglanan Holstein inek 1wrkina ait

ovaryumlar fizyolojik tuzlu su (%0,9) ve antibiyotik igeren
tagima sivist igerisinde ve 25-30°C’lik sabit 1s1 saglayan
termosta 2-3 saat igerisinde laboratuvara getirildi.
Ovaryumlar aynt mevsim igerisinde alinmasiyla, mevsim-
1s1  degiskenlikleri  elimine  edilmeye  calisildi.
Ovaryumlarda bulunan 3-8 mm ¢apindaki folikiiller aspire
edildi. Alman folikiil sivilarindan kumulus oosit
kompleksleri (COC) stereo mikroskop altinda toplandi ve
kumulus-oosit kompleksinin yapisina gore siniflandirildi
(A, B, C ve D kalite COC). COC kiimiiliis katmanlarinin
sayis1 ve goriiniimii ve oositin sitoplazmasinin dokusu veya
parlakligt ~ gibi  sitoplazmik  &zelliklerine — gore
smiflandirilmaktadir. A kalite oositler; > 5 kompakt hiicre
katmanina ve homojen sitoplazmaya sahiptir. B kalite
oositler; Sitoplazmada az sayida homojen olmayan alana
sahip ve 3-5 kat kompakt hiicre katmam olan veya >5 kat
kompakt hiicre ve yogun homojen olmayan alanlara
sahiptir. C kalite oositler; Birkag hiicre katmanina (>3) ve
sitoplazmada az miktarda homojen olmayan alana sahip
veya bolgesel kiimiiliis kaybi vardir ve az miktarda
homojen alana sahiptir. D kalite oositler; Kiimiiliis
katmani tamamen kaybolmus, kii¢iik, graniiler, homojen
olmayan sitoplazmaya sahiptir (Brackett ve Zuelka, 1993;
Cizmeci ve ark., 2022).

A ve B kalite oositler in vitro embriyo liretim siirecine
alindi. Calismaya alinacak oositler BO WASH soliisyonu
iceren petrilerde toplandi ve 3 kez IVM medyumu ile
yikanarak 24 saat ekilibre edilmis IVM (maturasyon)
medyumuna aktarildiktan sonra mono gaz inkiibatorde
(Hera Cell, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, US)
22 saat inkiibe edildi. Cozdiiriilen (37°C) sperma 1sitilmig
2 mLsemenprep icine alinarak 328 G’de 5 dk santrifiij
edildi, siipernatant atildiktan sonra islem tekrarland. ikinci
siipernatant uzaklastirildiktan sonra oosit basina 10 000
spermatozoon diisecek sekilde (100 000 spermatozoa/30
pL) sulandirildi. Sperma bir gece 6nceden ekilibre edilen
IVF (fertilizasyon, 70 pL) medyumuna alinarak yanina 10
adet matiir oosit koyuldu ve 20-22 saat inkiibatorde
bekletildi. Fertilizasyon kontrolii oositin sitoplazmasinda
fertilizasyon boslugunun olugmasi veya ikinci polar body
goriilerek yapildi. Kiiltiir medyumuna alinmadan o6nce
kumulus hiicreleri pipet yardimiyla temizlendi ve
antioksidanlarin (L-ergotiyonin 100 uM (n:163), Vitamin
E 100 uM (n:151) Sisteamin hydrochloride 50 uM (n:154)
ilave edildigi ve bir gece ekilibre edilmis olan kiiltiir (IVC)
droplarina aktarilarak tri gaz (Hera Cell, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, US - %6 O,, %6 CO,, %88N)
inkiibatorde kiiltiire birakildi. Calisma her seferinde grup
basina en az 20 muhtemel zigot kiiltiir agamasina alinacak
sekilde 7 replikasyon olarak yiiriitiildii. Kiiltiir ortaminin 2.
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giinil sonunda bdliinme kontrollerin ardindan 6. ve 7. giin
blastosist oranlar1 ve embriyo kaliteleri degerlendirildi.

Elde edilen wveriler, uygun istatistiki metotlarla
karsilastirilda. Iststistiki analizde SPSS-Statistics-22 paket
program kullanildi. IVMFC asamalarinda olusan
farkliliklar Ki-kare testi ile degerlendirildi.

Bulgular ve Tartisma

Mezbahadan toplanan 162 ovaryumda bulunan
folikiillerin aspirasyonu sonucunda 966 adet oosit toplandi.
Ovaryum basina oosit sayisinin 5,96 oldugu A ve B kalite
oosit sayisinin ise 4,26 oldugu belirlendi (Tablo 1). In vitro
maturasyona alian toplam 690 oositin 655’inin (%94,93)
mature oldugu belirlendi. Mature olan ve fertilizasyon
asamasina alinan oositlerin 538 tanesinin fertilize oldugu
ve en az iki hiicreye bolindigi (%82,14) gorildii.
Gruplarin cleavage oranlar1 sirastyla %83,44, %80,79,
%79,87 ve %83,96 oldugu ve istatistiki farkin 6nemsiz
oldugu belirlendi (P>0,05) (Tablo 2).

Kiiltiir sonrasinda 2 hiicreli zigot sayilar1 L-ergotionine
grubunda 23 (%14,11), Vitamin E grubunda 10 (%6,62),
Sisteamin grubunda 16 (%10,39) ve kontrol grubunda 28
(%14,97) oldugu ve istatistiki farkin 6nemsiz oldugu
belirlendi (P>0,05). Gruplardaki 2-16 hiicreli =zigot
sayilarinin sirasiyla 30 (%19,02), 57 (%37,75), 33
(%21,43) ve 29 (%15,51) oldugu ve istatistiki farkin
onemli oldugu belirlendi (P<0,05). Morula sayilar1 yine
sirastyla 28 (%17,18), 42 (%27,81), 62 (%40,62), 39
(%20,86) bulundu ve istatistiki farkin 6nemli oldugu
belirlendi (P<0,05). Kiiltiir asamasina alinan 655 oositten
140 (%21,37) adet blastosist elde edildi ve gruplardaki
blastosist oranlar1 sirasiyla %33,13 %8,61, %7,79 ve
%32,62 oldugu goriildii. Yapilan calisma sonrasinda
blastosist oranlarinda istitstiki farkin 6nemli oldugu
belirlendi (P<0,05) (Tablo 2). Replikasyonlarda elde edilen
embriyo gelisim verileri Tablo 1 ve 2°de sunuldu.

Normal kosullar altinda, {ireme sisteminin fizyolojik
ortami, oositlerin ve embriyolarin yeterli olgunlasmasi ve
biliylimesi i¢in en uygun kosullar1 saglar (Swelum ve ark.,
2022). Ote yandan, ticari, sentetik, in vitro ortam ve kiiltiir
kosullar1 in vivo kosullar altinda bulunan ayni fizyolojik
kompleksi sunmayabilir ve ¢esitli gelisimsel bozukluklara
yol agabilir (Hashem ve Gonzalez-Bulnes, 2020). Normal
sartlar altinda embriyolar ve oositler, ovidukt ve folikiiler
stvilarda bulunan antioksidan molekiiller ve siiperoksit
dismutaz ve glutasyon peroksidaz gibi antioksidan enzim
sistemleri  tarafindan  oksidatif hasardan korunur
(Abdelnour ve ark., 2018; 2019). Bununla birlikte, kiiltiir
kosullarinda, oositler ve embriyolar, bu tiir karmasik
korumadan yoksun bir ortama maruz kalirlar ve daha fazla
oksidatif stres yasama egilimi gosterirler.

Embriyo gelisimi i¢in gerekli mekanizmalar arasinda
reaktif oksijen tiirleri (ROS) iretimi ile bunlarin
detoksifikasyonu arasindaki denge esastir (Halliwell ve
Aruoma, 1991; Kehrer ve Lund, 1994; Aitken, 2019). IVF
prosediirlerinin bagarisizliginin en basit nedenlerinden biri,
anormal embriyonik gelisime yol acan diisiik kaliteli
gametlerdir (Ruder ve ark., 2008; Meldrum ve ark., 2016).
In vitro fertilizasyon teknikleri (6zellikle gamet toplama,
manipiilasyon ve kiiltiir), oosit kalitesini, sperm
verimliligini ve sonug olarak embriyo gelisimini bozmada
olas1 bir rolii olan reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturabilir
(Richards, 1994; Agarwal ve Said, 2003; Lian ve ark.,
2013; Kiani-Esfahani ve ark., 2013; Lu ve ark., 2018).
Yeterli miktarda ROS, hem ovaryumlarda (oosit
olgunlagsmasindan fertilizasyona kadar) hem de uterusta
primordiyal asamadan antral folikiillere kadar folikiillerin
gelisiminin (Lu ve ark., 2018) ve ovulasyon siirecinin
(Richards, 1994; Du ve ark., 2006; Sugino, 2006; Ahmed
ve Cudmore, 2009; Szpera-Gozdziewicv ve Breborowicz,
2014) desteklenmesi gibi ¢oklu fizyolojik aktivitelerde
6nemli roller oynar.

Tablo 1. Caligmaya dahil edilen ovaryum ve oosit sayilari, matiir oosit sayisi ve maturasyon orant.
Table 1. Number of ovaries and oocytes included in the study, number of mature oocytes and maturation rate.

Calismaya dahil edilen ovaryum sayisi
Toplanan oosit say1s1

Maturasyona alinan oosit sayisi
Maturasyona alinmayan 00sit say1si
Matiir Oosit

Maturasyon orani

Kiiltiire alinan oosit sayist

162
966
690
276
655
%94,93
655

Tablo 2. Gruplarin maturasyon, cleavage ve blastosist oranlari
Table 2. Maturation, cleavage and blastocyst rates of the groups

L-ergotiyonin 100 uM Vitamin E 100 yM Sisteamin 50 pM Kontrol
Oosit 163 151 154 187
Boliinen zigot sayist 136 122 124 157
Cleavage oran1 % 83,44 80,79 80,52 83,96
2 hiicreli zigot say1s1 23 10 16 28
2 hiicreli zigot oran1 % 14,11 6,62 10,39 14,97
4-16 hiicreli zigot sayis1 30 57 33 29
4-16 hiicreli zigot oran1 % 19,020 a37,75 21,430 15,51°
Morula sayis1 28 42 62 39
Morula orant % 17,18¢ 27,810 40,622 20,86
Blastosist sayis1 54 13 12 61
Blastosist orant 33,132 8,61° 7,79° 32,622

Istatistiki fark anlamh bulunmustur (P<0,05)
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Fertilizasyon islemi sirasinda sperm fonksiyonunun
diizenlenmesinde fizyolojik ROS seviyeleri onemlidir
(Cardosa ve ark., 2019). Asirt miktarda ROS, oosit
olgunlagmasini ve oosit fertilizasyonunu (Agarwal ve ark.,
2012; Da Broi ve Navarro, 2016; Abbasihormozi ve ark.,
2019; Sohel ve ark., 2019), sperm motilitesini, sperm
Sayisini ve sperm-oosit fiizyonunu olumsuz etkiler ve
embriyo gelisimi {izerinde zararli bir etkiye sahiptir
(Cardoso ve ark., 2019).

L-Ergotionine, esas olarak mantarlarda bulunan,
diyette suda ¢6ziiniir, dogal olarak olusan bir amino asittir
ve imidazol halkasinda 2. pozisyonda bir kiikiirt atomu
iceren histidinin bir tiyotire tiirevidir. L-Ergotionine, giiglii
bir OH temizleyicisi ve H,02'den demir veya bakir iyonuna
baglt OH olusumunun bir inhibitériidiir (Akanmu ve ark.,
1991). L-Ergotionine baz1 bakteri ve mantarlar tarafindan
sentezlenir, ancak hayvanlar tarafindan sentezlenmez
(Hartman, 1990). Bu nedenle, memeliler mantar, yulaf,
musir ve et dahil olmak {izere tiikettikleri yemlerle L-
Ergotionine alirlar (Ey ve ark., 2007). Gida kaynakli L-
Ergotionine’in beyin, eritrositler, karaciger, bobrek, kalp,
seminal sivi ve c¢esitli tirlerin okiiler dokularinda
bulundugu bildirilmektedir (Mitsuyama ve May, 1999). L-
Ergotionine  singlet  oksijen, hidroksil radikalleri,
hipokloroz asit ve peroksil radikallerini temizledigi
(Asmus ve ark 1996, Aruoma ve ark 1997, Obayashi ve ark
2005), proteinlerin ve DNA'nin peroksinitrite bagimli
nitrasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir (Aruoma ve ark
1999).

Kiiltir medyumuna 0,05 ve 0,1 mM L-ergotiyonin
ilave edilerek yapilan in vitro embriyo iiretim denemesi
sonucunda cleavage oranlarinin kontrol grubunda %78,
0,05 ilave edilen grupta %78, 0,1 mM ilave edilen grupta
ise %80,4 oldugu bildirilmektedir. Ayni caligmada
blastosist oranlarinin ise sirasiyla %46, %43,5 ve %41,5
oldugu rapor edilmektedir. In vitro kiiltiir ortamiin L-
ergotionin (0,1 mM) ile zenginlestirilmesinin,
implantasyon sonrasi gelisimi etkileyen en dnemli faktor
olan genel embriyo kalitesini arttirdigi bildirmektedirler
(2ullo ve ark., 2016).

Kiiltiir medyumuna 50 uM L-ergotionin ilave edilen bir
calismada calisma grubunda blastotsist oraninin %54,74,
kontrol grubunda ise oranin %18,58 oldugu rapor
edilmektedir (Cizmeci ve ark., 2022). Maturasyon
medyumuna katilan L-ergotiyonin maturasyon, cleavage
ve blastosist oranlarina etkisinin arastirildigi bir ¢calismada
kontrol gurubunda verilerin sirasiyla %63,4, %21,9 ve %0
oldugu, deneme grubunda ise sirasiyla %80,4, %29,9 ve
%1,6 oldugu bildirilmektedir (Oztiirkler, 2015).

Manda oositlerinin  IVF  uygulamasma alindigi
caligmada; L-ergotiyonin kiiltiir medyumuna 0, 0,05, 0,1
ve 1 mM ilave edildigi calismada cleavage oranlarinin
strastyla %71,4, %66,8, %68,7 ve %63 oldugu; blastosist
oranlarimin ise %21,6, %30,9, %33,9 ve %21,7 oldugu
bildirilmektedir (Zullo ve ark., 2014). Sunulan ¢alismada
L-ergotiyonin kiiltir medyumuna ilavesi sonucunda
blastosist oranlarinin her replikasyonda belirgin oranda
artt1g1 ve blastosist gelisimini destekledigi goriildii.

Diisik molekiiler agirlikli bir tiyol bilesigi olan
sisteamin, sistein ile reaksiyona girer ve muhtemelen
karisik bir disilfid olusturmak iizere siilfidril-distilfid
degisimi yoluyla sistin ile reaksiyona girer. Benzer sekilde
karigik distilfidler, memeli hiicreleri tarafindan alinir ve bir

sistein kaynag1 saglamak i¢in hiicre i¢inde boliniir (Issels
ve ark., 1988). Sistein, olgunlasan sigir oositlerinde GSH
sentezi i¢in gerekli olan harici bir substrattir (De Matos ve
ark., 1996). GSH sentezi, kararsiz bir amino asit olan
sisteinin mevcudiyetine baglidir (Furnus ve de Matos,
1999). TCM199'daki sistein konsantrasyonu ¢ok diigiiktiir;
sistin ¢ok daha yiiksektir (sistein, 0,6 M; sistin, 83,2 M) ve
hiicre disinda, sistine otooksidasyon nedeniyle TCM-
199'da sistein yetersiz kalmaktadir (Sagara ve ark., 1993).
Bu tiir diigilk konsantrasyonlarda, ortamdaki sisteinin
tamam hatta eklenen FCS'de bulunan sistein bile sistine
oksitlenebilir (Mohindru ve ark., 1985). Bu nedenle, bu
sistinin ~ kiimiilis  hiicreleri  tarafindan  sisteine
doniistiiriilmesi ve daha sonra IVM sirasinda GSH
sentezine dahil edilmesi miimkiindiir (Yoshida ve ark.,
1993, Takahashi ve ark 1995). Fizyolojik kosullar altinda,
toplam serbest sistininin sadece %10-20'si indirgenmis
formda bulunmaktadir (Meier ve Issels, 1995).

Reaktif oksijen tiirlerinin aracilik ettigi oksidatif stres,
hiicre i¢i redoks potansiyelinde bir dengesizlik ile
sonuglanir (Balaban ve ark., 2005). Glutasyon (L-g-
glutamil-L-sisteinil-glisin; GSH), hiicreleri reaktif oksijen
tirlerinin yikic1 etkilerine karsi korumada ve redoks
durumunu degistirerek protein ve DNA sentezini
diizenlemede Onemli bir rol oynadigr iyi bilinmektedir
(Meister, 1983). Uremede GSH, hamsterlerde (Perreault ve
ark., 1988), domuzlarda (Yoshida ve ark., 1993) ve
ineklerde  (Sutovsky ve Schatten, 1997) sperm
yogunlagsmasina ve erkek proniikleus olusumuna katilir
(Yoshida ve ark, 1993; Furnus ve De Matos, 1999). Ayrica
sitoplazmik GSH, sitoplazmik olgunlagsma
gostergelerinden biri olarak da tanimlanir (Funahashi ve
ark., 1994; de Matos ve ark., 1997; Abeydeera ve ark.,
1998; Furnus ve ark., 1998; De Matos ve Furnus, 2000).
Kiiltir ortamundaki sistein eksikliginin (TCM-199'da 0,6
mM) kararsiz bir yapida olmasi ve sistin i¢in kolay oto-
oksidasyonu nedeniyle in vitro kosullarda GSH sentezinin
bozulabilecegi diisiiniilmektedir (Sagara ve ark., 1993).
Somatik hiicrelerde sisteamin, sistini sisteine indirgeyerek,
sistein alimini tesvik edebilir ve dolayisiyla GSH sentezini
artirabilir (Issels ve ark., 1988).

Sigir ve koyun oositlerinin maturasyon medyumuna
sisteamin eklenmesi, besiyerinde oksitlenmis sisteinin
sistine indirgenmesiyle GSH diizeylerinde bir artis ve
blastosist asamasina kadar embriyo gelisim hizinda bir
iyilesme ile sonu¢lanmistir (De Matos ve ark., 1996;
2002a). Bu gercek, sisteaminin in vitro olgunlasma ve
miiteakip embriyo gelisimi {izerindeki faydali etkilerine
GSH'nin aracilik ettigini gostermektedir (Isles ve ark.,
1988).

Kiiltiire eklenen 100 pM sisteaminin boliinme
oranlarinda istatiksel bir farkliliga neden olmadig:i rapor
edilmektedir (Sandal ve Ozdas, 2015). Yiiriitilen bir
calismada sisteamin takviyeli ortamda oositlerin bolinme
oranin1 %60,7 olarak bildirilmektedir (Singhal ve ark.,
2009). Bir diger calismada epidermal biiyiime faktorii ve
sisteaminin s1gir oositlerinin olgunlasmas1 tizerindeki
etkisini aragtirnig ve 100 pM sisteamin ilave ettikleri
grupta boliinme oranin1 %62,4, epidermal biiyiime faktorii
ve sisteamin ilave ettikleri grupta ise bdliinme oraninin
%63,2'ye yiikseldigini rapor edilmektedir (Oyamada ve
Fukui, 2004).
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Maturason ve kiiltiir medyumlarma 100 uM sisteamin
eklenmesi ile cleavage oranlarinin belirlenmesi amaglanan
bir caligmada sisteamin uygulamasinin cleavage oranlarini
arttirdig1 bildirilmekte ancak blastosist oranlar1 hakkinda
bilgi verilmemektedir (Sandal, 2020). Sisteaminin kiiltiir
medyumuna ilavesinin denendigi bir ¢aligmada cleavage
ve blastosist oranlarini istatistiki olarak etkilemedigi rapor
edilmektedir (Sandal ve Ozdas, 2015). Yapilan bir baska
calismada ise kiiltlir medyumuna ilave edilen 100 pM
sisteaminin cleavage oranlarini degistirmedigi ancak
blastosist oranlarmi istatistiki olarak arttirdigin
bildirmektedir (Balasubramanian ve Rho, 2007). Kiiltiir
ortamina ilave edilen 600 pM sisteininde diger
calismalarda oldugugibi cleavage oranlarini etkilemedigi
ancak blastosist gelisim oranlarmi arttirdigi rapor
edilmektedir (De Matos ve Furnus, 2000).

Farkl1 iki kiiltiir medyumunda (SOF, CR1aa) fotal calf
serum (FCS) ve sisteamin ilavesinin boliinme ve embriyo
gelisimine etkinligin degerlendirildigi bir calismada her iki
medyumda da FCS ilavesinin embriyo gelisimini arttirdigt
sisteamin gelisiminin ise diisiirdigii rapor edilmektedir.
Uygulama sirasinda cleavage oranlarinin gruplar arasinda
onemsiz oldugu bildirilmektedir (Sandal ve ark., 2021).

Maturasyonda 100 puM, kiiltiirde 0, 25, 50 ve 100 uM
sisteamin ilave edilen bir ¢aligmada cleavage oranlarinda
istatistiki ~ fark  sekillenmezken, blastosist gelisim
oranlarinda sisteamin ilave edilen gruplarin kontrol
grubuna gore daha yiiksek oldugu, en yiiksek blastosist
oraninin 50 pM ilave edilen grupta sekillendigi
bildirilmektedir (De Matos ve ark., 2002b).

Sisteinin  etkinliginin  belirlenmeye  ¢alisildig1
arastirmada kiiltiire sisteamin eklemenin blastosistlere
olumlu etkisinin olmadigini bildirilmektedir (Song ve Lee,
2007). Yiriitilen baz1 arastirmalarda ise IVM ortamina
sisteamin eklenmesinin blastosist oranina olumlu etki
gosterdigini bildirilmektedir (Takahashi ve ark., 1993;
Balasubramanian ve Rho, 2007). Maturasyon medyumuna
ilave edilen 50, 100 ve 200 uMol/L sisteaminin cleavage
oranlarinda farkliliga neden olmazken, blastosist oranlarint
yiikselttigi en yiiksek sonucun 50 puMol/L eklenen grupta
alindig1 rapor edilmektedir (Gasparrini ve ark., 2000).
Kiiltiir medyumuna 50, 100 ve 200 uM sisteamin eklenen
bir c¢aligmada cleavage oranlarinda gruplar arasinda
istatistiki fark 6nemsiz bulunurken, blastosist oranlarinda
100 uM ilave edilen grupta en yiiksek sonucun alindigi
bildirilmektedir (Lojkic ve ark., 2012).

Maturasyon ve kiiltiir asamalarina farkli dozlarda
sisteamin ilave edilen ve farkli oksijen diizeylerinde yiiriitiilen
bir ¢alismada 10 mM sisteamin ilave edilip %5 ve %20 O2’li
ortamda kiiltiire edilen zigotlarda boliinme oranlar1 0,1, 0,5 ve
1 mM sisteamin ilavesinden daha diisikk oldugu %5 Oxli
ortamda diger oranlarda boliinme oranlarinda degiskenlik
sekillenmedigi bildirilmektedir. Ayrica %20 O2’li ortamda
diger gruplar arasinda istatistiki farkin anlamli oldugu ve en
yiiksek boliinme oraninin 0,5 mM eklenen grupta sekillendigi
rapor edilmektedir. Blastosist oranlarinda ise 10 mM eklenen
her iki Oz seviyesinde de en yiiksek sonucun ise %20 O2’1i 0,5
mM ilave edilen grupta oldugu bildirilmektedir (Canel ve ark.,
2018).

Maturasyon medyumuna 50 ve 100 pM sisteamin
eklenen bir grupta boliinme oranlarinda kontrol grubu ile
farklilik sekillenmedigi, morula ve blastosist gelisimin ise

her iki grupta da kontrol grubundan daha yiiksek oldugu
bildirilmektedir (Ranjbar ve ark., 2019).

Koyulardan maturasyon medyumuna ilave edilen
sisteaminin farkli kiiltir medyumlarindaki bdliinme
oranlarina etkisinin arastirildigt bir ¢aligmada boliinme
oranlarinda istatistiki olarak farklilik olusturmadigini
bildirilmektedir (Enginler ve ark.,, 2015). Koyun
oositlerinde maturasyon medyumuna ve farkli kiiltiir
medyumlarina ovidukt sivist ile birlikte sisteamin
ilavesinin  etkinliginin  belirlenmeye ¢alisildigr  bir
aragtirmada cleavage ve blastosist gelisim oranlarinda
istitistiki bir degisimin olmadig: bildirilmektedir (Enginler
ve ark., 2016). Kegi embriyolarinin 100 pM sisteamin ilave
edilerek kiiltiirlenmesi ¢alismasinda boliinme, morula ve
blastosist gelisiminde kontrol grubu ile istatistiki farkin
sekillenmedigi rapor edilmektedir (Kharche ve ark., 2016).
Kegi COC'leri, farkli sisteamin konsantrasyonlari ile
takviye edilmis TCM-199'da kiiltiirlendiginde, 100 mM
sisteamin ilave edilen grupta blastosist oranlar1 en yiiksek
bulundugu ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda oranin
azaldigi rapor edilmektedir (Zhou ve ark., 2008).

Yapilan diger caligmalarda, maturasyon ve kiiltiir
medyumlarina eklenen 100 pM sisteaminin, kontrol
gruplarima gore iyi sonuglar alindigi bildirilmektedir.
Maturasyonda %55-61 oraninda blastosiste ise %17,1-
23,8 oraninda artiglar gozlemlenmistir. Ayrica yapilan
oksidatif stres Ol¢imlerinde antioksidanlarin embriyo
ortamindaki kapasitesini ve intraselliiler GSH sistein
seviyelerini arttirdig1 rapor edilmektedir (De Matos ve ark.,
2002b; Gasparrini ve ark., 2006). IVM sirasinda sirasiyla
kiiltiire eklenen 100-200 umol/L sisteamin, boliinme ve
embriyo  gelisimini  olumlu  ydnde  etkiledigi
bildirilmektedir (Rodriguez ve ark., 2003).

Vitamin E'nin oosit maturasyonu ve embriyo gelisimi
tizerindeki olumlu, antioksidatif yanit, hiicre gelisiminin ve
apoptozisin diizenlenmesi, kiimiiliis ekspansiyonu ile
baglantili mRNA transkriptlerindeki hizli degisikliklerle
ilgilidir (Arias-Alvarez ve ark., 2018).

Yapilan bazi c¢aligmalarda a-tokoferoliin embriyo
kiiltiir ortamina ilave edilmesinin sigir ve domuz blastosist
kalitesini ~ ve  embriyo  gelisimini  iyilestirdigi
bildirilmektedir (Natarajan ve ark., 2010; Olson ve Seidel
Jr., 2000). Embriyo kiiltiir ortamuna 200 uM Vitamin E
ilavesi, kontrol ile karsilastirildiginda bolinme (%61,21),
morula (%27,92) ve blastosist (%10,62) olusumunu ve
blastosist toplam hiicre sayisini (%94,50) onemli Olciide
iyilestirdigi rapor edilmektedir (Sirasiyla 59,06, 26,16, 8,9
ve 88,18) (Natarajan ve ark., 2010).

Maturasyon ortamina 100 uM Vit E eklenmesinin
oksidatif stres ile apoptozu kontrol etmde ve tavsan
oositlerinin in vitro gelisim yeterliligini arttirmada etkili
oldugu bildirilmektedir (Arias-Alvarez ve ark., 2018). a-
tokoferol (Vit E), hiicreleri ROS'a karsi korumak i¢in in
vitro ve in vivo olarak bir antioksidan ajan olarak giiglii bir
role sahip bir vitamindir (Rush ve ark., 2014; Attia ve ark.,
2017; 2020). Yapilan bazi g¢alismalarda a-tokoferoliin
embriyo kiiltlir ortamina ilave edilmesinin sigir ve domuz
blastosist kalitesini ve embriyo gelisimini iyilestirdigi
bildirilmektedir. Embriyo kiiltiir ortamina 200 uM Vitamin
E ilavesi, kontrol ile karsilagtirildiginda bdliinme
(%61,21), morula (%27,92) ve blastosist (%10,62)
olusumunu ve blastosist toplam hiicre sayisini (%94,50)
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onemli oOlgiide iyilestirdigi rapor edilmektedir (Sirasiyla
59,06, 26,16, 8,9 ve 88,18) (Natarajan ve ark., 2010).
Kiiltir medyumuna 200 uM Vitamin E ilave edilen
invitro sigir embriyo {iiretim ¢aligmasinda deneme ve
kontrol gruplarinda cleavage oranlari sirastyla %60,74 ve
%73,7 oldugu blastosist oranlarmin ise %19,7 ve %30,1
oldugu rapor edilmektedir (Sudano ve ark., 2010). Sigir
oositlerinin  embriyo  kiiltlir  caligmasinda  kiiltiir
medyumuna 100 pM Vitamin E ilave edilen grupta morula
gelisme oran1 %41 iken kontrol grubunda bu oranin %34
oldugu, blastosist gelisme oranlarinin ise sirasiyla %18 ve
24 oldugu bildirilmektedir (Olson ve Seidel Jr., 2000).
Vitamin E (1 mM) ilavesinin konrtrol grubuyla
karsilastirildigi caligmada 2-4 hiicre gelisim oranlart %72,2
ve %68,7; 8-16 hiicre oranlar1 %60,9 ve %57,7; morula
oranlar1 %33,7 ve %30,7 blastosist oranlar1 ise %13,9 ve
%19,0 olarak bildirilmektedir (Tareq ve ark., 2012). Kiiltiir
medyumuna 25, 50, 100 ve 200 uM Vitamin E ilave edilen
calismadan blastosist oranlar1 kontrol grubunda %18,46
deneme gruplarinda sirastyla %21,11, %27,92, %31,66 ve
%8,01 olarak bildirilmektedir (Margues ve ark., 2007).
Yapilan bir calismada kiiltiire eklenen 200 pM a-
tokoferol %20 O; seviyesinde, boliinme (P < 0,05), morula
(P <0,05) ve blastosist (P <0,01) olusumunu ve blastosist
toplam hiicre sayisim1 (P <0,01) kontrol grubuna kiyasla
onemli Ol¢iide arttirdigt rapor edilmektedir. Blastosist
olusum oranlarinda ise kontrol grubuna kiyasla 100 uM
(P<0,01) ve 400 uM (P <0,05) takviyeli gruplarin orani
anlamli olarak daha yiiksek oldugu bildirilmektedir
(Rajesh ve ark., 2010). Bir ¢alismada domuz embriyo
iretiminde, kiiltire  o-tokofero’ un 100 pM
konsantrasyonda eklenmesinin blastosist kalitesini ve
gelismini olumlu yonde etkiledigi bildirilmektedir (Yeon
ve ark., 2006). Bufalo oositlerinde yiiriitilen in vitro
embriyo iretim galismasinda kiiltri medyumuna ilave
edilen 250 uM ve 500 uM Vitamin E ilavesi ile morula
gelisim oranlart sirasiyla %44, %43 ve %32 (kontrol);
blastosist gelisim oranlari ise %23, %24 ve %20 olarak
rapor edilmektedir (Saikhun ve ark., 2008).
Bir ¢aligmada somatik hiicreli niikleer transfer (SCNT)

embriyolar1 i¢in kiiltiir ortamina eklenen 100 pM
konsantrasyonda  alfa  tokoferol ilave edilerek
blastosistlerin  kalitesi ile toplam hiicre sayisinin

hesaplandig1 ve blastosist oranlarinin kontrol grubunda
%?22,3, alfa tokoferol ilave edilen grupta ise %26,3 oldugu
ve Onemli bir farkin tespit edilmedigi rapor edilmektedir
(Peng ve ark., 2008). Baska bir caligmada kiiltiire eklenen
400 pM tokoferoliin {lizerindeki konsantrasyonlarin,
blastosist gelisiminde ve blastosist hiicre sayisinda doza
bagli bir azalmaya neden olmustur (Wang ve ark., 2012).

Yiiriitiilen bir ¢alismada IVM ortamina eklenen 100
uM alfa tokoferoliin oosit kalitesini gelistirdigi ve
oositlerdeki azaltilmis oksidatif stresi (SOD2 ve CAT),
hiicre hasarin1 ve apoptotik kaskad aktivasyonunu (TP53
ve CASP) yansitan mRNA transkriptlerini degistirdigini
gostermektedir. Tavsan oositlerinde IVM ortamina
eklenen alfa tokoferoliin oksidatif stresi azalttigi rapor
edilmektedir (Arias-Alvarez ve ark., 2018).

In vivo fertilize edilen tek hiicreli fare embriyolarinin
Vitamin E (50 nM, 100 nM ve 150 nM) ilave edilerek
kiiltiire edilmesi sonucunda morula oranlari sirasiyla
%100, %100 ve %21 kontrol grubunda ise %84 oldugu,
blastosisit oranlarimin sirastyla %52,3, %67,5 ve %25

oldugu kontrol grubunda ise ayni oranin %46,2 oldugu
rapor edilmektedir (Tareq ve ark., 2012).

Maturasyon ortamimma 100 uM Vit E eklenmesinin
oksidatif stres ile apoptozu kontrol etmede ve tavsan
oositlerinin in vitro gelisim yeterliligini arttirmada etkili
oldugu bildirilmektedir (Arias-Alvarez ve ark., 2018).
Ancak vyiiriitiilen bazi ¢aligmalarda sigir (Dalvit ve ark.,
2005), manda (Thiyagarajan ve Valivittan, 2009) ve
kiiciikbas hayvanlarda Vitamin E ilavesinin oosit
maturasyonu, fertilizasyon, blastosist iiretim oranlar1 ve
erken embriyonik gelisimde tizerinde higbir etkisi olmadig1
bildirilmektedir (Natarajan ve ark., 2010).

Sunulan ¢aligmada toplanan oositlerin tek yikama
petrisinde toplanip rastgele maturasyon medyumlarina
aktarilmasi, fertilizasyon asamasinda ayni protokoliin
uygulanmasi ve kiiltiir asamasina kadar biitiin sartlarin esit
oldugu dikkate alindiginda elde edilen sonuglar tamamen
kiiltiir ortamina baglanmaktadir. Gruplarin tamaminda
cleavage oranlarmin benzer olmasi uygulanan maturasyon
ve fertilizasyon islemlerinin kiiltiir agsamasindaki farka
neden olmayacagim gostermektedir. Cleavage sonrast iki
hiicrede kalan zigotlarin oranlar1 benzerlik gostermekte ve
asil bloklanma 4-16 hiicrede meydana gelmektedir. Vitamin
E grubunda en yiiksek bloklanma 4-16 hiicrede sekillenirken
Sisteamin grubunda morula asamasinda yasandigi
belirlendi. L-Ergotionine ve kontrol gruplarinda alinan
blastosist oranlarinin Vitamin E ve sisteamin gruplarinda
alinamamasinin kullanilan antioksidanin embriyo gelisimini
baskilamasi nedeniyle yasandigi kanaatine varildi
Antioksidan kullaniminda negatif etkilerin, embriyodaki
prooksidanlarla  antioksidanlar  arasindaki  dengenin
kurulamamasina bagli olabilecegi bildirilmektedir. Ortamda
antioksidan konsantrasyonunun yiiksekligi, proteinlerin
distilfid baglarmi azaltip, redoks durumunu degistirip,
inaktivasyon ya da denatiirasyon sebep olarak embriyo
gelisimini olumsuz etkileyebilecegi rapor edilmektedir.
Buna ilaveten antioksidan maddelerin ilave edildigi
medyumlarla etkilesime girerek faydali bir etkiye sahip
olabilecekken, farkli bir medyumda etkisiz kalabilecegi
hatta zararh bir etkiye yol acabilecegi bildirilmektedir
(Guerin ve ark., 2001). Sunulan c¢alismada non-defined
ticari medyumlar kullanmildi. Literatiir ¢alismalarinin
tamaminda defined ya da semi-defined medyumlar
kullanildigr  bildirilmektedir. Sekillenen olumsuzlugun
kullanilan ticari medyuma bagli olabilecegi ve medyumda
bulunan bir bilesen ile antioksidanlarin etkilesime girerek
embriyo gelisimini baskilamig olabilecegi diistiniildii.
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