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ONSOZz

Oksidatif stres ile Ureme fizyolojisinin iliskisi son yillarda birgok bilim adamimn
ilgisini gcekmektedir. Oksidatif stresin erkek Ureme fizyolojisi ile iligskisini inceleyen birgok
calisma yayinlanmis olmasina ragmen, giinimtize kadar kadin treme fizyolojisi ve yardimct
treme teknikleri ile olan iliskiyi irdeleyen yeterli sayida ve kalitede ¢calisma mevcut degildir.
Insanin kendini viicudunu tammadaki destansi macerasina bir paragraf da kendimizin
acabilmesi dilegiyle bu tez projesi gergeklestirildi. Bu maceramn icerisinde kugik bir nokta
olmak bile buyuk bir onur verir.

Bazi insanlara duydugum minnettarhigin sebeplerini  agiklamak isterim. Adil
davranmadiklarim beni hos gorsunler. Bu zahmetli, uzun soluklu ve glinimiz sartlarina gore
yuksek maliyetli calismanmin gerceklestirilmesinde bir kisi var ki; konu Gzerine derin literatir
bilgisi, kuramsal sorunlar: kolaylikla kavramasi ve ¢gdzimlemesi, hi¢ bitmeyen dinamizmi ve
moral destegi ile benim icin vazgecilmez olmustur. Konular: ele alis tarzimi nazikge fakat
israrla elestirerek beni gelistiren Sayin Prof. Dr. Bulent Gulekli’ ye bana verdigi emek, zaman
ve gosterdigi simirsiz sabir igin stikran borgluyum.

Her zaman mensubu olmaktan gurur duydugum Dokuz Eylil Universitesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalina ve yetismemde emekleri gegen, kendilerinden dersler
amakla 6évundugum, bilimsellik, akademik anlayis ve yasama dair sosyaliteler adina birgok
bilgi, tutum ve davramislar kazandigim Sayin Hocalarim Prof. Dr. Oktay Erten, Prof. Dr.
Berrin Acar, Prof. Dr. Ata Onvural, Prof. Dr. Namik Demir, Prof. Dr. Cemal Posaci, Prof.
Dr. Turhan Uslu, Prof. Dr. Murat Celiloglu, Prof. Dr. Yakup Erata, Dog. Dr. Ugur Saygil,
Dogc. Dr. Sabahattin Altunyurt, Dog. Dr. Serkan Glgli, Dog. Dr. Omer Erbil Dogan, Ogr.
Gor. Dr. Bahadir Saatli ve Ogr. Gor. Dr. Recep Emre Okyay’a minnettarhgim belirtmek

isterim.

Bu calismanin yuritilmesindeki titiz ve ictenlikli katkilarindan dolay:r tim IVF
Merkezi ¢alisanlarina, biyokimyasal analiz islemlerini gergeklestirmemde buyuk yardimlarim
gordigum Biyokimya Anabilim Dalindan Ogretim Uyesi Prof. Dr. Semra Koctirk’ e, Sayin
Burak Ozkaya ya, tezin istatistik kismum yaparken damsmanhigini aldigim Halk Saghigi
Anabilim Dalindan Dr. Hatice Giray’ a, ayni ¢calisma ortamini paylastigim tim arkadaslarima
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ve tez projemizin bitin maliyetini karsilayan Dokuz Eylil Universitesi Rektorligiine
tesekkir ederim. Ayrica varhigimin ve mutlulugumun sebebi olan degerli annem, babam,

ablam ve Esra ya da sonsuz sevgilerimi sunarim.

TUm elestiri ve duzeltmelere ragmen calismamda ortaya cikabilecek hata ve
yetersizlikten kaynaklanacak sorumlulugun tarafima ait oldugunu, yapilacak her turli
duzeltme, uyar: ve elestirinin alammda gelismem icin buyUk katki saglayacagini belirtmek

isterim.



1. OZET

Follikiler Sivi Oksidatif Stresin Ivf Sonuclari Uzerine
Etkis

Ozgur Bige; Dokuz Eyliil Universites Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dah
E-mail: ozgurbigef @yahoo.com, ozgur.bige@deu.edu.tr

Amagc: Follikiler sivi oksidatif stress belirtecleri ile 1VF sonug parametreleri arasindaki iliski
ileilgili olarak hentiz yeteri kadar arastirilma yapilmadigindan konu ile ilgili simirlt miktarda
bilgi bulunmaktadir. Bununla beraber oksidatif stress parametrelerinin hasta yasi ve kontrollt
over stimulasyonu sirasinda elde edilen oosit sayisi ile iliskisi ile ilgili olarak da kisith bilgi
bulunmaktadir. Bu calismamn amaglar;; 1VF uygulanacak hastalarin follikiler sivi lipit
peroksidasyonu (malondialdehit), protein oksidasyonu (protein karbonil) ve nitrik oksit
(nitrit/nitrat) seviyelerini tespit ederek oksidatif stresin oosit ve embriyo morfolojisi,
fertilizasyon, klivaj ve gebelik hizlar1 Uzerine olan etkilerini arastrmak ve oksidatif stress
belirtec seviyeleri ile hasta yasi ve elde edilen oosit sayisinin iliskisini ortaya koymaktir.
Dizayn: Prospektif calisma

K urum: Uglincli basamak tip merkezi

Metot: Kontrolli over stimulasyonu uygulanan 85 hastadan toplam 287 follikil sivisi ve ait
olduklar1 oosit alindi. Follikiler sivi malondialdehit (MDA) seviyeleri spektrofotometrik
olarak thiobarbitirik aside reaksiyonlu madde deneyi ile Olglldu. Follikiler sivi
karbonillenmis protein 6lgumi igin spektrofotometrik 2,4 dinitrofenilhidrazin deneyi
kullanildi. Folliktler sivi nitrik oksit (NO) seviyesi Griess reaksiyonu ile nitrit/nitrat olarak
olculdi.

Sonuglar: Bu 85 hastaya ait 287 follikul sivisi ve onlarin oositlerinden, 76 hastaya ait toplam
249 follikll sivisi ve oositleri galismaya déahil edildi. Folliktler sivi ortalama oksidatif stres
belirtec diizeyleri; MDA 5,80+0,41 umol/L (0,4-40,5), protein karbonil 14,46+0,38 nmol/ml
(4,3044,32), NO 44,07+0,71 nmol NO/mg protein (9,63—71,38) olarak tespit edildi. Normal
sitoplézmal oositlerin follikiler sivilarindaki MDA duizeyi anormal sitopldzmali oositlerinki
ile karsilastirildiginda anlamli olarak yiksek bulundu (9, 02 +1, 99 vs 5, 43 +0, 39 umol/L,
P=0,004). Fertilize olan oositlerin follikiler sivi MDA diizeyi fertilize olmayanlarinkine gore
anlamli olarak yuksekti (6, 37+0, 57 vs 3, 700, 33 umol/L, P=0,022). Bu Ug¢ oksidatif stres
belirteg diizeyleri ile erken klivaj, klivaj ve ikinci giin embriyo kalitesi arasinda bir iliski tespit
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edilmedi. En Ust kalite embriyo gelisen oositlerin follikiler sivilarindaki NO dizeyi (40, 12

+1, 49 vs 45, 50 £1, 21 nmol NO/mg protein, P=0,006) anlaml: olarak dusuk iken protein

karbonil dizeyi (16, 91+ 1, 85 vs 13, 45 0, 58 nmol/ml, P=0,045) anlaml: olarak yuksek

bulundu. Y aptigimiz korelasyon analizlerinde nitrik oksit konsantrasyonu ile embriyo kalitesi

(r =-0,273; P=0.006), MDA seviyesi ile de hasta yas1 arasinda ters korelasyonlar tespit edildi

(r=-0,133, P=0,049). Polikistik over sendromlu hastalarin follikiler sivilarinda digerleri ile

karsilastirildiginda MDA dizeyi anlamli olarak yuUksekti (10,50+1,96 vs 4,99+0,28 pumol/L

P<0.001). K&tu ve asir1 cevap veren hastalarin follikiler sivilarinda normal cevap veren

hastalarinki ile karsilastirildiginda MDA diizeyi anlamli olarak dusik, NO duzeyi anlamli

olarak yuksekti. Gebelik elde edilen hastalarin follikiler sivilari ortalama MDA dizeyi

gebelik elde edilmeyenlerinki ile karsilastirildiginda anlamli olarak yuksekti (7,18+0,79 vs

4.70+0,60 pumol/L, P=0,005).

Yorumlar: Bu sonuglar lipit peroksidasyonunun oositin sitoplazmik maturasyonunda,
fertilizasyonda ve gebelikte rol oynayabilecegine dair deliller sunmaktadir. Nitrik oksidin
yuksek seviyeleri oosite zararli olup alt kalite embriyo gelismesine yol acabilir. Elde edilen
oosit sayisi arttikea lipit peroksidasyonu azalmakta, NO ise artmaktadir. Bu durum oositin ve
gelisecek embriyonun kalitesini olumsuz yonde etkileyebilir. Arastirdigimiz bu Ug oksidatif
stress belirteci 1VF sonuglarim tahmin etmede faydal: olabilirler.

Anahtar Kelimeler: Embriyo Kalitesi, Fertilizasyon, Follikiler Sivi, Gebelik, In Vitro
Fertilizasyon, Malondialdehit, Nitrik Oksit, Oksidatif Stres, Oosit Kalitesi Protein Karbonil.



2.  UMMARY

The effect of oxidative stressin follicular fluid on the
outcome of IVF

Ozgur Bige; Dokuz Eylul University, Department of Obstetrics and Gynecology
E-mail: ozqurbigef @yahoo.com, ozgur.bige@deu.edu.tr

Objective(s): The relationship between oxidative stress parameters in follicular fluids and in
vitro fertilization outcomes has not yet been extensively investigated. Therefore there is
limited knowledge of oxidative stress parameters present in follicular fluid and its subsequent
effect on IVF outcomes. There is also lack of information about the relationship of the
oxidative stress parameters in follicular fluid with the ages of patients and oocyte yield during
controlled ovarian stimulation. The objectives of this study were to investigate the impact of
oxidative stress on oocyte and embryo morphologies, fertilization, cleavage and pregnancy
rates by determining the lipid peroxidation (Malondialdehyde), protein oxidation (Protein
Carbonyl) and nitric oxide (Nitrite/Nitrate) levelsin follicular fluid of women undergoing IVF
and to relate these levels to ages of the patients and number of the oocyte yield.

Design: Prospective study

Setting: Tertiary care medical center

Methods: A total of 287 follicular fluid samples and their oocytes were obtained at oocyte
retrieval from 85 patients undergoing controlled ovarian stimulation. The levels of follicular
fluid malondialdehyde (MDA) were measured spectrophotometrically by the thiobarbituric
acid reacting substance assay. For detection of carbonylated proteins in follicular fluid the
spectrophotometric 2, 4 dinitrophenylhydrazine assays were used. Nitric oxide (NO) was
measured in the follicular fluid as nitrite/nitrate, by the Griess reaction.

Results: Of those 287 follicular fluids and their oocytes from 85 patients, 249 follicular fluids
and their oocytes from 76 patients were enrolled in to the study. The mean follicular fluid
levels of oxidative stress markers were as follows. MDA 5,80+0,41 pumol/L (0,4-40,5),
protein carbonyl 14,46+0,38 nmol/ml (4,30—44,32), NO 44,07+0,71 nmol NO/mg protein
(9,63-71,38). The MDA levels were significantly higher; in follicles whose oocytes have
normal cytoplasms compared with abnormal cytoplasms (9, 02 +1, 99 vs 5, 43 £0, 39 umol/L,
P=0,004) and in follicles with successfully fertilized oocytes compared with non-fertilized (6,
37+0, 57 vs 3, 70£0, 33 pmol/L, P=0,022). There were no associations between the levels of
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these three oxidative stress markers with early cleavage, cleavage and 2 day embryo quality.
The mean concentration of NO was significantly lower (40, 12 £1, 49 vs 45, 50 £1, 21 nmol
NO/mg protein, P=0,006) and protein carbonyl was significantly higher (16, 91+ 1, 85 vs 13,
45 £0, 58 nmol/ml, P=0,045) in follicular fluids whose oocytes developed to the top quality
embryos. Using correlation analysis, an inverse correlation was detected between the NO
concentrations and embryo quality (r = -0,273; P=0.006). We observed an inverse correlation
between follicular fluid MDA levels and patient’s ages (r=-0,133, P=0,049). The levels of
MDA in follicular fluids belong to the patients with PCOS were significantly higher compared
with the others (10,50+1,96 vs 4,99+0,28 pmol/L, P<0.001). The follicular fluids of poor and
hyperresponders had significantly lower levels of MDA and significantly higher levels of NO
compared with normal responders. The mean follicular fluid MDA concentrations of patients
who successfully conceived were significantly higher than follicular fluids of non-conceived
patients (7,18+0,79 vs 4.70+0,60 umol/L, P=0,005).

Conclusion(s): These results provide evidences that lipid peroxidation may play a role in
oocyte cytoplasmic maturation, fertilization and pregnancy. The higher level of NO in
follicular fluid may be harmful to oocyte and lead to development of suboptimal embryos. As
the number of oocytes yielded increases, lipid peroxidation decreases and NO concentration
increases. This condition may have detrimental effects on oocyte and embryo quality. The
concentrations of investigated oxidative stress markers in follicular fluid reflect the
reproductive potential of oocytes therefore they may be useful markers for the prediction of
IVVF outcomes.

Key words: Embryo Quality, Fertilization, Follicular Fluid, In Vitro Fertilization,
Malondialdehyde, Nitric Oxide, Oocyte Quality, Oxidative Stress, Pregnancy, Protein
Carbonyl



3.GIRIS VE AMAC

Bir yardimci Ureme teknigi (ART) olan in vitro fertilizasyon (IVF), infertilitenin
tedavisinde yaygin sekilde uygulanmaktadir. Bu teknigin basarisi embriyo transferi basina
disen gebelik ve canli dogum oranlar1 ile degerlendirilir. Buna gore Amerika Birlesik
Devletlerinde embriyo transferi basina gebelik oram % 42, canli dogum oram ise %34
civarindadir [1,2]. Klinigimizde ise 2007 sonuglarina gore embriyo transferi basina gebelik
oram % 47,1 canli dogum oram ise %29,5 dir. Reaktif oksijen tirleri (ROS) membran
lipitleri, sperm proteinleri, nikleer ve mitokondrial DNA Uzerine etki ederek sperm
motilitesinin ve viabilitesinin azalmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle resaktif oksijen
turlerinin yardimci Ureme tekniklerinin basarisinda rol oynadigi kabul edilmektedir [3].
Erkeklerde ROS larin Greme potansiyeli Uzerine olan etkileri ¢aligilmistir [4]. Ancak reaktif
oksijen tirlerinin ve antioksidanlarin bazi fizyolojik ve patolojik etkileri gosterilmis olmasina
ragmen bunlarin kadin Greme fonksiyonlari ile iligkisi Uzerine rolatif olarak daha az ¢alisma
vardir[5,6].

Folliktler sivi ovulasyon 6ncesi matire olan oositin mikro gevresinde gerceklesen
hormonal ve metabolik degisiklikleri yansitan biyolojik bir penceredir. Bu sividan elde edilen
parametreler IVF deki gebelik hizlarii, embriyo morfolojisini, embriyo klivajint ve
fertilizasyonu belirlemede kullamilmstir [7]. Oositin kendisi ya da i¢inde bulundugu follikler
sividaki steroid hormonlari, buytme faktorleri, sitokinler, granulosa hicreleri ve l6kositler
aerobik metabolizmalar sonucu ROS ve reaktif nitrojen tirevleri (RNS) Uretimine neden
olmaktadirlar. Bu molekdllerin tGretiminden sonra antagonize edilme islemleri antioksidanlar
tarafindan gergeklestirilir. Hucrelerin normal fizyolojik faliyetlerini surdurebilmeleri igin
oksidan molekdl dretiminin ve antioksidan kapasitenin denge icerinde olmasi gerekmektedir
[8]. Follikiler sivida bulunan ROS/RNS'leri ve onlarin oosit maturasyonu, fertilizasyon,
embriyo Kklivaji, embriyo morfolojisi, gebelik ve implantasyon hizlar: tizerine olan etkileri ile
ilgili olarak yeterince bilgi yoktur

Biyolojik sistemde bulunan belli basli endojen ROS/RNS ler stiperoksit, hidroksil,
hidrojen peroksit, nitrik oksit ve preoksinitrildir. Bu molekdller lipid peroksidasyonu, protein
oksidasyonu ve DNA oksidasyonu yaparak oksidatif hasara sebep olurlar. Bu mekanizmalarin
biyolojik sistemde dlculebilir belirtecleri vardir. Bu oksijen radikallerini antagonize eden
belli basli dort endojen antioksidant mekanizma bulunmaktadir. Bunlar (1) Enzim yapisinda



olanlar superoksit dismutaz, katalaz ve gluthation peroksidazdir. (2) Buyuk molekil
yapisinda olanlar albumin, seruloplazmin ve ferritindir.(3) Kigik molekul yapisinda olanlar
askorbik asit, alfatocoferol, beta karoten, plazma ubiquinol, Urik asit, selenyum ve
glutathiondur. (4) Hormon yapisinda olanlar ise estrojen, melatonin, angiotensin ve diger bazi
hormonlardir. Bunlar suda ya da yagda ¢oztinen formda bulunurlar. Enzimatik olmayan kiguk
molekullerden en dnemli U tanesi askorbik asit, alfa-tocoferol ve selenyumdur [9].

Ho ve Matzuk 1998 yilinda genetik olarak superoksit dismutaz enzim defekti
olusturulan farelerde gerceklestirdikleri calismada normal farelere gore elde edilen yavru
blyUklGglinin ve aybasina disen yavru sayisinin daha az oldugunu gostermiglerdir [10,11].
Paszkowski ve ark agiklanamayan infertil kadinlarin folliktl sivilarinda selenyum bagimli
glutatyon peroksidaz (SeGPx) enzim seviyelerinin azalmis oldugunu tespit etmislerdir. Yine
aym calismada SeGPx seviyesinin yuksek oldugu follikillerden elde edilen oositlerin
fertilizasyon hizlarinin, enzim seviyes dusuk olanlardan elde edilenlere gore daha yuksek
oldugu gosterilmistir [12]. Paszkowski ve Clarke dusik kaliteli embryolarin inkiibasyon
siirecinde antioksidanlarin kullamminin artigint yani ROS ‘lerinin aktivitesinin artigim rapor
etmislerdir [13]. Agarwal ve ark. oksidatif stresin oosit ve embriyo kalitesini ve de
fertilizasyon hizlarim etkiledigini 6ne stirmuslerdir [14]. Bir diger ¢alismada Oyawoye ve ark.
IVF uygulanan kadinlarin follikil sivilarindaki yiksek total antioksidan kapasitenin
fertilizasyon potansiyelini artirdigini gostermislerdir [5]. Yang ve ark yaptiklar: bir ¢alismada
fragmente olmayan embriyolarla ve fertilize olan oositlerle karsilastirildiginda fragmente
embriyolarda ve fertilize olmayan oostlerde hidrojen peroksit seviyelerinin daha yuksek
oldugunu tespit etmislerdir [15]. Insan oositin gevresini olusturan follikiler sivinin oksidan—
antioksidan dengesi ile ilgili ¢cok az bilgi bulunmaktadir. Endo ve ark. hidrojen peroksidin
kiltdre edilmis insan granuloza hicrelerinde progesteron sentezinin pluripotent inhibitort
oldugunu gostermislerdir [16]. Shimamura ve ark ise sicanlarda prostoglandin F-2-alfa nin
luteolitik aktivitesinin hidrojen peroksit ve lipit peroksitlerin tretimi ile iligkili oldugu rapor
edilmigtir [17].

Oksidatif stres artisgimin kadin Greme fonksiyonlar: Uzerine olumsuz etkilerinin
gogerildigi calismalarin yam sira aksini savunan calismalar da vardir. Bir ¢calismada Jozwik
ve ark. follikuler sividaki oksidatif stres belirteclerinin oositin reprodiktif kapasitesini

yansitmadigint  savunmaktadirlar [18]. Attaran ve ark. IVF konsepsiyon sikluslarinda



konsepsiyon olmayan sikluslarina oranla follikutler sivi ROS seviyelerini yuksek bulmuslar ve
bunu da ROS larin yararl: etkilerinin olabilecegi sonucuna baglamslardir [19].

Calismada birinci amacimiz kontrolli ovaryan stimulasyon rejimlerinde elde edilen
oositlerin nukleer ve sitoplazmik maturasyonlari, fertilizasyon ve klivaj oranlari, ikinci ve
Uclnct gun embriyo kaliteleri ve gebelik hizlari ile oostlerin elde edildigi follikulerin
swvilarindaki oksidatif ve nitrozatif stres belirtecleri arasindaki iligkiyi arastirmaktir.
Calismamizin ikinci amact ise kontrolli ovaryan stimulasyon rejimlerine verilen yanitlar yani
elde edilen oosit sayilari ile oksidatif ve nitrozatif stres belirteg diizeyleri arasindaki iliskiyi
arastirmaktir. Yapacagimiz ¢alisma ile oksidatif stresin kadin Greme fonksiyonlar: Gzerine
olan etkilerinin ortaya konmasinda guvenilir veriler sunmay: amaclamaktayiz. Bu sayede
hekimlere ART uyguladiklari hastalarinin gebelik sanslar1 konusunda 6nceden tahmin imkan:
saglanacagint  ve sonrasinda  ydrltulecek  tedavinin 6nceden  belirlenebilecegini
dustinmekteyiz.



4.GENEL BILGILER

4.1.iN VITRO FERTILiZASYON

4.1.1. Tarihces

In vitro fertilizasyon oosit ve spermleri uygun laboratuar ortaminda bir araya getirip
dollenmelerini saglamak olarak tarumlanir. In vitro fertilizasyon ile ilgili arastrmalarin ilk
basaril1 sonucglari hayvan deneyleri ile elde edilmistir. insanda IVF calismalar: ise 1970'li
yillara kadar gok yavas ilerlemistir. IVF uygulamasiyla insan oositlerinin fertilize olabilecegini
ve ardindan iki blastomerli embriyolarin gelisebildigini ilk kez 1944'de Rock ve Menkin
gozlemlemislerdir [20]. Wood ve ekibi 1973 de insanda IVF sonrasi sekiz blastomerli bir
embriyonun uterusa transferi sonrasinda ilk gebelik olgusunu bildirmislerdir. Ancak bu gebelik
abortus ile sonuglanmistir [21]. Steptoe ve Edwards ise 1976 yilinda 1V F uygulamasi ile olusan
tubal gebelik olgusu bildirmislerdir [22]. Nihayet 25 Temmuz 1978 tarihinde yine aym
arastirmacilar klasik 1VF uygulamasi ile elde edile sekiz blastomerli bir embriyonun transferi
sonucunda 2700 gr agirliginda sag ve saglikli bir kiz bebek olan Louise Brown' nun dogumunu
diinyaya mujdelemislerdir [23].

Klasik IVF uygulamalar: erkek subfertilitesi de déhil olmak Uzere birgok olguda elde
baska alternatifler olmadigi icin c¢esitli modifikasyonlar yapilarak uygulanmustir. Ancak
Palermo ve arkadaglar1 1992 yilinda tip dinyasina intrasitoplazmik sperm enjeksiyonunu
(ICSI) tamtmasi ile birlikte tim dinyada ICSI uygulamalari hizla yayginlasmstir; boylece
klasik IVF in ¢bzim Uretemedigi hasta grubunda da basar: sonuglar alinmast saglamstir [24].

4.1.2. in Vitro Fertilizasyon ve Embriyo Transferi (IVF-ET) Endikasyonlar: [20].

1: Tubal faktor: dizeltilemeyen tubal hasarin neden oldugu infertilitedir.
2: Endometriosis

3: Erkek subfertilitesi

4: Anovulatuar durumlar

5: Polikistik over sendromu (PCOS)

6: Immunolojik infertilite



7: Agiklanamayan infertilite.

8: Ileri kadin yasu.

4.1.3. Uygulama Teknikleri

Baslicaiki evrede incelenebilir

4.1.3.1. Hastanin Haairlanmasu

In vitro fertilizasyon uygulamalarinda hastalar bireysellestirilmis kontrollii ovaryan
hiperstimulasyon (KOH) protokolleri ile hazirlamir. Kontrollii ovaryan hiperstimulasyon
siresince folikilometri ve ostrojen (Ey) degerleri birlikte izlenerek folliktler gelisim takip
edilir ve insan koryonik gonadotropin (hCG) uygulamast icin uygun zaman tespit edilir. insan
koryonik gonadotropin uygulamasindan 34-36 saat sonra yumurta toplam islemi (OPU)
gerceklestirilir.

4.1.3.2. Laboratuar islemleri

Toplanan oositlerin maturasyonu mikroskop ile degerlendirildikten sonra klasik 1VF
uygulanacak ise kumulus hicreleri mekanik olarak gevsetilir ardindan uygun bir inkiibasyon
medyumuna aktarilarak %5-6 CO,li inkiibatorde ortalama 3 saat inkibe edilir. inkilbasyon
siresi oositlerin ilk matlrasyon durumuna gore degisebilir. ICSl uygulanacaksa matur
oositlerin, kumulus korona ve oosit kompleksi enzimatik ve mekanik olarak dente edildikten
sonraiki saat inkibe edilir.

Inseminasyondan bir-iki saat 6nce hastamin esinden sperm ornegi alinir. Elde edilen
motil spermler yikandiktan sonra yogunlasma ve motilite tekrar degerlendirilerek 37 derecede
%5 CO2'li inkubatorde 30 dakika bekletilir. Uygun sayida sperm alinarak oositlerin bulundugu
kultur ortamina aktarilir. Fertilizasyon klasik IV F de inseminasyondan 16-18 saat; ICSl'de ise
14-16 saat sonra iki adet prontkleus olusumu ile tespit edilir. Fertilize olmus oositler uygun
kiltdr ortamlarina aktarilarak takip edilir. Bolinmeye devam eden embriyolar
degerlendirilerek yiksek kaliteli olanlar uygun gorilen sayida, 4872 saat sonra hastalarin
uterudarina transfer edilirler. Fazla sayida iyi kalite embryosu olan hastalarin embriyolar:
dondurularak daha ilerde gerekirse transfer edilmek Uizere saklanir.



4.2.00GENEZIiS
Ovaryumlar diside, gametlerin Uretilmesi (gametogenezis) ve steroid yapidaki
hormonlarin sentezlenip salgilanmasi ile yukumludirler. Ovaryumlardan olgun bir oositin
olusturularak atilmasi (ovulasyon) pubertede baslayarak menopoza kadar devam eder.
Ovulasyon mensturasyonun baslangicindan 13-14 giin sonra gerceklesir ve her 28 guinde, bir
oositin atilmasiyla tekrarlanan bu olaylar ovaryan siklus olarak bilinir. Her ay gelismeye
baglayan 712 follikllden bir tanesi tam olgunluga ulasarak ovulasyonla atilirken digerleri
atreziye ugrarlar [25].
Sekil -1: Ovaryan siklus
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| OVARYAHN SiKLUS ve FOLLIKULER GELiSim

4.2.1.Follikiler Gelisim

Fetal yasamda over farklilasmasindan sonra disi germ hicrelerine oogonia adi verilir.
Bu hiicreler mitoz boluinme ile cogalirlar sonugta her bir overde 500.000 primordial follikdl
icinde diktiat faza girerler. Olgunluk ¢aginda ovaryumlarda gozlenen g tip follikul primordial,
blytyen ve matur folliktllerdir. (Graaf folliktleri). Primordial follikilin icerisindeki oosit
birinci mayoz bolinmenin profaz evresinde duraksayarak follikil gelisimine devam eder ve
buylyen follikdleri olustururlar. Buytyen folliktllerin primer, sekonder ve antral follikdiller
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olmak Uzere U¢ farkli evresi vardir. Primordial folliklllerde oositi cevreleyen tek katli yassi
epitel hucreleri kibik epitele dontsur ve primer follikdl olusur. Bu donemde oosite komsu
tarafinda oolemmanin mikrovilluslar: ile dis tarafta folliktler htcrelerin uzantilarim iceren
glikoprotein yapida zona pellusida olusur. Follikil gevresindeki stroma hiicreleri farklilasarak
teka interna ve teka eksterna tabakalarini meydana getirirler. Teka interna hicreleri steroid
sentezleme Ozelligi gosterirler. Primer folliktldeki tek katli kiibik hticreler mitoz ile gogalarak
stratum granulosa denilen cok katli bir epitel tabakasi meydana getirirler. Primer follikdlin
icerisindeki oositin sitoplézmasinda endoplazmik retikulum, Golgi aygiti ve ribozom sayilar:
artarak sekonder follikllu olustururlar. Hipofizden salgilanan follikul stimule edici hormon
(FSH) etkisiyle granuloza hicrelerinin sayisi ve biyukltgu artar ve hyalUronik asitten zengin
bir sivi folliktl icinde birikmeye baslar boylece antral follikil olusur. Antral follikdl
icerisindeki oositi cevreleyen hicrelere kumulus htcreleri, follikdl icine dogru olusan bu
yaprya da kumulus ooforus denir. Oosit ¢evresindeki kumulus hticrelerinin bir boltimu tek katli
prizmatik hicrelerden olusan korona radiata denilen bir tabaka olustururlar. Oosit 10 mm
boyuta ulasinca ovaryum ytizeyinde bir ¢ikinti olusturur ki bu donemde artik matar follikl,
tersiyer follikil veya Graaf follikulu olarak tanimlanir [25].
Sekil-11: Matir follikdl
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4.3. O0SIT MATURASYONU

Oosit, kadin vicudunda sadece yapisal ve fonksiyonel yonden degil, mayoz yani
rediksyonel bolinmeye ugrayan tek hicredir. Oositteki mayotik sirecin ilerlemesi oosit
matlrasonu olarak bilinir ve basitge birinci mayotik bolinmenin tekrar baslayarak metafaz 11
(MII) fazina ilerlemesi ve beraberinde basaril1 fertilizasyon ve erken embriyonel gelisme igin
gerekli sitoplazmik degisikliklerin olmasidir [26]. Aslinda bu tanim nikleer ve sitoplazmik
matlrasyon olarak bilinen birbiri ile yakin iligkili stiregleri tarif etmektedir.

4.3.1. Nukleer Maturasyon

Oosit niukleer matlrasyonu mayoz bolinme sirasindaki  nikleer  bilesenlerin
modifikasyonudur. Dogum sirasinda memeli oositlerinde birinci mayoz bdlinme profaz fazinin
diploten asamasinda durur ve oositler gelisim yetilerini kazanmrken ve blylme sirecini
tamamlarken kromatinlerin yeniden yapilandigi bu durumda kalirlar. Bliyumek ve gelisme
yetisini kazanmak ovulasyon 6ncesi donemde olmaktadir. Bu evre salim bir nikleer zar veya
germinal vezikil ile karakterizedir. Ovulasyon 6nce gonadotropin salinim ile birlikte bu sessiz
durum son bulur mayoz bolinme tekrar baglayarak germinal vezikil yikilir. Birinci mayoz
boltinmenin profaz fazi tamamlanirken homolog kromozomlar eslesme ve rekombinasyon
sirecine girerler. Mayotik spindle olusur ve kondense olmus homolog kromozomlarin
sentromerlerine tutunur. Sonrasinda kromozomlar kiazmalarindan birbirlerinden ayrilirlar ve
metafaz | (MI) tamamlamrken kromozomlar telofaz | evresine gegerler [27]. Oosit birinci
mayoz bolinmeyi ovulasyondan hemen dnce tamamlar. Birinci mayoz bolinme sonrasinda
kromatin iki kardes hiicre arasinda esit olarak dagilir. Orantisiz sitoplazmik bolinme nedeniyle
sekonder oositlerden biri hemen hemen tim sitoplézmaya sahip iri bir hiicre olarak kalir iken
digeri zona pellisudaile oosit arasindaki alanda (Previtellin alanda) kalan kicik bir hiicredir ve
birinci kutup cisimcik olarak tammlanir. Meydana gelen sekonder oosit haploit kromozom
icerir ve nikleus 2. mayoz bolinme evresine girer. Fertilizasyon sirasinda spermin oosite
girmesiyle oosit 2. mayoz bolinmeyi tamamlar ve 2. kutup cisimcigi atilir. Ovulasyonla atilan
oositler matlr, sekonder oosit, yada MIl oosit olarak adlandirilirlar [25].
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Sekil-111: Birinci mayoz bdlinmenin birinci evresi (Profaz 1)
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Sekil-V: ikinci mayoz bolinme
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Oosit nikleer matirasyon siireci alti safhaya bolanebilir [27].
1: Mayozun yeniden baslamasi/germinal vezikul yikim

2: Kromatin kondensasyonu

3: Mayotik spindle aygitinin olusmasi

4: Homolog kromozomlarin ayrilmasi

5: Orantisiz sitoplazma boltinmesi

6: Mayozun tekrar durmasi.

AT

Sekil-VI: Matur oosit ve polar cisimcik
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4.3.2. Sitoplazma M aturasyonu

Sitoplézma matlrasyonu basarili  bir fertilizasyon, pronikleer bicimlenme ve
implantasyon Oncesi embriyonik gelisim icgin gerekli yapisal materyallerin saglanmast ve
gerekli biyokimyasal sirecin olugsmasi, molekillerin zamaminda aktive olmasi, uygun
depolanma kadar, organellerin yeniden yerlesmesi, proteinlerin ve mRNAlarin sentezini ve
modifikasyonu igeren stireg olarak tanimlanir.

Sitoplazmik ve nikleer maturasyon, nikleer icerigin germinal vezikulin yikilmasi
(GVBD) ile sitoplazmaya salinmasiyla, birbiri ile koordineli hale gelen olaylardir. Her ne
kadar niikleer mattrasyon bazi yonlerden sitoplazmik maturasyonu etkilese de, en azinda bazi
durumlarda sitoplazmik matirasyon nikleer olaylardan bagimsizdir [28]. Bu nedenle oositler
birinci polar cisimcigi atip nukleer maturasyon agidan matir (MI1) olsa bile, aslinda bu oositler
fertilizasyon, pronikleer olusum ve embriyonik gelisim icin gerekli maternal faktorleri

icermede yetersiz olabilirler [27].

4.4. EMBRIYONER GELIiSiM

4.4.1. Erken Embriyoner Gelisim

Sperm yumurtay: dollediginde, sperm tarafindan ooplazmaya tasinan sentriol ve
mikrotUbiller erkek ve disi prontkleuslar: bir araya getirir ve inseminasyondan 16-18 saat
sonra pronikleuslar oosit sitoplazmasinin ortasinda gozlenir. Inseminasyondan 20-34 saat
sonra prontkleuslar birlesir yani singami olusur. Bunu 35,6 saat sonra sitoplazmanin ikiye
boltinmesiyle meydana gelen iki diploid blastomerin olusumu izler. Bu yapi iki hicreli bir
embriyo olan zigottur. Preimplantasyon evresindeki mitoz bolinmeler blastomer sayisinda
hizl1 bir artisa yol agar ve bdylece olusan yeni blastomerler, bir dnceki blastomerlere oranla
daha kuguktir ve bu 6zellik, her bolinmede blastomer hacimlerinin daha da kugtlmesi ile
devam eder. inseminasyondan 45,5-45,7 saat sonra yani ikinci giinde embriyolar dort hiicreli,
daha sonraki bolinme ile Gglincli gunde ortalama 54,3-56,4 saatlerde 8 hicreli asamaya
ulasilir. Embriyodaki her bir blastomerin bdlinmesi sirasinda asenkronizasyon olabilecegi igin

bes ve yedi gibi ¢ift sayida olmayan asamalar da gordlebilir.
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Sekil-VII: Fertilize olmus oositler (pronukleuslar merkezde izleniyor)

Embriyonun ikinci ve Ggunct bolinmeleri arasinda (dort blastomerli evreden sekiz
blastomerli evreye gecis) maternal genden embriyonik gen dagilimi asamasina gecis
gerceklesmektedir. Bu nedenle, spermle birlesmeden itibaren ilk 48 saatte embriyo oncelikle
maternal MRNA etkisiyle protein sentezi gergeklestirirken, bundan sonraki asamalarda
embriyonik genom aktivasyonu ile gelismeye devam ederler [29].

Klinik IVF de embriyo degerlendirmesinde kullamlan en dnemli 6lcitlerden biri de
fragmantasyondur. Fragmantasyon hiicrenin plazma membranimin ekstraselltler bolgeye bir
ahigidir ve sitoplazma igerir [29]. Fragmantasyon olusumun intraselliler mekanizmas: tam
olarak bilinmemekle birlikte, boliinme sirasinda olusan 6lumcil zararlar ve apoptotik olaylara
bagl: oldugu iddia edilmistir [30]. in vitro fertilizasyonda embriyonun gelisim ozellikleri ve
implantasyon potansiyeli degerlendirilirken; guinu ile uyumlu blastomer sayisi ve
blyUklGglinin yamnda fragmantasyon miktari, dagilimi ve blydklGgi de uygun embriyonun
bir se¢im kistasi olarak kullamilmaktadir [31]. Buna gore sitoplazmik fragmantasyonun miktar:
ve dagilimi, embriyonun implantasyon potansiyeli ile ters orantilidir ve embriyonun gelisimi
Uzerine olumsuz etkileri olabilir [32].
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4.4.2. Morula ve Blastokist Gelisimi

Inseminasyondan sonraki tigiincli giinde blastomerlerin sitoplazmasinda graniler bir
yapilanma kiglik gukurlagsmalar gdzlenebilir. Bu gorinim blastomerler arasinda baglanmanin
artmasi ve sekiz hicreli bir embriyonun kompaktlasmaya hazirligi olarak yorumlanmistir [29].

Fertilizasyondan sonraki dordincii giinde embriyo kompaktlasmaya bagladigi zaman
morula olarak adlandirilir. Bu evrede blastomerler arasinda, iletisimi ve hiicreler arasi bariyer
olusumu saglayan siki ve gevsek baglar olusmustur. Morula evresinde hiicreler arasinda kavite
olustugu zaman embriyo blastokist adim alir. Kavitasyon ilerledikge kompaktlasma sirasinda
blastomerlerin kutuplasmasiyla meydana gelen iki farkli hiicre grubu (a) Ekstraembriyonik
dokuyu olusturacak trofektoderm (b) Embriyo ve daha sonra fettisiin gelisimi devam ettirecek
ic hiicre kiitlesini olusturur. In—vitro blastokist olusumu inseminasyondan sonra 5 ve 7.
gunlerde gerceklesir. Zona pellusida, fertilizasyonda cok ©Onemli roli olan ve hentz
intrasellUler baglari olusmamis blastomerleri bir arada tutarak fizyolojik bir bariyer gorevi
Ustlenen, glikoprotein yapida bir tabakadir. Zona pellusida, gelisen blastokistin hacim olarak
blyUmesi ile giderek incelir ve sonugta acilan delikten blastokist fitiklasmaya baslar. Bu olaya
hatching, bu asamadan sonra 6—7. gunde zona pellusidadan tamamen c¢ikan embriyoya ise
hatch olmus blastokist denir [29].

4.5. HUCRESEL ENERJi URETIiMI, REAK TiF TURLERIN OLUSUMU

4,5.1. Hicresel Enerji Uretimi

Hucresel adenozin trifosfat (ATP) birgok metabolik yolak ile tretilmektedir. Glikoliz
alt1 karbonlu glikozun G¢ karbonlu olan iki molekil o-ketoasid privata donismesidir. Bu
donisum sirasinda substrat diizeyinde net olarak iki molekil adenozin difosfat (ADP), iki
molekil ATP e donsirken, Tki molekill koenzim nikotinamid adenin diniikleotid (NAD:;
okside form), iki molekil NAD’in redikte formuna (NADH; redikte form) donusur.
Nikotinamid adenin dinukleotidin tekrar olusturulmas: glikolizin devam agisindan kritik
Oneme sahiptir ve iki yolla gergeklesmektedir. (1) Laktat dihidrogenaz (LDH) oksijenin kisitli
oldugu durumlarda oksijen bagimsiz bir sekilde pruvat: laktata dontstirdr. Glikolitik yol ile
privatin laktata dontsturdlmesi ATP sentezi igin hizli bir yol olsa da net iki molekil ATP elde
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edildigi icin ¢ok etkili bir yolak degildir. (2) Oksidatif glukoz metobolizmasi sirasinda ortaya
¢ikan NADH mitokondrial elektron transport sistemi ile nikotinamid adenin dintkleotide
donusturtltrken beraberinde de ATP sentezlenmektedir. Oksijenin bol miktarda bulundugu
durumlarda daha verimli glukoz metabolizmast mumkundur. Glikolizde ortaya ¢ikan privat
Krebs siklusuna girerek daha kicik yapilara metabolize edilirken ortaya ¢ikan NADH ve
flavin adenin dinldkleotidin redikte formu olan (FADH;) elektron transport sisteminde
oksijenin kullanmldigi basamaklarla tekrar oksitlenerek NAD ve flavin adenin dintkleotide
donustarultr ve beraberinde bol miktarda ATP Uretilir. Oksidatif metabolizmaile Uretilen ATP
substrat diizeyinde Uretilenden yaklasik 15 kat daha fazladir. [33].

4.5.2. Reaktif Oksijen Turlerinin Olusumu

Bircok memeli turinde oldugu gibi insan oostleri de enerji Uretimi igin okside
edilebilir enerji maddesi olarak dncelikle privat ve az miktarda da glukoz kullanirlar. Oositteki
glikolizde gorev alan anahtar enzimlerin aktiviteleri dusUktir ve bu oostlerin plazma
membranlarinda glukoz tasima sistemi bulunmamaktadir. Bu durum oositi mitokondrial
oksidatif enerji Uretimine bagimli hale getirmektedir. Oksidatif enerji Gretiminin yogun oldugu
donemlerde elektron tasima zincirinden %2lik bir elektron sizmas: olur, sizan elektronlar
molekuler oksijen ile reaksiyona girerek radikal veya radikal olmayan reaktif oksijen tirlerine
donusarler. Belli basli ¢ ana radikal olan reaktif oksijen tdrleri hidroksil (HO), hidrojen
peroksit (H.O,) ve superoksittir (O7). Olusan ROS hiicre icin zararli etkilerde bulunabilir.
Mitokondrial ve nikleer DNA, proteinler ve lipitler ile etkileserek yapisal ve fonksiyonel
instabiliteye sebep olurlar sonunda hiicreyi apoptoza gotrebilirler [33]. Ozellikle mitokondrial
DNA elektron transport zincirine yakin olmasi, yapisinda histon bulunmamasi, savunma ve
tamir sistemleri olmamasi nedeniyle oksidatif strese kars1 hassastirlar [34]. Yuksek oranda
exon icerdikleri icin olusan mutasyonlar gen fonksiyonu Uzerinde zararli etkiler
yapabilmektedir. Bu nedenle mitokondrial DNA’da nukleer DNA’ya gore yaklasik 20 kat daha
fazla mutasyon gorilmektedir [35]. Mitokondrial fonksiyonda meydana gelen bir bozulma
yetersiz enerji Uretimi ve asirt miktarda ROS olusumuna neden olacagindan oosit kalitesi
azalmaktadir [36-38]. Oogenez sirasinda hiicre buyUylUp gelistikge enerji ihtiyacina goére
mitokondrilerin sayisi ve aktivitesi artmakta, dagilimi da sitoplazma da enerji ihtiyacinin arttigi
bolgelere gore degismektedir. Yeni olusmus primordial germ hiicresindel0 adet mitokondri
kopyasi bulunurken, oogoniumda yuzlerle ifade edilen sayilarda mitokondri vardir, primordial
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oositte bu rakam binlere ¢gikmakta, oosit matir hale gelince de say1 400 binlere ulasmaktadir
[39].

Reaktif oksijen turleri eksojen sebeplerden dolay: da olusabilir. Hiperoksik cevre
superoksit radikallerinin olusumu saglayan enzimatik aktiviteyi artirabilir, bakir, demir ve giin
151¢1 da 6nemli miktarda ROS olusuma yol acabilmektedirler [6].

Tablo-l: Reaktif oksijen tirleri

Radikaller Radikal olmayanlar
Hydroksil OH" Peroksinitrit ONOO
Superoksit o™ Hipoklorik asit HOCI
Nitrik Oksit NO~ Hidrojen Peroksit H>0-
Thyl RS” Singlet Oksijen A, (O
Peroksil RO," Ozon O3
Lipid peroksil LOO" Lipid peroksit LOOH

4.5.3. Reaktif Nitrojen Turlerinin Olusumu

Resaktif nitrojen tdrleri (RNS) nitrik oksit ve nitrojen dioksittir. Reaktif olmayan
nitrojen turlerinden de en dnemlileri peroksinitrit ve nitrosamindir. Nitrik oksit vicutta bulunan
en dnemli nitrojen turevlerindendir ve buyuk olclide nitrik oksit sentetazlar (NOS) olarak
bilinen enzim gurubu ile L-arjinin amino asidinin L-sitruline donusimu  sirasinda
sentezlenmektedir [40]. Nitrik oksit molekllt tedavi amagli vazodilator olarak kullaniimasina
ragmen fazla miktarda nitrik oksit toksik etki yapmaktadir. Bu nedenle canlida normal nitrik
oksit konsantrasyonunu saglamak hayati 6nem tasimaktadir [41]. Nitrik oksit eslesmemis bir
elektron icerdigi icin yuksek derecede reaktif serbest radikaldir. Bu nedenle proteinlere,
nikleotidlere, lipitlere ve karbonhidratlara zarar verebilmektedir. Nitrik oksit diger
enflammatuar medyatorler ile beraber hicre ve doku hasari, disik dereceli steril
enflammasyon ve adezyon yapabilmektedir [42]. Nitrik oksit sentetaz enzim gurubunun

hidrojen peroksit, superoksit ve nitrik oksit olusmasina yol agtigi gosterilmistir. L-arginin
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miktarinin az oldugu hticrelerde superoksit olusumunun fazla oldugu bilinmektedir. Superoksit

ile nitrik oksit tepkimeye girerek peroksinitrit olusmasina neden olarak hiicresel hasara yol

acarlar.
Sekil-VI11: Resktif nitrojen turlerinin olusumu
Heme=he**=MNO

-“5"%&?
e

OMNOO-

L=Cit

G5H MADPH
H,0,+ [o1 ' ™
/ NGSH L. GR
SOD=Siiperoksit Dismiitaz —
CAT=Katalaz T NADFs

GPx=Glutatyon Percksidaz 50
GR=Ghutatyon Rediiktaz
L-Arg=L-Arjinin
L-Cit=L-Sitriilin
OHOO-=Peroksinitril
t -OH=Hitrik Oks=it
02-=5Siiperoksit
H,O + 0, H202-Hidrojen Peroksit

Peroksinitrit ve metaboliti lipid peroksidasyonu yaparak, sinyal iletimi saglayan ve
enzim fonksiyonlarim diizenleyen bircok tirozin molekile nitrozilasyon yaparak ve sodyum
kanallarini inaktive ederek sitotoksik etki gosterirler. Buttn bu bulgular 1s1ginda hiicrede nitrik
oksit aktivitesi, konsantrasyona, hiicrenin redoks durumuna, metallerin, proteinlerin, thiollerin
ve dusuk molekdl agirlikli thiollerin ve de diger nukleofilik hedeflerin miktarina baglicir [43].
Nitrik oksit etkileri ikincil mesajci olarak siklik guanozin monofosfat (cGMP) araciligi ile veya
superoksit radikalleri ile etkilesmesinden ortaya ¢gikan ROS ile gosterdigi One strdlmuistdr [44].

Hucrede nitrik oksidin etkileri doz bagimlidir ve dustk konsantrasyonlarda guanozin
siklaz aktive olarak cGMP aracil1 etki gosterirler. Y uksek konsantrasyonlarda ise nitrik oksit
superoksit ile tepkimeye girerek etki etmektedir [43,45].
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Tablo-I1: Resktif nitrojen tirleri

Nitrik oksit NO~ Nitrosil katyon NO™
Peroksinitrit OONO Nitrojen dioksit NO5~
Peroksinitrik asit ONOOH Dinitrojen trioksit N>O53
Nitroksil anyon NO Nitroz asit HNO,
Nitril klorit NO,CI

Reaktif nitrojen turlerinden Ureme sisteminde bircok mekanizmada rol alan nitrik
okgittir. Folliktler sivisi; follikuler biyumeyi maturasyonu, ovulasyonu ve follikul atrezisini
etkileyen maddeyi icerir. Yapilan ¢alismalar, follikil sivisinda 6nemli miktarda nitrik oksit
bulundugunu [46] ve bunun da buyuk kisminin granuloza htcrelerinden sentezlendigini
gostermistir [47]. Bu durumda nitrik oksidin ovaryan kan akim, follikdl biytmesi, follikdl
maturasyonu, steroid hormon sentezi veya ovulasyonda etkili oldugu dustntlebilir.

4.6. OOSIT REDOKSHEMOZTAZI

Redoks reaksiyonlari veya oksidasyon ve rediksiyon reaksiyonlari elektron
transportuyla okside veya redikte bir durumun olusmasina yol agmaktadir. Redoks durumu
oksidan ve antioksidan Uretimleri arasindaki dengeyle belirlenmektedir. Redoks hemostazin
saglamak yuksek kalitede oosit ve embriyo gelisimi icin gereklidir. Redoks durumunda olan
degisiklikler sinyal yolaklarin, transkripsiyon faktorlerini, epigenetik mekanizmalari olumsuz
yonde etkileyip oosit ve embriyo kalitesinin azalmasina sebep olabilirler. Bu nedenle normal
redoks hemostazinm saglayan reaksiyonlar: anlamak kadin treme sisteminde ve yardimci Ureme
tekniklerinin uygulanmas: sirasinda ortaya gikan oksidatif stres olusturan mekanizmalar: daha
iyl tammamizi saglar [8].

Oksijenin elektron affinitesi oldukca yiksektir ve bu nedenle en ¢ok bilinen okside
edici gjandir. Oksijen elektron alip radikal sekle dontslnce yag asitleri ile tepkimeye girerek
membranlarin biyolojik yapisim degistirir [48]. Resktif oksijen tirlerinin olusumu oksidatif
metabolizmanin kaginilmaz bir sonucudur. Oositin kendisi ya da i¢inde bulundugu follikuler
sividaki steroid hormonlari, biyume faktorleri, sitokinler, granulosa hiicreleri ve l6kositler
ROS olusumuna neden olmaktadirlar. Reaktif oksijen turlerinin etkilerine kars: ¢esitli hiicresel
savunma sistemleri olan antioksidanlar ile kontrol altinda tutulmaktadir. Hicrelerin normal
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fizyolojik faliyetlerini surdurebilmeleri igin oksidan molekul Uretiminin ve antioksidan
kapasitenin denge icgerisinde olmasi gerekmektedir [19]. Oksidatif kapasite antioksidan
kapasiteyi gectigi zaman hicreler oksidatif strese maruz kalmaktadirlar. Reaktif oksijen
turlerini antagonize eden belli basli dort endojen antioksidant mekanizma bulunmaktadir.
Bunlar (1) Enzim yapisinda olanlar; siiperoksit dismutaz (SOD): siperoksit radikallerini
hidrojen perokside ve hidroksil radikallerine indirger sonrasinda bu molekiller katalaz (CAT)
ve glutatyon peroksidaz enzimleri ile suya donusturultrler. (2) Buylk molekdl yapisinda
olanlar: albumin, seruloplazmin ve ferritindir.(3) Kuguk molekil yapisinda olanlar: askorbik
asit, alfa-tokoferol, beta karoten, plazma ubiquinol, Urik asit, selenyum ve glutatyondur. (4)
Hormon yapisinda olanlar ise: dstrojen, melatonin, angiotensin ve diger bazi hormonlardir.
Bunlar suda ya da yagda ¢oziinen formda bulunurlar. Enzimatik olmayan kictik molekillerden
en 6nemli U¢ tanesi askorbik asit, alfa-tokoferol ve selenyumdur [49].

Sekil-1X: Redoks hemostazi

ROS fizyolojik seviyesi

Oksidatif Stres ROS azalr

e - g '|

Anticksidanlar

%lﬁl Tokoferol |

9 LG T / Taurin ve Hipotaurin|
[Hidroksil Radikalleri | GSH Peroksidaz Epinefrin
1T % = T
Siiperoksit Anyon |Su|1erol-;srt Digmiitaz Laktat ve priivat

Hidrojen Peroksit Katalaz
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4.7. OK SIDATIF/NITROZATIF STRES BELIRTECLERI

4.7.1. M alondialdehit

Lipit peroksidasyonu bitkilerde ve hayvanlarda hiicresel hasarin en iyi belirlenmis
mekanizmasidir. Lipit peroksidasyonu hticrelerde ve dokularda oksidatif stresin bir belirteci
olarak kullanilmaktadir. Coklu doymamis yag asitlerinden tireyen lipit peroksitler
kararsizdirlar ve birtakim kompleks bilesiklere donusurler. Bunlar reaktif karbonil
bilesikleridir ve buyuk kismumi malondialdehit (MDA) olusturur. Bu nedenle MDA dlcimi
lipit peroksidasyonun bir gostergesi olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktacir [50]. Artms
lipit peroksidasyon uriin seviyeleri insanda [51,52] ve model sistemlerde [53,54] kronik
hastaliklarla iliskili bulunmustur. Malondialdehit proteinler Gzerindeki amino gruplari ve diger
biyomolekullerle kolaylikla reaksiyona girerek capraz bagli Urtnleri de [55] igeren bir takim
bilesenler olustururlar [50]. Malondialdehit, DNA bazlar1 ile etkileserek muhtemelen
karsinojenik [56] olan mutajenik bilesenler olustururlar [57,58].

4.7.2. Protein Karbonil

Protein karbonil gruplar1 proteinlerin (lizin, arginin, threonin ve prolin) amino asit
rezidilerinin direkt oksidasyonu ile veya karbonhidratlarin ve lipitlerin birincil oksidasyon
dranleri ile ikincil tepkimeleri sonucu olusmaktadirlar [59-61]. Proteinlerde olan bu
modifikasyonlar protein yapisinda ve fonksiyonunda o6nemli degisikliklere sebep olurlar.
Proteinlerin ROS un ilk ve ana hedefi oldugu ve biyolojik sistemde oncelikle protein karbonil
olusumuna yol actig1 birgok calisma ile gosterilmistir [62—64]. Protein karbonillerin yikselmis
seviyelerinin tespit edilmesinin hastaligin sebep oldugu disfonksiyonun bir belirtisi olabilecegi
ileri sOrdlmastur [65]. Protein karboniller oksidatif stresin kimyasal olarak kararl
belirtegleridir ve yaygin olarak kullamlmaktadirlar. Diger okside Urilinlere kiyasla dolasimda
daha uzun sirre kalirlar [66].
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4.7.3.Nitrik Oksit

Nitrik oksit biyolojik sistemlerde nitrik oksit sentetaz enzimi ile sentezlenir. Nitrik oksit
sentetaz, molekuler oksijen, arjinin ve NADPH Uzerine etki edip, nitrik oksit, sitrilin ve
NADP+ olusmasim saglayan oldukga kompleks bir enzimdir. Nitrik oksit sentezi igin ek olarak
(Flavin mono nukleotid, flavin adenin dintkleotid, heme, kalmodulin, tetrahidrobiopterin)
adinda bes tane daha kofaktor ve iki tane de divalen katyon (kalsiyum ve heme demiri)
gerekmektedir. Nitrik oksit sentetaz enziminin U¢ tane ayr1 formu tammlanmistir. Bunlar
noronal, endotelyal ve induklenebilir Nitrik oksit sentetaz enzimleridir [67]. Nitrik oksit
hemostatik uyar: sonrasi néronlardan, endotel hiicrelerinden, trombositlerden ve notrofillerden
cok az miktarda salgilanirlar [68,69]. Salgilanan Nitrik oksit hizli bir sekilde temizlenirken
(yarilanma omri= 4 saniye) parakrin etki gosterir. Nitrik oksit guanilat siklaz enziminin
prostetik heme grubuna etki ederek enzimi aktifler ve cGMP 1n seviyesini artirir. Nitrik oksit,
mitojenik veya enflammatuar bir uyar1 oldugu zaman makrofgj, fibroblast ve hepatosit gibi
diger hiicrelerden de mikromolar konsantrasyonlarda sentezlenir. Bu durumda sentezin amaci
patojenlere kars1 oksidatif toksisite araciligr ile organizmay: savunmaktir. Ancak bu yuksek
nitrik oksit konsantrasyonlar: peroksinitrit olusumuna, demir-stlfir kiimelerinin yikilmasina,
tiollerin  (SH) ve proteinlerin tirozin rezidulerinin nitrojenlenmesine yol agmaktadir. Bu
nedenle degisik biyolojik sistemlerde sentezlenen nitrik oksit miktar: ve kimyasal reaktiviteleri
cok farkli olmaktadir. Nitrik oksidin in-vivo en son truni nitrit (NOy) ve nitrattir (NOg). Nitrit
ve Nitratin birbirine oram ¢ok degiskendir ve hichir zaman tam olarak belirlenemez. Bu
nedenle total nitrik oksit Uretimini gostermek igin en uygun yol nitrit ve nitrat toplamin
Olgmektir [67].
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5.GEREC VE YONTEMLER

Bu prospektif calisma Agustos 2007 ile Ekim 2007 tarihleri arsinda Dokuz Eylil
Universites Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali, IVF Merkezinde IVF/ICSI
uygulanan hastalardan elde edilen follikuler sivilarda gerceklestirildi. Calisma Universite etik
kurulu onayr alindiktan sonra basladi. Hastalar yazili ve sozli onam alindiktan sonra
calismaya katildilar.

Calisma tubal faktor, erkek faktodr, endometriosis, anovulatuar durumlar, PCOS, ileri
kadin yas1 ve agiklanamayan infertilite nedenleri ile klinigimize IVF/ICSI igin basvuran
hastalardan elde edilen follikul sivilarinda gergeklestirildi. Yan tutuculugu onleyebilmek igin
ayn klinisyen tarafindan takip edilen 85 hasta ile ¢alismaya baslandi ancak ¢esitli nedenlerle
dokuz hasta ¢ikarildiktan sonra kalan 76 hasta ile ¢alismaya devam edildi.

5.1.0varyan Stimulasyon Protokolu

Calismaya katilan 76 hastadan gerekli gorulen hastalara (n=42) GnRH anologu (Lucrin;
Abbot, Turkiye / Suprefact; Sanofi Aventis, Turkiye) ile bir 6nceki siklusun luteal fazinin
ortasindan baslayarak uzun protokol ile hipofizer down regulasyon yapildi. Optimum down
regulasyon sagladiktan sonra bireysellestirilmis dozlarda rekombinant FSH (Gonal-F, Serona,
Turkiye/Puregon; Organon, Turkiye) veya Human menopozal gonadotropin (Menogon;
Erkim, Tarkiye/ Menopur; Erkim, Tirkiye) ile indiksiyon baslandi. Analog kullamlimayan
hastalara (n=34) gonadotropin tedavisi basladiktan bes ile alti giin sonra GnRH antagonist
(Orgalutron; Organon, Turkiye/ Cetrotide; Serona, Turkiye) tedavisi eklenerek eksojen
gonadotropin uyarisina devam edildi. Folliktler buylime diizenli olarak ultrason élctimleri ile
takip edildi. En az iki folliktl ¢ap: 18 mm olunca 10.000 U Human koryonik gonadotropin
(Pregnyl, Organon, Turkiye) uygulandh.

5.2.00sit ve Follikiiler Sivi Toplama Islemi
Oosit toplama islemi hCG yapildiktan ortalama 36 saat sonra gerceklestirildi. Oosit

toplama oncesi hastalardan idrarlarim yapmalar: istendi. Hastalara intraventz sedasyon igin
midazolam (dormicum ampul 5mg/5ml, Roche, Turkiye) 0,02mg/kg, fentanyl (fentanyl citrate
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ampul, Abbot, Turkiye) 1mcg/kg ve propofol (propofol flakon 500mg/ml, Abbot, Tirkiye)
Img/kg dozlarinda kullanildi. Oosit toplama islemi 6ncesi vajen steril salin solisyonuyla
yikandi. Steril bir kilif igindeki transvajinal USG probu (7,5 MHZ Endovaginal Probe,
Siemens, Japonya) ve beraberinde tutturulmus aspirasyon ignesi (Gynetics, Hamont-Archel,
Belcgika) overleri gormek ve follikulleri aspire etmek icin kullanildi. Calismaya dahil edilen
hastalardan alinan folliktler sivilar, 16 G'lik igneler ile 15-20 mm biyukltgtndeki ve proba
en yakin follikullere keskin olarak girildikten sonra, 125 mmHg vakum basincinda aspire
edilerek elde edildi. Her bir folliktl ayr1 ayr1 aspire edildi. Her aspirasyondan sonra bir
sonraki follikul sivisinin kontaminasyonunu 6nlemek icin set temizlendi ve yeni toplama tipt
kullanildi. Her bir hastadan calisma icin 1-5 arast follikul aspire edildi. Her follikilden
ortalama 2—7 ml sivi alindi. Calismaiicin yapilan follikul aspirasyon isleminden sonra standart
yontemlerle hastanin yumurta toplama islemi tamamland:. Y ikama sivisi ve kan ile kontamine
olmus follikdl sivilart ve oositleri ¢alismaya dahil edilmedi. Aspire edilen her follikil sivist
60x15 mm’lik polisteren diglere (BD Falcon 60x15mm petri dish, Biosciences, ABD) ayri
ayr1 kondu. Tek oosit elde edilen sivi, igerisindeki oosit alindiktan sonra steril pipetle ayri
steril, apirojen, polipropilen konik tabanli 15 ml hacimli tlplere (BD Falcon, Biosciences,
ABD) kondu. Almnan follikdl sivi 6rnegi, debrisi ve granuloza hticrelerini uzaklastirmak igin,
2000 devir/dk hizda, 4°C de, 10 dakika setriflij edildi. Stpernatant 4 ayr1 steril polipropilen
tupe en az 0,4 ml sivi igerecek sekilde her bir follikdl igin ayr1 steril pipet kullamlarak esit
miktarlarda boltindl. Materyaller -80°C’ de analiz giintine kadar sakland:.

5.3.0osditlerin Elde Edilmesi, Takibi, Morfolojik Degerlendirilmes veICS

Aspirasyon iglemi ile tip igerisine alinan her bir follikil sivisi, laminar flow kabinin
icerisindeki petri tabaklarina (BD Falcon, 353003 (100x 20 mm, Biosciences) dokulip ve
stereo-mikroskop altinda oositler bulundu. Yumurta toplam gini hazirlanan Falcon 353037
(60x15 mm ) center well dish disina 2 mit i¢ kismina 1 ml HEPES ile desteklenmis Quinn’'s
Advantage medyum (SAGE Biopharma, Bedminster, NJ, ABD) konularak hazirlanan tabagin
disinda yikanmip bulunan oositler Pasteur pipet yardimi ile igine alindi. Yumurta toplama
bittikten sonra toplanan oositler OPU’ dan bir giin 6énce hazirlanan Quinn's Advantage Protein
Plus Fertilization (HTF) Medyumlu tabaga (NUNC four well dish,176740, Thermo Fisher
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Scientic, ABD) aktarildi ve bu tabakta 24 saat inkibe edilerek ICSI zamamna kadar
bekletildiler.

Follikullerden calismaicin elde edilen oositler ICSI islemi dncesi mekanik ve kimyasal
olarak dente edildikten sonra invert mikroskopla (Olympos 1X70, Olympos, Viyana,
Avusturya) morfolojik olarak degerlendirildi. Nukleer maturasyonlarina gore oositler ¢
gruba ayrildi. Grup 1; mattr, metafaz 11 (MI1) oostler, Grup 2; immatir, metafaz | (M) veya
germinal vezikil (GV) olan oostler, Grup 3; dejenere olan oostler olarak belirlendi.
Sitoplazmik maturasyonlarina gére oositler iki gruba ayrildi. Grup 1; sitoplazmasi normal
yani seffaf olanlar, Grup 2; sitoplazmasi granuler, koyu graniler, vokual ve/veya refraktil
cisim igeren oositler olarak belirlendi.

Oosit toplama isleminden sonra hastalarin eslerinden mastirbasyon ile semen 6rnegi
alindi. Bu semen drneginde sperm bulunamayan erkeklere TESE uygulandi. Spermler swim
up ve yogunluk gradiyenti santrifugasyon yontemi ile hazirlandi. Ayrilan spermler
kapasitasyon amaciyla 0,54 saat protein iceren mediumda ( Quin’s Sperm Washing Medium,
Sage Media, A.B.D) 37 °C'de, %5'lik karbon dioksitli ve %98'lik nemli ortamda
inkubasyona (Heraus inkubator, Almanya) birakildi. Mikroenjeksiyon prosediri Van
Steirteghem ve ark. tanimlamalarina gore yapildi [ 70].

5.4.Fertilizasyon, Klivaj ve Embriyo K alites

Fertilizasyon, ICSl isleminden 16-20 saat sonra mikroskop atinda iki ayri
pronukleusun gorulmesi ile tespit edildi. Oositler fertilize olmalarina gore iki gruba ayrildi
Grup 1; fertilize olanlar, Grup 2; olmayanlar olarak tamimland:.

Fertilizasyondan sonra erken bolinme (bolinmenin 24 saatten ©nce baslamasi)
durumuna gore oositler iki grupta degerlendirildi. Grup 1: erken klivaj (bolinme) olanlar,
Grup 2: erken bolinme olmayanlar olarak tanimlandi.

Klivaj 24 saat sonra degerlendirildi. Embriyolar klivaj durumlarina gore iki gruba
ayrildi. Grup 1 klivaj olanlar, Grup 2 klivaj olmayanlar olarak tanimland:.

Embriyo transferi ICSI isleminden yaklasik 48—72 saat sonra yapildi. Transfer gunu
embriyolar kalitelerine gore derecelendirildi. Embriyo kalitesi; hicre sayisi, simetri,
blastomerlerin sekli, perivitellin araliktaki sitoplazmik fragmantasyonlarin biyukluglt ve
klivaj oram dahil edilerek morfolojik Ozelliklere dayanarak modifiye Veeck kistaslar
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kullanilarak hesaplandh [71]. Grade 1 embriyo (en Ust kalite embriyo); blastomerler yuvarlak
ve esit blyUklikte, % O fragmantasyon, grade 2 embriyo; blastomerler yuvarlak ve esit
blyuklUkte %0-25 arasi fragmantasyon, grade 3 embriyo; blastomerler esit blyUklUkte degil
ve %25-50 arasi fragmantasyon, grade 4 embriyo; blastomerler esit blyiklikte veya degil
ancak > %50 fragmantasyon oram olarak tammland: [71]. Kalitelerine gore degerlendirilen
embriyolar iki gruba ayrildi. Grup 1: grade 1 (en st kalite embriyolar), Grup 2: grade 2, grade
3 ve grade 4 embriyolar olarak tanimlandi.

Embriyo transferi dncesinde vajen steril salin sollsyonuyla yikandi. Transabdominal
ultrasonografi (Sonoline Adara, Siemens, Almanya) rehberliginde transfer kateterinin
(Wallace, Smiths, ingiltere Labotect, Almanya) ucu fundusa dokunmadan yaklasik 0,5-1 cm
atinda iken midkaviteye embryo transferi yapildi. Transfer kateterinde embriyo kalip
kalmadig: kontrol edildikten sonra isleme son verildi. Hasta embriyo transferi sonrasi 30dk
istirahat ettikten sonra taburcu edildi. Luteal faz destegi dogal progesteron (Progestan
kapsil,100mg, Kogak, Turkiye) 600 mg/gun, intravaginal uygulama ile sagland.
Biyokimyasal gebelik embriyo transferi sonrasi 14. giinde serum -hCG 6l¢uimi >25 miU/ml
ise ve klinik gebelik embriyo transferinden ti¢ hafta sonra transvaginal USG’ de bir veya daha
fazla gebelik kesesi gorilmesi ile tamndi.

5.5.0ksidatif Stres Belirteclerinin Olglilmes

5.5.1.Malondialdehit

Follikal sivilarindaki malondialdehit MDA kiti (MDA-586, Biotech, OxisResearch,
Portland, ABD) kullamlarak 6lguldu.

Yontemin Prensibi

Y énteminin prensibi MDA'nin 45°C'de kromojenik N-metil-2-fenilindol (NMPI) ile
reaksiyon vermesi temeline dayanir. Reaksiyon sonucunda 586 nm'de maksimum absorbans
veren karbosiyanin bilesigi meydana gelmektedir (Sekil-X). 4-hidroksialkalenallerin (HNE)
resksiyonunun engellenebilmesi icin reaksiyon hidroklorik asiti (HCL) ortamda
gerceklestirildi ve ortama antioksidan ilave edilmedi. Bu kosullar altinda HNE'nin 586 nm'de
verdigi absorbans minimize edilmis oldu. Antioksidan Probukol (Probucol) ve HCI kit ile
beraber verilmektedir. MDA-586 yonteminde kit ile beraber verilen MDA standartlar:
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kullanilarak bir kalibrasyon egrisi gizildi. Folliktler sivimn MDA igerigi, 586 nm'de verdigi
absorbans ve cizilen standart grafiginden yararlanilarak hesapland:.

Sekil-X: MDA'mn N-metil-2-fenilindol ile reaksiyon vermesi sonucu karbosiyanin bilesigi

olusumu
] [0 ] ' = - =
B | — I f
Sy 1 A N H
| 'T; i 'i’ ¢' -I-._I .:':
Malondialdehit Ha Ty oAy
(MDA) NMPI Karbaosiyanin Boyas!

Reaktifler ve On Hazrl:klar

Resaktif 1 (R1): Asetonitril igerisinde n-metil-2-fenilindol (3 x 18 mL).Deneme 6ncesinde R1
reaktifinin igerigi (18 mL) Uzerine 6 mL %100 etanol eklenerek seyreltilmis R1 reaktifi elde
edildi. Bu ¢ozelti +4C'de iki gun kararlidir.

Resaktif 2 (R2): yogunlastirilmig hidroklorik asit (1 x 16,5 mL)

MDA standardi: Tris-HCI igerisinde 1.1.3.3-tetrametoksipropan (TMOP) (1 x 1,1 mL)

Bditile hidroksitoluen (BHT): Asetonitril igerisinde BHT (1 x 2 mL)

Probukol: Metanol icerisinde Probukol (1 x 1,1 mL)

Metanol: Metanol (1 x 30 mL)

Tum reaktifler kullamlmadiklar: zamanlarda +4C'de saklandi

MDA Olcimi

MDA Standart Grafiginin Cizilmesi

MDA standardi 10mM’'lik stok ¢ozelti halinde kit ile birlikte verilmektedir. Stok
cOzeltiden ve saf sudan asagidaki cizelgede belirtilen miktarlarda alinarak belirtilen
konsantrasyonlardaki standartlar hazirlandi (Cizelge-l). Belirtilen son konsantrasyon
reaksiyon ortamindaki 1000uL igerisinde MDA konsantrasyonu gostermektedir.

Cizelge-I: MDA-586 standart egrisini gizmek igin dnerilen miktarlar

20 uM Standartin hacmi,pl 0 25 50 | 100 | 150 | 200
Su hacmi, pl 200 175 150 | 100 | 50 0
Son konsantrasyon, UM 0 0,5 10 | 20 | 30 | 40
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Denemenin Gergeklestirilmes

TUm deney tuplerine 10 pl probukol ilave edildi. Tuplere 200'er pl drnek ya da
standartlardan ilave edildi. TUplere 640ar pl seyreltilmis R1 reaktifi ilave edildi. Tum tUpler
vortekdendi. Tuplere 150'ser pl R2 reaktifi ilave edildi. Tuplerin agizlart kapatilip
vortekdendi. Tupler 45°C'de 60 dakika inkiibasyona birakildh. TUpler 10000 x g'de 10 dakika
santrifijlenerek berrak bir slpernatan elde edildi. Berrak sipernatan temiz bir kivete
aktarilarak 586 nm'de okuma gerceklestirildi.

Hesaplamalar

Standartlardan elde edilen verilerden yararlamlarak konsantrasyonlara karsi elde
edilen ortalama absorbanslar grafige gecirildi. Elde edilen grafigin egimi ve kesisim noktasi
belirlendi (Absorbans=ax [MDA] + b). Asagidaki formilden yararlanilarak her bir 6rnegin
MDA konsantrasyonu belirlendi.

A568 : Her bir 6rnek icin elde edilen ortalama absorbans
a . Standart grafiginden elde edilen egim

b . Standart grafiginden elde edilen kesisim noktas
[MDA]: MDA konsantrasyonu

df : Seyreltme faktori

[MDA] ={(A568 - b) / a} x df

5.5.2. Protein Karbonil
Yontemin Prensibi

Protein preparatlarindaki karbonil miktarimin belirlenmesi icin ¢esitli yaklasimlar
mevcuttur. En guvenilir yontem ise 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH) ile protein karbonilleri
arasinda meydana gelen reaksiyona dayanmaktadir. 2,4-dinitrofenilhidrazin proteinin karbonil
grubu ile etkileserek schiff bazi olusturmaktadir ve sonucta spektrofotometrik olarak
belirlenebilen hidrazon trunt elde edilmektedir (Sekil-X1).
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Sekil-XI: 2,4-dinitrofenilhidrazin ile proteinin karbonil grubunun tepkimesinden olusan
hidrazon Urint

Hidrazon Ur tnu

O.M
R
I —
Protein*"C=—0 + HENNH%\ /J MNOs
l g

O=MN,
R

| —
PrDtein*C:NNH—Q\—/ NO; + HO

Calismamizda Protein karbonil belirleme kiti (Protein Carbonyl Assay Kit 10005020,
Cayman Chemicals, Michigan, ABD) kullanildi. Plazmada, serumda, hiicre lizatlarinda ya da
doku homojenatlarinda giivenilir 96 kuyucuklu plate formatinda protein karbonil 6lgimi igin
DNPH'dan yararlanmaktadir. Olusan protein-hidrazon 360-380 nm arasinda maksimum
absorbans vermektedir ve miktar1 spektrofotometrik olgtim ile belirlenebilir.

On Hazrliklar

1. Hidroklorik Asit:
Bu vial 12 M HCI icermektedir. Vial icerigi yavasca 40 mL HPLC-derecesinde saf
suyailave edilerek 2,5 M HCI ¢ozeltisi elde edildi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakligindaen az 3

ay kararlidir.
2. DNPH:

Bu vial 2,4-dinitrofenilhidrazin igermektedir. Vial igerigi 10 mL 2,5 M HCI igerisinde
¢Ozildi. Hazirlanan ¢ozelti +4°Cde en az bir hafta kararlidir. Cozelti dondurulmamalidir ve
karanlikta saklanmalidir.

3. TCA cOzeltisi:

Buvial 2 g/mL trikloroasetikasit ¢ozeltisi icermektedir. Yavasga 12 mL TCA ¢Ozeltisi
108 mL HPL C-derecesinde saf suya ilave edilir ve %20lik TCA c¢ozeltisi elde edilmis olur.
%20lik TCA c¢oOzeltisinden 40 mL alinip UGzerine 40 mL HPLC-derecesinde saf su ilave
edildiginde %10luk TCA c¢ozeltisi elde edilir. Her iki ¢ozelti de oda sicakliginda bir hafta
kararli durumda kalmaktadir.

4. Guanidin Hidroklorid:
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Bu vial kullanima hazir Guanidin Hidroklorid ¢ozeltisi icermektedir.
5. Etanol

Bu vial kullanima hazir etanol igermektedir.
6. Etil Asetat

Her bir vial 30 mL etil asetat icermektedir. 30 mL etil asetata 30 mL etanol ilave
edilerek 1:1 etanol: etil asetat elde edilir.

Ornek hazrligi

Toplanan ornekler 700-1000 x g'de +4Cde 10 dakika santrifijlendi ve denemeye
kadar -80°C de saklandi. Ornekler bu halde en az bir ay kararhidir. Deneme oncesinde
ornekler buz tzerinde tutuldu.

Karbonil Olgiimii

Tdm kuyucuklardaki son hacim 220 pl'dir. Calismanmin baslangicinda 6rnekler
digindaki tim reaktifler oda sicakligina getirildi. Her bir ornekten 200'er pl alinarak iki adet
2,0 mL’lik plastik tlpe aktarildi. TUplerden biri "6rnek" digeri "kontrol" olarak isaretlendi.
Ornek tiiplerine 800 uL DNPH, kontrol tiiplerine ise 800 uL 2,5 M HCI gozeltisi eklendi. Tim
tipler karanlikta, oda sicakliginda 1 saat inkiibe edilir. inkiibasyon sirasinda tim tupler her 15
dakikada bir vortekslenerek karistirildh. Tuplere 1er mL %20lik TCA ¢ozeltisinden eklendi ve
tupler vortekslenerek karistirildi. TUpler buz Uzerine yerlestirilir ve 15 dakika inkiibe edildi.
TUpler 10000 x g'de +4Cde 10 dakika santrifjlendi. Stpernatant atilir ve pellet 1 mL %210luk
TCA c¢Ozeltisi icinde stspanse edildi. TUpler vortekslenerek karistirildi ve buz Uzerine
yerlestirildi ve 5 dakika inkiibe edildi. TUpler 10000 x g'de +4Cde 10 dakika santrifiijlendi.
SUpernatant atilir ve pellet 1 mL 1:1 etanol: etil asetat karisimi icerisinde siispanse edildi.
Slspansiyon asamasinda spatil gibi manuel bir karistirict kullanilabilir. Tlpler vortekslendi
ve 10000 x g'de +4°Cde 10 dakika santriftjjlendi. Bir 6nceki basamak iki kez daha tekrar
edildi. Son yikamadan sonra protein pelletleri 500er uL guanidin hidroklorid ¢ozeltisi
icerisinde slispanse edilir ve vorteksenerek karistirildi. Tlpler 10000 x g'de +4°C'de 10
dakika santrifijlendi. Her bir "0rnek" tlUpinden 220ser uL 96 kuyucuklu pleytin ikiser
kuyucuguna pipetlendi. Her bir "kontrol" tUptnden 220ser uL 96 kuyucuklu pleytin ikiser
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kuyucuguna pipetlendi.. Ornek ve kontrollerin absorbanslari 360 nm'de spektrofotometrik
olarak dl¢ulda.

Hesaplamalar

Her bir 6rnek ve kontrol i¢in ortalama absorbans hesaplandi. Her bir drnegin ortalama
absorbansindan o 6rnege ait kontroliin ortalama absorbansi ¢ikartildi. Elde edilen absorbans
dogrulanmis absorbanst: (CA). Proteinlerin karbonil icerikleri asagidaki formul kullanilarak
hesapland.

Protein Karbonil (nmol/ml) =[(CA)/(0,011 pM™)] (500 pil/200pl)
Dinitrofenilhidrazinin tilkkenme sabiti = (0-022 pM-tem™1) dir, Yukaridaki deger 96 well

kuyucuklarindaki sivi yuksekligine gore bu degerin kullanilmasiyla elde edilmistir

5.5.3. Nitrik Oksit

Yontemin Prensibi

Calismada nitrat/nitrit belirleme kiti (Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit 780001,
Cayman Chemical, Michigan, ABD) kullanldi. Y6ntemde toplam nitrat/nitrit iki basamakl
bir yontem ile saglanmaktadir. ilk basamak, nitrat redilktaz araciligi ile nitrat'in nitrit'e
indirgenmesidir. ikinci basamakta ise Griess Reaktifinin eklenmesi ile nitrit koyu mor azo
turevine donustaraltr (Sekil XIl). Bu azo kromoforunun 540 nm'de fotometrik absorbans
Olcima, nitrit konsantrasyonunun dogru olarak belirlenmesini saglamaktadir.
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Sekil-X11: Nitratin Azo tirevine donusturtldigi iki basamakli mekanizma
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1. Calisma Tamponu :Vial icerigi 100 mL ultra-saf su icerisinde ¢ozuldu. Bu tampon calisma

Oncesinde orneklerin seyreltilmesi icin kullanildi. Tampon +4C'de yaklasik iki ay kararlidir.

2.Nitrat Rediktaz: Vial icerigi 1,2 mL calisma tamponu icerisinde ¢ozuldi. Kullanim

sirasinda buz Uzerinde bekletildi. Kullamlmadigi zamanlarda ise -20°C'de saklamildi. Enzim

¢Ozeltisi en fazla bir kez dondurulup ¢ozildu.

3. Enzim Kofaktorleri: Vial icerigi 1,2 mL c¢alisma tamponu icgerisinde ¢ozuldi. Kullamm

sirasinda buz Uzerinde bekletildi. Kullamlmadigi zamanlarda ise -20°C'de saklanildi. Enzim

¢Ozeltisi en fazla bir kez dondurulup ¢ozildu.

4. Nitrat Standardi: Vial igerigi 1,0 mL calisma tamponu icerisinde ¢ozuldu. Tum igerigin

¢Ozuldiginden emin olunabilmesi icin yeterli miktarda karistirma ve vorteks yapild.

Standartlar kullanilmadig: zamanlarda +4°C'de saklandh.
Standartlar +4°C'de 4 ay kadar saklanabilir.



5. Nitrit Standardi: Vial igerigi 1,0 mL calisma tamponu igerisinde ¢ozuldi. Tam igerigin

¢Ozuldiginden emin olunabilmesi icin yeterli miktarda karistirma ve vorteks yapilmadi.
Kullamlmadig: zamanlarda +4°C'de saklandi. Standart +4°C'de 4 ay kadar kararlidir.

6. Griess Resktifleri R1 ve R2: Bu resktifler kullamma hazir haldedir. Reaktifler
kullamlmadiklar1 zamanlarda +4°C'de saklanch.

Ornek hazrligi

Ornekler 10 ya da 20 kDa molekiler agirlik cut-off degerine sahip filtreler kullamlarak

mikrosantrifuj ile filtrelendi.

Nitrat + Nitrit Olctimii

Nitrat Standart Grafigi

Kantitatif nitrat + nitrit 6lgimintn saglanabilmesi icin nitrat standart grafigi cizildi.
Bu amagla bir adet test tlpl icerisine 0,9 mL c¢alisma tamponu ve 0,1 mL hazirlanan nitrat
standardindan (6n hazirliklar basamak:4) ilave edildi ve karisim vortekslendi. Bu stok
standardinin konsantrasyonu 200 uM idi. Bu stok kullamlarak diger standartlar asagidaki
cizelge-11’ e gore 96 plate kuyucuklarinda hazirlandi.

Cizelge-I1: Nitrit/Nitrat standart hazirlama gizelgesi

Kuyu Nitrat standar di Assay buffer Son nitrat
(uh) () konsantrasyonu*
(M)
Al1,A2 0 80 0
B1,B2 5 75 5
C1,C2 10 70 10
D1,D2 15 65 15
E1,E2 20 60 20
F1,F2, 25 55 25
G1,G2 30 50 30
H1,H2 35 45 35

*Griess Reaktifleri eklendikten sonratoplam 200 uL hacim igin hesaplanan konsantrasyon degerleri.
Calisman:n Gerceklestirilmes
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Bu 96 kuyucuklu pleytin kor icin kullanilacak kuyucuklarina galisma tamponundan
100'er pl ilave edildi. Her bir 6rnek icin 3 adet kuyucuga 6rnek sivilarindan 80'er uL ilave
edildi Her bir kuyucuga enzim kofaktor karisimindan 10'ar pl ilave edildi. Her bir kuyucuga
nitrat rediktaz karisimindan 10'ar pl nitrat rediktaz karisimindan ilave edildi. Plate ylzeyi
koruyucu ile kaplanarak oda sicakliginda bir saat inkiibe edildi. Inkubasyonun ardindan her
bir kuyucuga 50'ser pl Griess Resktifi R1 ilave edildi. Hemen ardindan her bir kuyucuga
50ser pl Griess Reaktifi R2 ilave edildi. Renk olusumu icin oda sicakliginda 10 dakika
beklendikten sonra 540 nm'de absorbans 6lguimu yapildi.

Nitrit Olgiimi

Nitrit Standart Grafigi

Bazi substrat ve enzimlerin  kullamlmamasiyla nitrit  6lcimi  dogrudan
gerceklestirilebilir. Bu amagla 6rnek ortamindaki nitratin nitrite indirgendigi basamaklar
(nitrat rediktaz) atlanarak ortamdaki nitratin nitrite donismesi engellenir ve 6lgim sonucu
elde edilen sonug c¢oOzeltinin icerisindeki nitrit miktarint  vermektedir. Bu islemin
gerceklestirilebilmesi icin nitrit standart grafigi gizilmelidir. Bu amagla bir adet test tlpu
icerisine 0,9 mL ¢alisma tamponu ve 0,1 mL hazirlanan nitrit standardindan ilave edilir ve
karigim vortekslenir. Bu stok standardinin konsantrasyonu 200 puM'dir. Bu stok kullanilarak
diger standartlar asagidaki cizelge-111"e gore 96 plate kuyucuklarinda hazirlanir.

Cizelge-111: Nitrit konsantrasyonu belirlemek icin hazirlanan stok gizelgesi

Kuyu Nitrit standardi Assay buffer Son nitrit
(uh) () konsantrasyonu**
(M)
Al1,A2 0 100 0
B1,B2 5 95 5
C1,C2 10 90 10
D1,D2 15 85 15
E1,E2 20 80 20
F1,F2, 25 75 25
G1,G2 30 70 30
H1,H2 35 65 35

Calisma tamponu yerine ultra-saf su da kullamlabilir
**Griess Reaktifleri eklendikten sonratoplam 200 uL hacim igin hesaplanan konsantrasyon degerleri
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Caligman:n Gergeklestirilmes (96-kuyucuklu plate igin)

Kor icin kullamlacak kuyucuklara 200'er pl ¢aligma tamponundan ilave edildi. Her bir
ornek icin 3 adet kuyucuga 100'er pl 6rnek sivilarindan ilave edildi. Her bir kuyucuga 50'ser
uL Griess Resaktifi R1 ilave edildi. Hemen ardindan her bir kuyucuga 50'ser pl Griess Reaktifi
R2 ilave edildi. Renk olusumu icin oda sicakliginda 10 dakika beklendikten sonra 540 nm'de
absorbans 6lgumu yapildi.

Hesaplamalar
Kor degerlerinin gikartiimas:: Kor icin ayrilmis olan kuyucuklarin absorbans

degerlerinin ortalamalar1 alinarak elde edilen deger tim diger kuyucuklardan elde edilen
absorbans degerlerinden ¢ikartildh.

Standart Grafiklerinin Cizilmesi: Bilinen nitrat ya da nitrit konsantrasyonlarina karsi 540
nm'de oOlgllen absorbans degerleri grafige gegirildi. Nitrat grafiginin egimi toplam nitrat +
nitrit konsantrasyonunun belirlenebilmesi igin kullamlirken, nitrit grafiginin egimi sadece

nitrit miktarinin belirlenmesi igin kullanildi.

Hesaplama:

A540 = Her bir ornek icin 540 nm'de dlgilen ve kore gore diizeltilen absorbans degerlerinin
ortalamast

Egim = Standart grafiklerinden (nitrat ya da nitrit) hesaplanan egim

Ornek hacmi (O.H) = nitrit + nitrat denemesi icin 80ul, nitrit denemesi igin 100 pl

Nitrit + nitrat (uUM) = (A540/ egim) x (200 pl / O.H.) x seyreltme faktori

Nitrit (UM = (A540/ egim) x (200 pl / O.H.) x seyreltme faktorii
Nitrat (uUM) = (Nitrit + nitrat) - nitrit
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5.6.0statiksel Analiz

Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 11,0)
programi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar sunulurken ortalamalar standart hatalar: ile
birlikte verildi (Ort£SH). Calisma ve genel hasta populasyonu arasinda M|, fertilizasyon ve
Klivag] oranlar1 agisindan ve olusturulan bazi gruplar arasinda gerekli olan durumlarda farki
belirlemek Ki Kare Analizi (Yates dizeltmeli) yapilmistir. Olusturulan iki grup ortalamasi
arasinda fark olup olmadigini belirlemek igin parametrik kosullarda bagimsiz gruplarda t
Testi, non-parametrik kosullarda bagimsiz gruplarda Mann-Whitney U Testi kullanildz. ikiden
fazla bagimsiz grubun ortalamalar1 karsilastirilirken parametrik kosullarda Varyans Analizi
(One Way ANOVA), non-parametrik kosullarda Kruskal-Wallis Varyans Analizi yapildi.
Anlaml1 ¢ikan sonuclarin hangi gruptan kaynaklandigimi tespit etmek icin Varyans Analizi
kullanilan durumda Bonferroni Diizeltmeli t Testi, Kruskal-Wallis Varyans Analizi kullanilan
durumda Bonferroni Dizeltmeli Mann-Whitney U Testi yapildi. Nitrik oksit ile embriyo
kalitesi, yas ile oksidatif stres belirteg dizeyleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek igin
Pearson'un Korelasyon Analizi yapildi. Lipit peroksidasyon, NO ve protein karbonil
duzeylerinin ART sonug parametrelerini tahmin etmedeki sensitivite ve gpesifite
hesaplamalar i¢cin ROC Egrisi olusturuldu. P<0.05 istatiksel olarak anlamli kabul edildi.
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6. BULGULAR

Calisma Agustos 2007- Ekim 2007 tarihleri arasindaki hastalardan elde edilen follikdl
sivilarinda gerceklestirildi. Calismaya baslanan 85 hastadan dokuz tanesi daha sonra ¢alisma
dis1 birakildi. Bu dokuz hasta ilk tg follikultn ponksiyonundan oosit elde edilemeyip follikil
yikamast yapildig: igin ¢alisma dis1 birakildi. Dokuz hasta ¢iktiktan sonra kalan 76 hastadan
toplam 287 follikul sivisi ve oosit alindi. Ancak alinan follikdl sivilarindan toplam 38 tanesi
caisma dis1 birakildi. Nedenleri: analiz igin sivinin yetersiz olmast (n=14), kan ile
kontaminasyon (n=9), tup icinde bir onceki follikile ait oosit olmasi (n=6) ve oksidatif stres
belirteg analizinde sonu¢ vermemesi (n=9) idi. Azospermi nedeniyle TESE uygulanan 10
hastadan besinde sperm bulunamadi. Ancak bu bes hastadan elde edilen 21 oost ve ait
olduklar: follikdl sivilar: sadece oosit kalitelerinin degerlendirilmesi amaciyla kullamldi. Kalan
228 follikul sivisi ve oosit ise tim parametreler agisindan degerlendirildi.

Hastalarin ortalama yaslar1 31,8 (2044) idi. Hastalara 33'tine erkek faktdr, 20’'sine
kadin faktor, 9'ine hem kadin hem erkek faktor ve 14 tanesi de aciklanamayan infertilite
nedeniyle IVF/ICSI uyguland:.

Tablo -111: Hastalarin infertilite nedenleri, hasta sayilar1 ve ¢alismaicin alinan follikul sayilart

Endikasyonlar Hasta sayis Alinan oosit ve ait olduklari follikdl
VIS say1st

(n) (n)

PCOS 9 35
Tubal faktor 12 30
Endometriosis 3 7
Poor responder 1 2
Tleri kadin yas: 4 10

Erkek faktor 33 119
Aciklanamayan infertilite 14 46

Toplam 76 249

Calismada kullamilan follikdl sivilarimin ortalamatstandart hata ile MDA, Nitrit/Nitrat ve

protein karbonil seviyeleri Tablo-1V’te gosterilmistir.
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Tablo- 1V: Follikdl sivilarinin MDA, Nitrit/Nitrat ve protein karbonil diizeyleri

n=249 Ort +SH Sinir Deger ler
MDA (pmol/L) 5,80 0,41 0,4-40,5
Nitrit/Nitrat (NO) (nmol NO/mg protein) 44,07+0,71 9,63-71,38
Protein Karbonil (nmol/ml) 14,46+0,38 4,3044,32

-(NOY:Nitrik Oksit, (M DA):Maondialdehit

Calismaya dahil edilen 76 hastadan, ortalama 13,6+6,8 (2—33) toplam 1031 adet oosit
alindi. Bu 76 hastaya ait 1031 oositin 822 tanesi MIl oositti. Bu 822 MII oositin 60 tanesine
TESE’ de sperm bulunamayan hastalara ait oldugu icin ICS| yapilamadh. Kalan 762 MII oosite,
iki adette kulttr ortaminda MI1" e ilerleyen oositte eklenince toplamda 764 oosite ICSI yapildh.
Bu 764 oositten 604 tanes fertilize olurken toplam 575 adet embriyo elde edildi. Calisma
grubunu ise ortalama 3,3+1,2 (1-5) toplam 249 oosit ve ait olduklar1 follikul sivilart olusturdu.
Follikal sivilar1 calismaya déahil edilen 249 oositten ise 224 tanesi MII, iki tanesi de kalttr
ortaminda MlI’e ilerleyen MI idi. Bu 226 oostin 21 tanesi TESE' de sperm bulunamayan
hastalara ait oldugu icin kalan 205 oosite ICSI yapildi. Bu 205 oositin 164 tanesi fertilize olurken
toplam 155 embriyo elde edildi. Calismaya katilan 76 hastanin 70 tanesine embriyo transferi
yapildi. Embriyo transferi yapilamayan alti hastadan bes tanesi TESE'de sperm bulunamadig:
icin ICSl yapilamayan hastalardi. Bir hastada ise ICSl sonrasi embriyo elde edilemedigi igin
transfer yapilamadi. Hasta basina ortalama 3,34+1,28 (1-6) embriyo transfer edilirken genel
hasta poptilasyonunda embriyo transfer basina %50 gebelik ve % 44,3 klinik gebelik gerceklesti.

Calisma grubu (249 oosit) ve genel (1031 oosit) arasinda matir oosit oranlar: arasinda fark
tespit edilirken, calisma ya da genel hasta grubunda olma fertilizasyon ve klivgj oranlari
acisindan anlamli bir fark olusturmamaktadir. Ancak embriyo transfer giini ¢alisma grubunu ve
genel popilasyonu olusturan embriyolar karisik transfer edildigi icin transfer edilen ortalama
3,34+1,28 (1-6) embriyonun hangisinden gebelik veya gebeliklerin elde edildiginin
belirlenememesinden dolayi, calisma grubuna ait gebelik oram vermek mimkin olmamustir
(Tablo-V).
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Tablo-V: Calismagrubu ile genel hasta grubunun karsilastirilmasi

M aturasyon %
M I Diger Toplam P
Sayi | % |Sayi| % Degeri
Calisma Grubu 224 | 89,9 25 | 10,04 249
<0,001
Genel Popllasyon | 822 | 79,7 | 209 | 20,3 1031
ertilizasyon *
Var Yok Toplam VP _
Sayi | % |Sayi| % Deger|
Calisma Grubu 164 80 41 20 1205
0,894
Genel Popllasyon | 604 | 79,1 | 160 | 20,9 2764
Klivaj *p
Var Y ok Toplam ..
Sayi | % |Sayi| % Degeri
Calisma Grubu 155 | 94,5 9 55 164
0,876
Genel Popllasyon | 575 | 95,2 29 4.8 604
_,—BP-")")D""",",","",Seeee-—©tye]4isnndAiaii
**Bjyokimyasal **Klinik **Toplam
Gebelik Gebelik Gebelik
Sayr % Sayr % Sayr %
Calisma Grubu 4 5,7 31 44,3 35 50
(4/70) (3170) (35/70)
Genel Populasyon

Calisma grubunda TESE' de sperm bulunamayan hastalarin ICSI yapilmayan oositleri ¢ikaril migtir.
[(224 M11+2 M) -21 MI1 =205 MII’ e ICSI yapildi].

Genel hasta poptllasyonunda TESE' de sperm bulunamayan hastalarin ICSI yapilmayan oositleri ¢ikaril migtir
[(822 MI1+2 MII -60 M1l =764 MII" e ICSI yapildi].

*  Yates duzeltmei Ki-Kare tegti

**  Embriyo transfer basina diisen gebelik (embriyo transfer sayisi 70)

Calismada germinal vezikll ve atretik oositler (n=23) cikarildigr zaman geriye kalan 226
00sit (224 adet M11+2 adet MI) sitoplazma morfolojilerine gore degerlendirildi. Bu oositlerden
32 tanesi normal sitoplazmal1 (seffaf) (Grup 1) ve 194 tanesi anormal sitoplézmaliyd: (koyu
granuler, vakuol, refraktil cisim ve/veya granuler) (Grup 2). Her iki grup karsilastirildiginda
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normal sitoplézmali grupta anormal sitoplézmali gruba gére MDA’ min anlaml1 olarak daha

yuksek oldugu tespit edildi (Tablo-V1).

Tablo -VI: Normal ve anormal sitoplézmal1 oosit elde edilen follikuller sivilarin oksidatif stres

belirteg dizeyleri
Oksidatif Stres Guvenlik
Belirtegleri Grup1 Grup 2 P* degeri Arahg
n=226 n=32 n=194 %95
Alt Ust

Ort +SH Ort +SH Deger | Deger

MDA 9,02 +1,99 543+0,39 | P=0,004| 1,13 6,05
(umol/L)

Nitrit/Nitrat(NO) 45,26+ 2,00 44,04 £0,84 | P=0,577| —3,17 5,62

(nmol NO/mg protein)

Protein karbonil 14,11+ 3,60 15,21+ 0,64 | P=0,261| —3,02 0,83

(nmol/ml)

* 1 Tedt, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit

Nukleer morfolojik degerlendirmesi yapilan 249 oosit, nikleer maturasyonlarina gore
karsilastirildiginda mattr oositler (MI1: Grup 1) ile digerleri (MI, GV, atretik: Grup 2) arasinda
elde edildikleri follikllerin sivilarindaki oksidatif stres belirte¢ dizeyleri agisindan anlamli bir

fark olmadig: tespit edildi (Tablo- VI1).

Tablo-VI1: Oositlerin nikleer maturasyonlarina gore oksidatif stres belirteg dizeyleri

Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 P* degeri

Belirtecleri
n=249 n= 224 n=25
Ort +SH Ort +SH

MDA 5,80+ 0,43 6,26 +1,22 P=0,739
(umol/L)

Nitrit/Nitrat(NO) 44,06+ 0,74 43,69+ 2,06 P=0,874

(nmol NO/mg protein)

Protein karbonil 14,88 +0,51 13,00 +0,77 P=0,569

(nmol/ml)

* Mann -Whitney Test, (NO)=Nitrik Oksit, (M DA)=Malondialdehit

Calisma grubundaki 249 oositin 21 tanesine TESE isleminde sperm bulunamayan hastalara
ait oldugu icin ve 23 tanesine de immatir oldugu icin ICSI yapilmadi. Mikroenjeksiyon yapilan
205 oositin 164 tanesi fertilize oldu (% 80, Grup 1) ve 41 tanesi fertilize olmadi (%20, Grup 2).
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Her iki grup karsilastirildigin da fertilize olan oositlerin folliktl sivilarinda MDA dizeyinin

fertilize olmayanlara gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu tespit edildi (Tablo-V1I1)

Tablo-VII11: Fertilizasyona gore follikillerin sivilarimn oksidatif stres belirteg dizeyleri.

Oksidatif Stres Fertilizeolan| Fertilizeolmayan | P* degeri Guvenlik
Belirtegleri Arahg
n=205 n=164 n=41 %95

(%80) (%20)
Alt | Ust

Ort +SH Ort +SH Deger | Deger

MDA 6,37+0,57 3,70+0,33 P=0,022 | 0,38 | 4,94
(umol/L)

Nitrit/Nitrat 43,88+ 0,81 42,65 £2,09 P=0,58 -3,27 | 574

(nmol NO/mprotein)

Protein karbonil 14,72 +0,65 16.00 +1,26 P=0,37 -4,16 | 1,60

(nmol/ml)

*{ Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Maondialdehit

Fertilize olup bolinmeye devam eden (klivaj olan) (Grup 1) ve bolinmeye devam etmeyen
(Grup 2) embriyolarin folliktler sivilar1 karsilastirildiginda her iki grup arasinda oksidatif stres
belirtec diizeyleri agisindan anlaml1 bir fark tespit edilmemistir (Tablo 1X).

Tablo-1 X: Bolunmeye devam eden ve devam etmeyen embriyolarin ait olduklar: folliktllerin
sivilarinin oksidatif stres belirteg dizeyleri

Oksidatif Stres Grup-1 Grup-2 P* degeri
Belirtecleri
n=164 n=155 n=9
(% 94,5) (% 5,5)
Ort +SH Ort £SH
MDA 6,36 +0,60 6,31+1,75 P=0,586
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 44,12+0,82 39,79 £3,66 P=0,398
(nmol NO/mgprotein)
Protein karbonil 14,71 +0,68 14,85+1,34 P=0,498
(nmol/ml)

*Mann -Whitney Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit

Fertilize olup erken bolinmeye baslayan (24 saatten once) (Grup 1) ve erken bolinme
olmayan (Grup 2) embriyolarin follikiler sivilari karsilastirildiginda her iki grup arasinda
oksidatif stres belirteg diizeyleri agisindan anlamlt bir fark tespit edilmedi (Tablo—X).
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Tablo—X: Erken kliva) olan ve olmayan embriyolarin ait olduklar: follikullerin sivilarinin
oksidatif stres belirteg duzeyleri.

Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 P* degeri
Belirtecleri
n=155 n=22 n=133
(%14,2) (%85,8)
Ort +SH Ort +SH
MDA 5,85+ 0,87 6,45+ 0,68 P=0,561
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 42,19+1,34 44,46+0,94 P=0,168
(nmol NO/mgprotein)
Protein Karbonil 16,17+1,98 14,41+0,71 P=0,258
(nmol/ml)

*Mann —-Whitney Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit

Calismaya dahil edilen oositlerin mikroenjeksiyonu sonrasi 48. saatte, elde edilen
embriyolar kalitelerine gore gruplandirildi. Buna gore en Ust kalite (grade,1:Grup-1) ve diger alt
kalite embriyolar (grade2+3+4:Grup—2) elde edildikleri oositlerin follikuler sivilarinin oksidatif

stres belirteg diizeyleri agisindan her iki grup arasinda anlamli bir fark tespit edilmedi

(Tablo- X1).

Tablo-X1: ikinci giin embriyo kalitesine gore follikillerin sivilarimn oksidatif stres belirteg

duzeyleri
Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 P* degeri Guvenlik
Belirtegleri Arahgi
n=155 n=72 n=83 (%95
(%46,5) (%53,5) Alt Ust
deger | deger
Ort+SH Ort £SH
MDA 6,50 +0,80 6,24 +0,88 P=0,827| —2,10, 2,63
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 42,99 +1,21 45,20 +1,12 P=0,182| —5,47| 1,04
(nmol NO/mgprotein)
Protein Karbonil 15,89+1,45 13,80+ 0,43 P=0,128| —0,61| 4,79
(nmol/ml)

* 1 Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit

Calismaya dahil edilen oositlerin mikroenjeksiyonu sonrasi 72. saatte elde edilen embriyolar
elde edildikleri follikiler sivilarin, oksidatif stres belirteg duzeyleri karsilastirildi. Grup 2'de (alt
kalite, grade 2, 3, 4) Nitrit/Nitrat dizeyleri Grup 1'e gore (en Ust kalite, grade 1) anlaml1 olarak
daha yuksek oldugu tespit edildi. Protein karbonil diizeylerinin Grup 2'de Grup 1'e gore anlaml1



olarak daha dusuk oldugu bulundu (Tablo—XII). Yaptigimiz korelasyon analizinde de follikiler
sivi NO konsantrasyonu ile embriyo kalitesinin negatif korelasyon gosterdigini tespit ettik

(r =-0,273; P=0.006).

Tablo-X11: Uglincli giin embriyo kalitesine gore follikil sivilarimn oksidatif stres belirteg

diizeyleri.
Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 P* Guvenlik
Belirtegleri degeri Arahg
n=111 n=52 n=59 %95
(%46,8) (%53,1) Alt Ust
Ort+SH Ort £SH deger deger
MDA 7,02 +1,04 7,47 £1,20 P=0,780| —3,63 2,73
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 40,12 +1,49 45504121 P=0,006| —9,18 —1,54
(nmol NO/mgprotein)
Protein karbonil 16,91+ 1,85 13,45 +0,58 P=0,045| 0,08 6,84
(nmol/ml)

* 1 Tedt, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit

Folliktl sivilarim elde edildikleri hastalarin yaslarina gore 35 yas alti (Grup 1), 35 yas ve
Uzeri (Grup 2) olarak iki gruba ayrildi. Her iki grup oksidatif stres belirteg diizeyleri agisindan
karsilastirildiginda MDA konsantrasyonun 35 yas alti kadinlardan elde edilen oostlerin ait
olduklar1 folliktl sivilarinda anlamli olarak daha yiksek oldugu tespit edildi (Tablo XIlII).
Y apilan korelasyon analizinde yas ile MDA dizeyleri arasinda zayifta olsa ters bir korelasyon

(r=-0,133, P=0,049) oldugu goéruldi

Tablo -XI11: 35 yas sinir degerine gore oksidatif stres belirteg diizeyleri

Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 P* degeri Guvenlik
Belirtecleri (35yas altr) | (35yas ve Ustl) Arahg
%95
(n=249) (n=170) (n=79)
Alt | Ust
Ort +SH Ort +SH Deger | Deger
MDA 6,42 +0,57 4,64 0,36 P=0,049 0,08 | 3,47
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 44,04+0,85 43,98+1,22 P=0,969 -2,88 | 3,00
(nmol NO/mgprotein)
Protein Karbonil 14,89+0,61 14,56+0,68 P=0,332 -1,47 | 2,14
(nmol/ml)

*{ Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit
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Folliktler sivilar PCOS ' lu hastalardan elde edilenler (Grup-1, n=35), PCOS olmayan ancak
overleri polikistik gérinimde (PCO) olan (Grup 2, n=54) ve digerleri (Grup 3, n=160) olmak
Uzere U¢ gruba ayrildi. Gruplar oksidatif stres belirte¢ dizeyleri acisindan karsilastirildi.
Folliktler sivi MDA ve Nitrit/Nitrat dizeylerinin gruplar arasinda anlamli olarak farkli oldugu
tespit edildi. Malondialdehit icin yapilan varyans analizinde MDA duzeyindeki farkin PCOS
grubundan kaynaklandig: ve ikinci ve Gglincl gruba gore anlamli olarak yiksek oldugu ve ikinci
ve Uglncu gruplar arasinda fark olmadig: tespit edildi. Nitrit/Nitrat diizeyinin de PCO'’lu (Grup
2) hastalarda Uglincli gruba gore anlamli olarak yiksek fakat PCOS grubuyla anlamli bir fark
olmadig1 goruldi. Protein karbonil diizeyleri arasinda anlamli bir fark bulunmadh. (Tablo X1V).

Tablo-X1V(a): PCOS, PCO ve diger hastalarin oksidatif stres diizeyleri

Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 Grup 3 P* degeri
Belirtecleri (PCOY9) (PCO) (Diger)
(n=249) (n=35) (n=54) (n=160)
Ort+SH Ort+SH Ort+SH
MDA 10,50+1,96 4,25+0,32 5,25+0,36 P<0.001
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 44,89+1,49 49,54+1.04 41,82+0,94 | P<0.001
(nmol NO/mgprotein)
Protein Karbonil 15,89+1,62 13,65+0,67 14,99+0,61 P=0.334
(nmol/ml)

*Oneway Anova, Post Hoc Benferroni t test. (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit

Polikistik over sendromu ve PCO grubu arasinda yas, elde edilen total oosit sayilari, Mll,
fertilizasyon, klivaj, elde edilen total embriyo, transfer edilen embriyo ve gebelik oranlari
acisindan aralarinda anlamli bir fark saptanmazken (Tablo—XI1V-b) PCOS grubunda MDA
dizeyinin PCO grubuna gore anlamli olarak yiksek olmasinin PCOS'un kendi
patofizyolojisinden kaynaklandig: distnuldu.
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Tablo-X1V-(b): PCOS ve PCO gruplarimn karsilastirilmasi

PCOS PCO P Degeri
n=Hasta Sayist (n=9) (n=13)
Ort+sH Ort+H
Yas 28,56+1,41 31,77+£1,64 *P=0,365
Total Oocsit Sayist 22,11+1,72 17,90+1,71 *P=0,094
M |l Sayis 18,56+1,88 15,5+157 *P=0,748
M 11 (%) 83,89+5,97 84,31+3,80 *P=0,79%4
Fertilizasyon (%) 81,22+4,61 86,77+3,67 *P=0,297
Klivaj (%) 95,89+1,84 80,8519,18 *P=0,324
Total Embriyo Sayia 14,33+1,73 12,90+1,65 *P=0,331
Transfer Embriyo Sayis 3,00+0,24 3,92+0,37 *P=0,107
Gebdik (%) 444 61,5 **P=0,467
Gonadotropin dozu (Unite) 1539,14+69,63 2636,11+230,77 §P<0,0001

Mann -Whitney Tedt, ** Yatesdiuzeltmeli Ki-Karetesti, 8t Testi

Polikistik over sendromlu hastalardan alinan follikiler stvi MDA dizeyleri diger
folliktler sivilara gore anlamli olarak daha yuksek oldugu igin PCOS lu hastalarin follikuler
swvilar: (n=35) ¢ikarilarak kalan 214 follikul sivisi her bir hastadan elde edilen toplam oositler
Tablo-XV’de belirtilen sinir degerlere gore bes gruba ayrildi. Gruplar oksidatif stres belirteg
diizeyleri agisindan karsilastirildi. Follikiler stvi MDA ve Nitrit/Nitrat dizeylerinin gruplar
arasinda anlamli olarak farkli oldugu tespit edildi. Malondialdehit icin yapilan varyans
analizinde Grup 1 ve Grup 5 arasinda fark olmadig1 ancak Grup 1 ve Grup 5 nin Grup 2, Grup
3, Grup 4'ten anlaml1 olarak farkli oldugu gorildi (P=0,003). Nitrik oksit icin yapilan varyans
analizinde de Grup 1 ve Grup 5 arasinda fark olmadigi ancak Grup 1 ve Grup 5 nin Grup 2,
Grup 3, Grup 4'ten anlamli olarak farkli oldugu goruldi (P=0,021). Buna gore kétl cevap
veren (elde edilen oosit sayist 1-5) ve asir1 cevap veren grup (oosit sayisi 21 ve Uzeri) olarak
da tanimlayabilecegimiz gruplarda MDA dusuk iken NO yiksek oldugu bulundu. Normal
cevap veren grup olarak da tammlayabilecegimiz (elde edilen oosit sayisi 6-20) grupta ise
MDA duizeyi yuksek, NO dizeyi dustk olarak tespit edildi. Hastalara verilen gonadotropin
dozlar1 gruplara gore degerlendirildiginde kotl cevap verenlerde gonadotropin dozlarinin diger
gruplara gore anlamli oranda yuksek oldugu tespit edildi.(Tablo-XV). Yapilan korelasyon
analizinde PCOS dahil ve PCOS hari¢ gruplarin her ikisinde birden kullamlan total
gonadotropin dozlar: ile oksidatif stres belirtegleri arasinda anlamli bir korelasyon tespit
edilememistir. MDA icin (P=0,987 ), Protein karbonil i¢in (P=0,546 ) ve NO i¢in (P=0,505 ).
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Tablo-XV: PCOS disindaki hastalarda elde edilen oosit sayisi sinir degerlerine gore oksidatif stres belirteg diizeyleri

Elde edilen Eldeedilen | Oosit MDA NO Protein Gonadotropin
oosit say1s ortalama | sayis _ Karbonil Dozlari
sinir degerleri oosit (Hmol/L) (nmolNO/mgpr otein) (nmol/ml) (Unite)
say1s
Ort+SH (n) Ort+SH Ort+SH Ort+SH Ort+SH
(min-max)
Grup 1 1-5 3,53+0,22 15 3,35+0,44 45,35+2,34 13,92+1,23 5253,33+486,76
(3500-8550)
Grup 2 6-10 8,04+0,21 49 6,26+0,76 42,68+1,38 14,26+0,66 3668,46+294,45
(1000-8400)
Grup 3 11-15 12,68+0,15| 78 5,36+0,41 42,66+1,02 15,58+1,09 3140,70£178,03
(800-6675)
Grup 4 16-20 17,59+0,19 | 46 4,60+0,67 42,60+2,36 13,87+0,56 3065,98+270,48
(1500-8920)
Grup 5 21+ 25,27+0,46 | 26 3,35+0,26 50,49+1,96 14,02+0,83 2465,38+269,20
(675-4500)
Toplam 13,56+0,43 | 214 4,99+0,28 43,87%0,77 14,62+0,48 3311,51+126,47
(765-8920)
*P degeri P=0,003 P=0,021 P=0,988 P<0.001

NO:Nitrik Oksit, M DA:Malondialdehit. * Kruskal-Wallis Varyans Analizi, Bonferroni Dizeltmeli Mann-Whitney U




Tablo-VIII'den farkli olarak polikistik over sendromlu hastalardan alinan folliktler sivilar

degerlendirme dis1 birakilip, fertilize olan ve olmayan oositlerin ait olduklar: folliktler
sivilarimin oksidatif stres belirteg diizeyleri analiz edildiginde aynen PCOS dahil grupta oldugu
gibi fertilize olan grupta MDA duizeyi anlamli olarak yiiksek bulundu (Tablo XV1).

Tablo-XVI: Fertilizasyon ile follikul sivilar: oksidatif stres diizeyleri (PCOS ¢ikarilmistir)

Oksidatif Stres Fertilizeolan | Fertilizeolmayan| P* degeri Guvenlik
Belirtegleri Arahgi
(%78,8) (%21,2) %95
Alt Ust
Ort +SH Ort +SH Deger | Deger
MDA 5,24+0,35 3,69+0,34 P=0,027 | 0,18 2,93
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 43,93+ 0,88 42,34 +2,12 P=0,491 | —3,03| 6,22
(nmol NO/mgprotein)
Protein Karbonil 14,47 0,62 15,99 +1,26 P=0,285 | —4,39] 1,33
(nmol/ml)

t Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit.

Fertilizasyonu belirlemek icin MDA'min 4,39 pmol/L cut-off degeri alindiginda
sensitivite % 40, spesifite % 69, Pozitif Prediktif Deger (PPD) % 82,1 ve Negatif Prediktif
Deger (NPD) % 23,9 olarak tespit edildi (Sekil-XI11).

Sekil-XI11: Fertilizasyon ve MDA igin yapilan ROC Egrisi

1.0

Sensitivite

0,0

1- Spesifite
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Tablo X1 ve XII" den farkli olarak polikistik over sendromlu hastalarin oositlerinden
gelisen embriyolar ¢ikarilip kalan en st kalite embriyolar (Grup 1, grade 1) ile diger alt kalite
embriyolarin (Grup 2, grade 2, 3, 4) ait olduklar: folliktler karsilastirildiginda aynen PCOS
dahil grupta oldugu gibi ikinci gin embriyolarda bir fark bulunamazken, Uctncl gun
embriyolarda birinci gruptaki Nitrit/Nitrat dizeyleri ikinci gruba gore anlamli olarak dustk
bulundu (P=0,039). Protein karbonil dizeyleri ise birinci grupta anlamli olarak yuksek
bulundu. (P=0,032) (Tablo- XVI1)

Tablo-XVII: Ucglinci gin embriyo kalitesine goére oksidatif stres dizeyleri (PCOS
cikarilmistir)

Oksidatif Stres Grup 1l Grup 2 P* degeri Guvenlik
Belirtegleri Arahgi
n=93 n=43 n=50 %95
Alt Ust
Ort+SH Ort +SH Deger Deger
MDA 6,17+0,80 5,43+0,60 P=0,469 | —1,27 2,74
(umol/L)
Nitrit/Nitrat(NO) 40,85+1,79 45,62+1.40 P=0,039 | —9,30 —0,25
(nmol NO/mgprotein)
Protein Karbonil 17,94+2 31 13,58+0,63 P=0,032| 0,38 8,35
(nmol/ml)

*{ Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Maondialdehit

Uclincti giin embriyo kalitesini belirlemede PCOS disinda kalan embriyolar icin yapilan
analiz sonucu NO'in 43,06 nmol NO/mgprotein cut-off degerinde kotl kalite embriyoyu
tahmin etmedeki sensitivites % 65, spesifitess %74, PPD % 61,4 ve NPD % 62,2 olarak
bulundu. Protein karbonil icin ise iyi kalite embriyoyu tahmin etmede 13,75 nmol/ml cut-off
degerinde sensitivite %77, spesifite % 60, PPD % 54,8 ve NPD % 80,8 olarak tespit edildi
(Sekil-X1V).
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Sekil-XI1V: Embriyo kalitesi igin yapilan ROC Egrisi

Nitrik Oksit

1,0 /
d o/
Sensitivite —

17

1-Spesifite

Protein Karbonil

Calismaya katilan hastalarin follikiler sivilart embriyo transferi yapilip gebelik elde
edilenler ve embriyo transfer sonrast gebelik elde edilmeyenler olarak iki gruba ayrilip
oksidatif stres belirteg duizeyleri incelendi. Gebelik elde edilen grupta, gebelik elde edilmeyen
gruba gore MDA dizeyinin anlamli olarak yuksek oldugu, ancak NO ve protein karbonil
duzeyleri arasinda anlamli bir fark olmadig: tespit edildi (Tablo-XVI11).

Tablo-XVIIl: Hastalarin gebelik durumuna gore oksidatif stres belirteg dizeylerinin

karsilastirilmasi.

Oksidatif Stres Gebelik Var | Gebelik Yok | P* degeri Guvenlik
Belirtegleri Arahgi
**n=70 n=35 n=35 %95

Alt Ust

Ort+SH Ort +SH Deger Deger

MDA 7,18+0,79 4.70+0,60 P=0,005| 0,76 4,18
(umol/L)

Nitrit/Nitrat(NO) 43,39+1,23 44,04+0,80 P=0,658 | —3,55 2,25

(nmal
NO/mgprotein)

Protein Karbonil 15,41+0,77 14,04+0,65 P=0,175| —0,61 3,35

(nmol/ml)

* t Test, (NO):Nitrik Oksit, (M DA):Malondialdehit
** Embriyo transferi yapilan hasta sayisi
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Gebelik elde edilen grup ile gebelik elde edilmeyen gruplar yas, elde edilen total oosit
ve MII sayisi, MlI, ve klivag) oranlar1 yoninden benzerdi. Ancak gebelik gerceklesen grupta
normal sitoplazma ve fertilizasyon oranlar: ile elde edilen total embriyo sayilari fazla olsa da
muhtemelen hasta sayisinin az olmasindan dolay1 anlamlilik dizeyine ulasmadi. Gebelik
gerceklesen gruptatransfer edilen embriyo sayilar: yuksek bulundu. (Tablo-XI1X).

Tablo-X1X: Hastalarin gebelik durumuna gére 6zelliklerinin karsilastirilmasi

Gebdik Var Gebdik Yok P Degeri
(n=35) (n=35)
Ort+SH Ort+SH
Y as 32,240,81 31,3+0,98 *P=0,478
Total Oosit Sayis 13,54+1,05 12,91+1,18 *P=0,694
M Il Sayist 11,3+0,96 9,9+1,00 *P=0,318
M Il (%) 82,5+2,71 76,3£3,25 *P=0,153
En Gt kalite sitoplazma (%) 18,3 94 **P=0,07
Fertilizasyon (%) 83,9+2,51 76,7+3,42 *P=0,057
Klivaj (%) 90,77+3,72 89,3+4,36 *P=0,762
Total Ortalama Embriyo Sayis 9,00£0,94 6,97+0,80 *P=0,106
Transfer Embriyo Sayisi 3,71+0,16 2,91+0,18 *P=0,001

* tTedt, ** Yatesdlzeltmdi Ki-Karetesti
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1.TARTISMA

Kadhn infertilitesi prevalans: yasa bagimli olarak %7 ile %28 arasinda degismektedir.
Genellikle ciftlerin %84’ U korunmasiz iliski sonrast bir yil icerisinde, %92'si de iki yil
icerisinde gebe kalmaktadir. infertilitenin %40-50’si kachna bagli sebeplerden olmaktadir [8].
In vitro fertilizasyon alamnda son 25 yilda olan énemli gelismeler olmustur. Amerika Birlesik
Devletleri genelinde ART uygulamalarinda embriyo transferi bagina canli oranlart % 34' e
kadar ulagmustir. [1,2]. Yardimci Ureme tekniklerinde sonucu en ¢ok etkileyen iki faktérden
birincisi hasta yas1 digeri ise elde edilen oosit ve embriyo kalitesidir. Oosit kalitesinin
fertilizasyon hizina, embriyo kalitesine ve viabilitesine direkt olarak etki ettigi bilinmektedir
[5, 19, 72, 73]. Bu nedenle in vitro fertilizasyonda amag uygun sayida, en iyi kalite oositi elde
edip yuksek oranda fertilizasyon ve ilk G¢ bolinmeyi saglayip yine en iyi kalite embriyolar
elde ederek gebelik sansim artirmaktir.

Overdeki fagositik makrofajlarin, parenkimal steroid sentezleyen hticrelerin ve endotel
hiicrelerinin reaktif oksijen tirlerini Urettiklerinin tespit edilmesi ile oksidatif stresin over
fizyolojisinde rol aldigi gosterilmistir [18,74—76]. Reaktif oksijen turleri ve antioksidan
mekanizma arasindaki dengesizlikten kaynaklanan oksidatif stresin apoptozu uyararak
embriyo fragmantasyonuna ve embriyonun hatching hizinda azalmaya yol agtigi gosterilmistir
[77]. Fallop tuplerinde oksidatif stresin embriyoya zararl: etkilerde bulunabilmektedir [78].
Embriyonun implantasyonu endometriumdaki oksidatif stres nedeniyle olumsuz yonde
etkilenebilmektedir [79]. Oksidatif stresin luteal regresyon yaparak yetersiz luteal hormon
sentezine neden olarak gebeligin devam igin gerekli destege engel olabilecegi One
suralmuistdr [80]. Sonug olarak endometriosis, PCOS, agciklanamayan infertilite, hidrosalfinks
ve tekrarlayan gebelik kayiplar1 gibi infertilitenin diger bircok bilinen nedeninin de oksidatif
stres ile iliskili olabilecegi ileri strdlmustur [81]. Follikiler sivinin da bu slregte oositin ve
sonrasinda gelisecek embriyo kalitesini yansitan oksidatif duruma ait bir takim belirtecleri
icerebilecegi dusunulebilir.

Calismamizda OPU guni follikller sivi oksidatif stres belirteclerinin diizeyleri ile elde
edilen oositin ve sonrasinda gelisen embriyonun kalitesi, fertilizasyon, klivaj oranlar1 ve genel
hasta populasyonundaki gebelik basarisi arasindaki iliskiyi incelerken aynmt zamanda da
hastanin yasi1 ve her bir hastadan elde edilen toplam oosit sayisi ile oksidatif stres arasinda bir

iliski olup olmadigim da degerlendirdik. Calismamizda genel hasta popilasyonu ile ¢alisma
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grubunun matlr oosit oranlari agisindan farkli olmasina ragmen gruplar fertilizasyon ve klivaj
acisindan farkli degildir. Calisma grubunda matir oosit (MIl) oram genel hasta
populésyonuna gore anlamli olarak daha yuksektir. Bu durum OPU sirasinda ¢alisma grubu
icin yapilacak ilk ponksiyonun ultrason probuna en yakin, normal blyudklukteki ve normal
goranumlu follikdllere yapilmasindan ve bu folliktllerden diger follikillere gére oransal
olarak daha fazla MIl oosit elde edilmesinden kaynaklanmis olabilir. Calisma grubunda
fertilizasyon ve kliva] oranlarimin benzer olmasit ¢alisma grubunun genel hasta populésyonunu
temsil ettigini dustindurebilir.

Calismamizda ilk olarak oositlerin sitoplazmik ve nikleer maturasyonlarimn oksidatif
stres belirteg dizeyleri ile iliskisini analiz ettik. Normal sitoplézmali oositlerin follikiler
sivilarindaki MDA dizeyinin anormal sitopléazmal1 oositlerin follikller sivilarindakine gore
anlamli oranda daha yiksek oldugunu gordik (P=0,004) (Tablo-VI). Oostlerin nikleer
maturasyonlarina gore yapilan degerlendirmede ise MII (matir) ile diger (MI, germinal
vezikul ve atretik) oositlerin ait olduklar: follikuler sivilarindaki oksidatif stres belirtegleri
arasinda anlaml: bir fark tespit edilmedi (Tablo-VI1). Normal sitopldzma oositlerin follikiler
sivilarinda MDA’'nin anlaml: olarak yiiksek olmasi sitoplazma morfolojisi ile MDA min
iliskili olabilecegi kanmisint uyandirmigtir. Kaliteli oositten kaliteli embriyo gelisme oran
dolayisi ile gebelik sansi da yUksek olacagi icin elde edilecek gebelik hizi ile MDA’ nin iligkili
olabilecegi dusundlebilir. Pasgualotto ve ark IVF uygulanan 41 hastadan aldiklart 115
follikdl sivisi ve oosit Uzerinde yaptiklar: bir ¢alismada; follikuler sivi lipit peroksidasyonunu
gosteren MDA duizeyi ve total antioksidan kapasite ile oosit maturasyonu, fertilizasyon, klivaj
ve embriyo kalitesi arasinda bir korelasyon bulamamuslardir. Ancak gebelik hizi ile MDA ve
total antioksidan kapasite arasinda pozitif bir korelasyon tespit ederlerken, MDA’ nin follikdl
ici metabolik aktivitenin iyi bir belirteci olabilecegi ve bir miktarinin gebeligin olusmasi igin
gerekli oldugu sonucuna varmislardir [72]. Bizim galismamizda da gebelik ile MDA arasinda
pozitif korelasyon ortaya ¢cikmustir. Ote yanda Das ve ark tubal infertilite nedeniyle ART
uygulanan hastalarin follikller sivi lipit peroksidasyonu ile oosit kalitesi arasinda bir iligki
gosterememislerdir. Ancak calismanin tartismaya acik tarafi sadece en Ust kalite ve kaliteli
oositler degerlendirilmeye alimirken, koti kalite oositler dahil edilmemistir. Calismada;
arastrmacilar follikiler sividaki ROS duizeyinin belli bir seviyeden sonra fertilizasyonu ve
embriyo kalitesini olumsuz yonde etkiledigini ileri sirerlerken, folliktler sivi reaktif oksijen
turlerinin embriyo olusumunda ve kalitesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi sonucuna



varmglardir  [82]. Ancak bu calismada gebelik hizlari ile MDA arasindaki iliski
incelenmemistir. Lipit peroksidasyon diizeyinin gebelik hizin1 olumsuz etkiledigini savunan
yazarlar da vardir. Oral ve ark IVF uygulan 45 hastada yaptiklari bir ¢alismada gebelik hizi
ile MDA dizeyinin ters korelasyon gosterdigini bildirmislerdir [83].

Calismamizin ikinci basamaginda, elde edilen oositleri fertilize olup olmamalarina
gore degerlendirdik. Fertilize olan grubun folliktler sivilarinda fertilize olmayan grubunkine
gore nitrik oksit ve protein karbonil diizeyleri arasinda anlaml bir fark yok iken, fertilize olan
oositlerin folliktler sivilarinda MDA duizeyleri anlamli olarak yiksek bulundu (P=0,022)
(Tablo-VI11). Bu sonuglar 1s1ginda fertilize olan oositlerin folliktler sivilarinda artrusg LPO
seviyesinin iki agiklamasi olabilir. Birincisi; lipit peroksidasyonuna sebep olan oksidatif stres,
fertilizasyon icgin gereklidir ve follikul igerisindeki yapilar oksidatif stresi artirarak
fertilizasyon kabiliyetini artirmaktadirlar. ikincisi; fertilize olma kapasitesi yiiksek oositlerin
fertilizasyon Oncesinde, sirasinda veya sonrasinda gerekli hormonlarin, enzimlerin veya
genlerin sentezlenmesi, salinmasi, tekrar kullamlmas: veya depolanmas: gibi ihtiyaglarinin
artacagi agiktir. Bu durumun follikdl igindeki enerji gereksinimini artrmast kagimlmazdir.
Hucrede reaktif oksijen turlerinin ana kaynagi olan mitokondrilerin artmis enerji ihtiyacina
yonelik sayisinin ve fonksiyonun artmasimin ROS miktarinin artisina sebep olacag: ve buna
bagli olarak da lipit peroksidasyonunu yani MDA’y1 artirdigi dustndlebilir. Bu durumda
artmig oksidatif stres, fertilizasyonun fizyolojik basamaklarinda yer alan bir olay degil de,
artmis fertilizasyon kabiliyetinin bir sonucu gibi degerlendirilebilir. Bu dustnceyle paralel
olarak calismamizdaki normal sitoplazmik maturasyon goOsteren oostlerin follikiler
svilarinda MDA'min yiksek bulunmasim aynt mantikla agiklayabiliriz. Ancak bizim
gorisuimiziu desteklemeyen veya tam tersini savunan ¢alismalar da vardir. Jozwik, Attaran
ve Pasgqualotto yaptiklar: calismalarda fertilizasyon ile folliktler sivi lipit peroksidasyonu
arasinda bir korelasyon bulamamuslardir [18,19,72]. Oyawoye, Paszkowski ve Das ise
calismalarinda follikuler sividaki yiksek ROS dizeyinin disik fertilizasyon oranina neden
oldugunu 6ne sirmuglerdir [5, 12, 82]. Buitun bu ¢alismalar incelendiginde hasta gruplarinin
birbiri ile aym olmadig: gibi bazilarimn aralarinda gok fark oldugu da goralmektedir. Bunun
yaninda kullandiklar: yontemler de birbirinden ¢ok farklidir. Bu nedenle elde edilen
sonuglarin degerlendirilmesinde farklar olmasi kagimimazdir. Oosit maturasyonun ve
fertilizasyonun oksidatif stres ile iligkisini degerlendirmek igin homojen ve genis hasta
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gruplarinda guvenilirligi  kamtlanmis aym zamanda standart yontemlerle yapilacak
calismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda tglincli basamakta yapilan genel degerlendirmede fertilizasyon sonrasi
erken klivaj ve klivaj olan ile olmayan, en Ust kalite ve diger alt kalite embriyo gelisen
oositlerin ait olduklar: follikller sivilarinin, oksidatif stres belirteg diizeylerini karsilastirdik.
Y aptigimiz analiz sonucunda MDA, NO ve protein karbonil ile klivaj (Tablo-1X), erken klivaj
(Tablo-X) ve ikinci gin embriyo kaliteleri (Tablo-X1) arasinda anlamli bir fark tespit
edilmedi. Ancak Uclincti gun grade 11, 111 ve IV embriyolarin olusturdugu alt kalite grupta, en
Ust kalite (grade I) embriyolarin olusturdugu gruba gore NO seviyelerinin anlamli olarak
yuksek (P=0,006), protein karbonil seviyelerinin anlamli olarak distk oldugunu tespit ettik
(P=0,045). Malondialdehit dizeyleri arasinda ise bir fark bulunmad: (Tablo-XIl). lyi
kalitedeki embriyolarin gebelik hizimi artiracag: igin embriyo gelisimine etki eden faktorler
IVF uygulamasinda son derece 6nemlidir. Oksidatif stresin, bircok mekanizmann rol aldig:
bir siregte embriyo gelisimi Uzerine olumsuz etkilerinin oldugunu 6ne siren calismalar
vardir. Bu calismalarda oksidatif stresin, mitokondrial degisiklikler [84], artmug lipit
peroksidasyonu ile blastomer bdlinmesinde duraksama [85,86] ve adenozin trifosfat
dizeyinde azalma yaparak [87], aymi zamanda apoptoza yol acarak [88,89] embriyo
gelisimine olumsuz etkilerde bulundugu 6ne strdlmustir. Oosit sperm ile fertilize olduktan
sonra Uglncu bolunmeye kadar yaklasik 48 saat boyunca maternal mRNA etkisi ile protein
sentezi gergeklesmektedir. Bundan sonraki asamalar embriyonik genom aktivasyonu ile
olmaktadir [29]. Bu nedenle follikdl igerisindeki oksidatif stres durumunun ve hangi
mekanizmanin gelisecek embriyoyu nasil ve ne yonde etkileyecegi ¢cok karmasik bir olaydir.
Yine de follikil sivisindan elde edilecek oksidatif stres belirtegleri ile ilgi bilgi oosittin
boltinmesi, gelisecek embriyonun kalitesi ve gebelik hizi hakkinda bize dnceden ipucu
verebilir. Bu konuda karsit gorusleri savunan calismalar bulunmaktadir. Calismamizda ortaya
¢ikan lipit peroksidasyonunun klivaj ve ikinci giin embriyo kalitesi ile anlamli bir iligkisinin
olmadig1r sonucumuzu destekleyen Pasqualotto ve ark, LPO ile klivaj ve embriyo kalitesi
arasinda bir korelasyon bulamamiglardir [72]. Attaran ve ark calismalarinda follikiler sivi
ROS seviyelerinin gebelik elde edilen oositlerin follikil sivilarinda daha yiksek oldugunu
bulmuslardir ve follikiler sivi ROS dizeylerinin 6zellikle dusik konsantrasyonda oldugu
durumlarda IVF basarisint tahmin etmede kullanilabilecegini 6ne sirmislerdir [19]. Wiener -

Megnazi ve ark gebelik olusmast icin follikller sivi oksidatif stresin belli esik degerleri
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arasinda olmasi gerektigini 6ne sirmislerdir [7]. Jozwik ve ark ise follikiler sividaki
oksidatif stres belirteglerinin duzeylerinin 1IVF uygulan kadinlarin gebelik sonuclari ile
korelasyon gostermedigini One surmuslerdir [18].

Oksidatif stresin bir diger mekanizmasi da protein oksidasyonudur. Proteinlerin
ROSun ilk ve ana hedefi oldugu ve biyolojik sisstemde ROSun 6ncelikle protein
oksidasyonuna yol acarak protein karbonil olusumuna neden oldugu bircok calisma ile
gosterilmistir [62—64]. Fakat IVF sikluslarinda follikiler sivi protein karbonil diizeyi ve IVF
sonug parametreleri  arasindaki iliskiyi inceleyen bir c¢aligma yoktur. Calismamizda
fertilizasyon sonrast Uguinctl gunde en st kalitede embriyo elde edilen oositlerin ait olduklar:
folliktl sivilarindaki protein karbonil diizeylerinin diger alt kalitede embriyo elde edilenlere
gore anlaml1 derecede yuksek protein karbonil igerdigini tespit ettik (P=0,045) (Tablo-XI1).
Bu sonug, daha dnce elde ettigimiz; normal sitopldzmal1 veya fertilize olan oositlerin follikdl
sivilarinda oksidatif stres belirteg diizeylerinin yiksek olmasi sonucunu destekler niteliktedir.
Bu durum yukarida 6ne stirdigimiiz gibi en Ust kalite embriyo gelisecek oositin ait oldugu
folliktler sividaki artrmis metabolik aktiviteden ya da iyi kalite embriyo gelisimi igin follikul
icerisinde protein oksidasyonunun gerekli olmasindan kaynaklaniyor olabilir. Sonug olarak iyi
kalite embriyo demek artmis gebelik sansi demek oldugu icin IVF/ICSI-ET uygulamalarinda
protein karbonil gelisecek embriyolar icin kullamsli bir belirteg olabilir.

Aerobik organizmalarda metabolik sirecin bir Urunt olarak ROS yanminda reaktif
nitrojen tarleri de Uretilmektedir. Antioksidan sistem organizmay1 ROS da oldugu gibi RNS' e
kars1 da savunmaktadir [67]. Resktif nitrojen tdrlerinden Ureme sisteminde birgok
mekanizmada rol alan nitrik oksittir. Folliktler sivi; follikller biyumeyi, maturasyonu,
ovulasyonu ve folliktl atrezisini etkileyen sitokinler ve biyume faktorleri gibi birgok
maddeyi igerir. Yakin gegmiste yapilan galismalar, follikiler sivida dnemli miktarda NO
bulundugunu [88] ve bunun da biyik kisminin granuloza hicrelerinden sentezlendigini
gosermistir [89]. Bu durumda NO’in ovaryan kan akimi, follikil buyumesi, follikdl
maturasyonu, steroid hormon sentezi veya ovulasyonda etkili oldugu dustnulebilir. Bizim
calismamizda, Uglincti giin en Ust kalite embriyo gelisen oositlerin folliktler sivilarinda NO
duzeylerini anlamli olarak dusik bulduk (P=0,006) (Tablo-XIl). Yaptigimiz analizde
folliktler sivi NO konsantrasyonu ile embriyo kalitesinin negatif korelasyon gosterdigini
tespit ettik (r=-0,273; P=0.006). Nitrik oksit ve IVF sonug parametreleri ile ilgili literatlirde
bulunan ¢ogu calismada da bizim sonuglarimizi destekleyen sonuglara ulasilmistir. Barosso
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ve ark IVF-ET uygulanan 16 hastadan elde ettikleri 55 oositi, fertilizasyon, kliva ve tgunci
gun embriyo morfolojisi agisindan degerlendirmisler ve folliktler sivi NO konsantrasyonunun
embriyo kalitesiyle negatif korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir [90]. Battaglia ve ark
ise NO'in sentezinde nitrik oksit sentetazin kullandig1 ana substrat olan L-arginin amino asidi
destegi verdikleri 16 hasta ile plasebo verdikleri 16 hastamn embriyo kalitelerini
karsilastirmiglar ve aynen bizim sonuglarimiz gibi folliktler sivi NO konsantrasyonu ile
embriyo kalitesinin ters korelasyon gosterdigini bulmuslardir (r=-0,609; P=0.021). L-arjinin
desteginden dolay: artrmig NO konsantrasyonunun embriyo kalitesi ve gebelik hizi Uzerine
olumsuz etkilerinin olabilecegi sonucuna varmislardir [91]. Bedaiwy ve ark follikiler sivi
NO konsantrasyonunun embriyo kalitesi ve kliva] hiz1 ile negatif korelasyon gosterdigini
rapor etmiglerdir [92]. Vignini ve ark 15 IVF-ET hastasindan 53 follikil aspire edip, elde
edilen oostlerden gelisen embriyolarin kaliteleri ile ait olduklar1 follikdllerin NO
konsantrasyonlarint analiz ettikleri ¢alismalarinda; follikiler sivi NO ile embriyo dereceleri
arasinda direkt korelasyon tespit etmislerdir (r= 0,61; P<0.001). Sonug olarak follikildeki
yuksek seviyedeki NO'in olusacak embriyo kalitesini olumsuz yonde etkiledigini ©6ne
sirmiislerdir [93]. Ote yandan M anau ve ark NO ile embriyo kalitesi arsinda bir korelasyon
bulamamiglardir [94].

Calismamizda hasta yas1 ile follikiler sivi oksidatif stres parametreleri arasindaki
iliskiyi de arastirdik. Hasta yas: ile lipit peroksidasyonunun yani MDA diizeyinin zayifta olsa
negatif korelasyon gosterdigini tespit ettik (r=-0,133 P=0,049). Hasta yasinin 35 ve lzerine
ciktiginda follikul sivist LPO diizeyinin anlamli olarak azaldigint tespit ettik (Tablo-XI11).
Calismada korelasyonun zayif cikmasi hasta gruplarinin ¢cok heterojen olmasindan
kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle homojen ve fazla sayida 6rnek iceren bir populasyon
uzerinde yapilacak benzer bir analiz daha saglikli sonuclar verebilir. Yaptigimiz ingilizce
literatr arastirmasinda bu konuyla ilgili sadece bir calismaya ulasabildik. Bu calismada
Wiener-Megnazi ve ark hasta yas1 ile serbest oksjen radikal aktivitesi arasinda negatif
korelasyonu gostermislerdir [7]. Yas artisi ile beraber follikller metabolizmanin
yavaslamasinin lipit peroksidasyonunun azalmasina neden oldugunu distinmekteyiz. Azalmis
LPO fertilizasyon ve gebelik basarisini tahmin etmede kullanilabilecek bir belirtec olabilir.
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Folliktler sivilar, PCOS'lu hastalardan elde edilenler, PCOS olmayan ancak overleri
polikistik gorinimde (PCO) olanlar ve digerleri olmak Uzere U¢ gruba ayrilip analiz
edildiginde folliktler sivi MDA ve NO duzeylerinin anlamli olarak farkli oldugu tespit ettik
(Tablo-X1V-d). Yapilan varyans analizinde PCOS grubundaki MDA dizeylerinin ikinci ve
ticlincli gruba gore anlaml olarak yiksek oldugu géruldu. ikinci ve Gglincii gruplar arasinda
ise fark olmadig: tespit edildi. Nitrik oksit diizeyi de PCO’lu (Grup 2) hastalarda tglnct
gruba gore anlamli olarak yuksekti. Ancak PCO ile PCOS grubu karsilastirildiginda NO
diizeyinin PCOS grubuna gore PCO grubunda yuiksek oldugu ancak bu yiksekligin anlamli
olmadhg: tespit edildi. Polikistik over sendromunda follikuller sivi oksidatif stres durumu
henliz acikliga kavusmus bir olay degildir ve Uzerinde neredeyse yok denecek kadar az
calisma vardir. Yaptigimiz ingilizce literatir taramasinda bu konu ile ilgili sadece bir
calismaya ulasabildik. Yildirim ve ark yaptiklari ¢alismada IVF-ET uygulan PCOS lu
hastalarin preovulatuar follikul sivilarinda lipit peroksidasyonunu arastirmiglar ve PCOS'lu
hastalarda preovulatuar follikil sivilarinda MDA duzeyinin erkek faktor nedeniyle IVF-ET
uygulanan kontrol grubu hastalarinkine gore anlamli olarak yiksek bulmuslardir. Calismada
plazma LH/FSH ve progesteron duzeylerinin follikiler sivi MDA seviyes ile pozitif
korelasyon gosterdigini tespit etmislerdir. Sonug olarak PCOS'lu hastalarin overlerindeki lipit
peroksidasyonun muhtemelen yetersiz progesteron sentezi ve yuksek plazma LH/FSH
seviyeleri ile iliskili olabilecegini ileri sirmislerdir [95]. Baska bir ¢alismada Sabuncu ve
ark PCOS'lu hastalarin eritrositlerinde oksidatif stres belirteclerini arastirmiglar ve MDA
seviyesinin PCOS ' lu hastalarda anlamli olarak yiksek, 6nemli antioksidan enzimlerden olan
slperoksit dismutaz enzim aktivitesin anlaml: olarak yuksek, glutatyon peroksidaz enzim
aktivitesinin anlamli olarak distik oldugunu bulmuslardir. Bu hastalarda ayni zamanda MDA
seviyesi ile insllin sensitivitesi arasinda da anlamli bir negatif korelasyon oldugunu tespit
etmislerdir [96]. Calismamizda PCOS ve PCO gruplar1 arasinda, oksidatif stres belirteg
diizeylerini etkileyen yas, toplanan total oosit sayisi, fertilizasyon ve gebelik parametreleri
acilarindan fark olmamasi, bize PCOS' daki lipit peroksidasyon yuksekliginin hastaligin
kendine Ozgu patofizyolojisinden kaynaklanabilecegini dustindirdu (Tablo—X1V-b). Bu
nedenle yanlis sonuglara ve yorumlara neden olmamak igin bazi analizlerde PCOS grubu
degerlendirme dis1 birakil mistir.
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Calismamizda PCOS grubunu ayr1 tutarak kontrolli ovaryan hiperstimulasyona verilen
yanitlar ile oksidatif stres belirteclerinin iligkisini de inceledik. Elde edilen oosit sayilar:
Tablo XV’ de belirtilen simir degerlere gore gruplandirildiginda, gruplar arasinda MDA
(P=0,003) ve NO (P=0.021) agisindan anlamli fark oldugunu tespit ettik. Y apilan varyans
analizinde ise kotl cevap veren ile (oosit sayisi 1-5, Grup 1) asir1 cevap veren gruplar
arasinda (oosit sayist 21 ve uzeri, Grup 5) MDA dizeyinin farkli olmacigi ancak her iki
grupta da normal cevap veren gruplara gore (oosit sayist 6-10, 11-15,16-20, Grup 2, Grup 3
ve Grup 4) MDA duzeylerinin anlamli olarak distk oldugunu ve normal cevap veren gruplar
arasinda ise fark olmadigim tespit etmistik. Nitrik oksit igin yapilan analizde ise kotl ve asir
cevap veren gruplarda NO diizeyinin normal cevap verenlere gore anlamli olarak yiksek,
kendi aralarinda ise farkli olmadigi bulunmustu. Buna gore kotu cevap veren grup ile asir
cevap veren gruplarin normal cevap veren gruplara gore lipit peroksidasyonu ve NO
acilarindan farkli davrandiklari kamsini uyandirdi. Kot cevap veren grupta lipit
peroksidasyonun dusik olmasi overin oksidatif metabolizma ile enerji Uretim kapasitesinin
muhtemelen diisuk olmasindan kaynaklanabilir. Bu hastalarda NO seviyesinin yiksek olmasi
ise ovaryan hiperstimulasyon uygulandiginda zaten simirli olan oksidatif metabolizmaya
oksijen temin etmek amaciyla overin NO artis1 ile kanlanmasim artirma gabasindan olabilir.
Asirt cevap veren hastalarda ise artan follikil sayisi ile overin enerji ihtiyacinin artacag:
aciktir. Bu durum, elde edilen oosit sayisi arttikga overde oksijen ihtiyacinin artmasina ve
vicudun bu ihtiyact karsilamakta zorlanmasi sonucu overin oksidatif enerji metabolizmasina
aternatif olan ve oksijen gerektirmeyen enerji saglama yollarina yonelme isteginden
kaynaklanmiyor olabilir. Bu sayede oksidatif metabolizma azaldikca lipit peroksidasyonunun
da azaldig1 dustnulebilir. Bu hastalardaki NO artis1 ise artmis oksijen ihtiyacim karsilamaya
yonelik overin kanlanmasim artirma c¢abalarindan olabilir. Bu nedenle induksiyon rejimleri
asirt cevaba sebep olup over metabolizmasindaki dengeyi degistirerek, gelisecek oositlerin
fertilizasyonu ve ardindan embriyoyu olumsuz yonde etkilememesi icin dikkatli bir sekilde
modifiye edilmelidirler.

Polikistik over sendromlu hastalardan alinan folliktler sivilar degerlendirme disi
birakilip, fertilize olan ve olmayan oositlerin ait olduklar: follikller sivilarimn oksidatif stres
belirteg duzeyleri analiz edildiginde aynen PCOS dahil grupta oldugu gibi fertilize olan
grupta MDA duizeyi anlamli olarak yiksek bulundu (P=0.027) (Tablo XV1). Fertilizasyon ile
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MDA vyuksekligi arasindaki bu iligkinin yukarida degindigimiz gibi artmus fertilizasyon
kabiliyetinin bir sonucu olarak artmis metabolik hizdan kaynaklandig: dustinulebilir. Lipit
peroksidasyon diizeyinin fertilizasyonu tahmin etmedeki etkinligini degerlendirmeye yonelik
olarak (Sekil-XI11) 4,39 pmol/L cut-off degeri alindiginda MDA’'nin duyarliligr dusik
olmasina ragmen PPD yuksektir. Buna gore OPU sirasinda fertilizasyonu tahmin etmede
sensitivitesi dusukte olsa kullanilabilir. Calismamizda hasta gruplarinin heterojen olmasi
MDA’ nin duyarliligindaki yetersizligin sebebi olabilir. Bu nedenle genis homojen hasta
gruplarinda yapilacak calismalaraihtiyag vardir.

Polikistik over sendromlu hastalar1 ayr1 tutup tglnct giin embriyo morfolojisine gére
yaptigimiz bir diger degerlendirmede ise alt kalite embriyo grubunda follikiler sivi NO
diizeyleri anlaml1 oranda yiksek iken (P=0,039), protein karbonil dizeyleri alt kalite embriyo
grubunda anlamli olarak distk bulunmustur (P=0,032), malondialdehit dizeyleri arasinda
anlamli bir fark yoktu (Tablo-XVII). Bu durumda NO dizeyindeki artisin embriyo
morfolojisini olumsuz yonde etkiledigini sdyleyebiliriz. Ureme fizyolojisinde degisik
fonksiyonlar1 oldugu dustnulen NO dizeylerinin gelisecek embriyo kalitesini olumsuz
etkileyecek patolojik seviyelere ulasmasina ne sebep olmaktadir? Nitrik oksidin
follikiilogenezde buylume ve proliferasyon Gzerinde promitojenik ve antimitojenik etkilerinin
yaninda, anjiyogenetik ve vazodilator etkilerinin de oldugu gosterilmistir [43, 97-99]. Baz1
yazarlar NO'in hipoksi belirteci oldugunu savunmaktadirlar [43, 92, 97]. Bu nedenle overde
hipoksiye neden olacak vazooklizyon ve diger bazi damarsal olaylar veya overin asiri
blyimesine neden olan folliktl hacimlerinin ve sayisinin artisina bagli artmus kanlanma
ihtiyact goreceli hipoksi yaparak NO sentezinin asir1 artmasina neden olabilir. Bu nedenle
IVF uygulamalarinda patolojik seviyede NO artisina neden olan overin asirt blydmesini
engellemeye yonelik olarak sadece PCOS veya PCO’lu hastalarda degil bitin IVF/ICSI
uygulanacak hastalarda kontrollli over stimulasyon yaparken asir1 cevaptan kaginmak yararl
olacaktir. Bu amagla tedavi rejimlerinin modifiye edilmesi uygun durmaktadir. Lubna ve ark
yaptiklar1  retrospektif bir c¢alismada agresif kontrolli ovaryan hiperstimulasyon
uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli derecede siklus iptalini engelledigini, ancak
gonadotropinlerin asirt kullamminin klinik gebelik ve canli dogum olasiligin istatiksel olarak
anlaml1 derecede azalttigim ve spontan abortus olasiligim artirdigint gostermislerdir [100].
Batun bu bulgular 1sinda NO’in Ureme fizyolojisi Uzerine olan etkileri akilda tutulmalidir.
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Mesela in vitro fertilizasyon uygulamasi yapilirken hastada bulunan vazookluzif veya diger
bazi damarsal bozukluklardan dolay: nitrat kullammi varsa NO'in IVF parametreleri Uzerine
olan olumsuz etkileri olabilecegi g6z ardi edilmemelidir. Oosit toplama isleminin
zamanlamasi, follikdllerin asir1 blydyerek kismi hipoksiye girip, NO sentezinde artisa ve
durumun oosite ve sonrasinda gelisecek embriyoya zarar vermesini, bu sayede de gebelik
hizint olumsuz yonde etkilemesini 6nlemek igin iyi planlanmalidir. Nitrik oksit ve protein
karbonilin Ggunct gin embriyo kalitesini tahmin etmedeki etkinligini degerlendirdigimiz
analizde OPU gunii NO’in 43,06 nmol NO/mgprotein cut-off degerinde k6t kalite embriyoyu
Protein karbonil icin ise 13,75 nmol/ml cut-off degerinde iyi kalite embriyoyu tahmin etmede
kullanilabilir (Sekil-X1V). Aynen MDA icinde dustindigiimuz gibi bu belirteglerin klinikte
kullamim alani bulmasi igcin homojen genis hasta gruplarinda yapilacak calismalara ihtiyag

vardir.

Calismamizda genel hasta popilasyonunda gebelik gerceklesen hastalarin ortalama
folliktler stvi MDA dizeyleri gebelik gergeklesmeyen hastalarinkine gore anlamli olarak
yuksekti. Ancak biz ¢alismamizda follikullerden elde edilen oositleri ayr1 ayr1 degerlendirip
takip ettigimiz fakat embriyo transfer asamasindan sonra hangi embriyodan gebelik
olustugunun tespit edilememesinden dolayi, MDA igin gebelik belirlemede bir cut-off deger
ve buna ait sensitivite ve spesifite hesaplamasi yapamadik. Buna ragmen calisma grubunun
genel hasta populésyonunu temsil ettigi dusiincesinden yola cikarak follikiler sivi lipit
peroksidasyon dizeyi gebelik olusumu tahmin etmede Onemli bir belirteg olarak
kullanilabilir. Lipit peroksidasyon diizeyinin gebelik olusumunu tahmin etmedeki duyarlilik
ve seciciligini belirlemek igin hastalardan elde edilen oositler ve follikul sivilar: toplu halde
analiz edilmelidir.

8. SONUC VE ONERILER

Calisma grubu ile genel hasta populésyonunun fertilizasyon ve Kliva] oranlari benzerdir.
Bu durumda follikdl sivilar1 ¢alismaya alinan oositlerin genel populasyonu da temsil ettigi
seklinde yorumlandi. Oksidatif stresin kadin Ureme fizyolojisinde degisik basmaklarda 6nemli
etkileri vardir. Oostin sitoplazmik maturasyonu ve fertilizasyonu folliktler lipit
peroksidasyonu ile iliskili gorinmektedir. Oositin nikleer maturasyonu ile follikiler sivi
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oksidatif stres belirtegleri arasinda direkt iliski tespit edilememistir. Erken veya fertilizasyon
sonrasi 24 saatten sonra bolinmeye baslayan ve bolinmeye baslamayan embriyolarin ait
oldugu folliktller sivilarindaki oksidatif stres belirtecleri ile aralarinda belki de gruplarin
birbirine denk olmamasindan kaynaklandig: icin anlamli bir iliski bulunamamistir. Hasta
yasinin artist ile beraber lipit peroksidasyonu azalmaktadir. Bu durum yaslanmaya bagl
metabolik aktivitenin azalmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ugiincii giin embriyo kalitesi ile
protein karbonil dizeyi pozitif korelasyon gosterirken NO ters korelasyon gostermektedir.
Polikistik over sendromunda kendine 6zgu patofizyolojisinden kaynaklanan nedenlerle
follikiler siv1 lipit peroksidasyonunda artis oldugu disinilebilir. In vitro fertilizasyon
uygulamasinda kontrolli over hiperstimulasyonuna kot ve asir1 cevap veren hastalarda lipit
peroksidasyonu normal cevap verenlere gore anlamli olarak dusik ve nitrik oksit diizeyleri ise
koth ve asirt cevap verenlerde normal cevap verenlere gore anlamli olarak yuksektir.
Hastalara kontrollli ovaryan hiperstimulasyon uygulanmirken kot ve asiri cevaptan kaginmak
ve bu sayede oosit kalitesini, fertilizasyonu, embriyo kalitesini ve gebelik oranlarint olumsuz
etkilememek icin induksiyon rejimleri hastaya gore modifiye edilmeli ve OPU
zamanlamasina dikkat edilmelidir. Polikistik over sendromu dislandiginda da fertilize olan
oositlerin folliktler sivilarinda MDA dizeyleri fertilize olmayanlarinkine gore anlaml1 olarak
yuksektir. Yine PCOS dislandiginda Gglincii ginde embriyo koti kalite embriyolarin
folliktler sivilarinda NO dizeyleri yiksekken protein karbonil dizeyleri dustktir. Gebelik
elde edilen hastalarin follikiler sivi ortalama MDA duzeyleri anlamli olarak yuksektir.
Y ardimci Ureme teknikleri uygulanacak hastalarda antioksidan 6zellik igeren madde veya ilag
kullammminda ART sonuclarim etkileyebilme ihtimali agisindan dikkatli olunmalidir.
Yardimci Ureme teknikleri uygulamalarinda OPU gunt folliktler sivi MDA, NO ve protein
karbonil IVF kliniklerinde sonug parametrelerini 6ngérmek acisindan faydali belirtecler
olarak kullanilabilirler. Oksidatif stres ile over fizyolojisinin iligkisini degerlendirmek icin
homojen ve genis hasta gruplarinda guvenilirligi kanitlanmig ayni zamanda standart

yontemlerle yapilacak calismalara ihtiyag vardir.

63



9.KAYNAKLAR

1: Wright VC, Chang J, Jeng G, Macaluso M; Centers for Disease Control and Prevention
(CDC). Assisted reproductive technology surveillance--United States, 2005. MMWR Surveill
Summ. 2008;57:1-23.

2:Wright VC, Schieve LA, Reynolds MA, Jeng G; Centers for Disease Control and
Prevention (CDC). Assisted reproductive technology surveillance--United States, 2002.
MMWR Surveill Summ. 2005;54:1-24.

3:Sikka SC; Andrology lab corner-role of oxidative stress and antioxidants in andrology and
assisted reproductive technology. J Androl 2004:25;5-18.

4:Aitken RJ; The human spermatozoon — a cell in crisis? J Reprod Fertil 1999:115;1—7.

5:0yawoye O, Abdel Gadir A, Garner A, Constantinovici N ve ark; Antioxidants and reactive
oxygen species in follicular fluid of women undergoing IVF: relationship to outcome. Hum
Reprod 2003:18;2270-2274.

6:Guerin, P, El Mouatassim, S. and Menezo, Y.Oxidative stress and protection against
reactive oxygen species in the pre-implantation embryo and its surroundings. Hum. Reprod.
Update,2001:7;175-1809.

7:Wiener-Megnazi Z, Vardi L, Lissak A, Shnizer S ve ark; Oxidative stress indices in
follicular fluid as measured by the thermochemiluminescence assay correlate with outcome
parametersin vitro fertilization. Fertil Steril 2004:82,1171-1176.

8:Agarwal A, Gupta S, Sekhon L, Shah R.Redox considerations in female reproductive
function and assisted reproduction:from  molecular mechanisms to health
implications.Antioxid Redox Signal. 2008;10:1375-403.

9: Knapen, M.F., Zusterzeel, P.L., Peters, W.H, Steegers, E.A. Glutathione and glutathione
related enzymes in reproduction: a review. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol.
1999:82;171-184.

10: Ho, J.S,, Gargano, M., Cao, J., Bronson, R.T. ve ark. Reduced fertility in female mice
lacking copper+zinc superoxide dismutase. J. Biol. Chem., 1998:273;7765-7769.

11:Matzuk, M.M., Dionne, L., Guo, Q., Kumar, T.R. ve ark.Ovarian function in superoxide
dismutase 1 and 2 knockout mice. Endocrinology, 1998:139; 4008—4011.

12:Paszkowski, T., Traub, A.l., Robinson, SYY., McMaster, D.Selenium dependent
glutathione peroxidase activity in human follicular fluid. Clin. Chim. Acta, 1995:236;173—
180.



13:Paszkowski, T. and Clarke, R.N. Antioxidant capacity of preimplantation embryo culture
medium declines following the incubation of poor quality embryos. Hum. Reprod.
1996:11;2493-2495.

14:Agarwal A, Gupta S and Sharma RK; Oxidative stress and its implications in female
infertility — aclinician’ s perspective. Reprod Biomed Online 2005:11;641-650.

15:Yang, H.W., Hwang, K.J., Kwon, H.C., Kim, H.S.Detection of reactive oxygen species
(ROS) and apoptosis in human fragmented embryos Hum. Reprod., 1998:13;998-1002.

16:Endo, T., Aten, R.F., Leykin, L. ve ark. Hydrogen peroxide evokes antisteroidogenic and
antigonadotropic actions in human granulosa luteal cells. J. Clin. Endocrinol. Metab.
1993:76,337-342.

17:Shimamura, K., Sugino, N., Yoshida, Y. ve ark; Changes in lipid peroxide and antioxidant
enzyme activities in corpora lutea during pseudopregnancy in rats. J. Reprod. Fertil.
1995:105;253-257

18:Jozwik M, Wolczynski S, Jozwik M and Szamatowicz M. Oxidative stress markers in
preovulatory follicular fluid in humans. Mol Hum Reprod 1999:5;409-413.

19:Attaran M, Pasqualotto E, Falcone T, Goldberg JM ve ark; The effect of follicular fluid
reactive oxygen species on the outcome of in vitro fertilization. Int J Fertil Womens Med
2000:45,314-320.

20:Devrim KaraH, Klasik In Vitro Fertilizasyon. Delilbas1 L. editor. In Vitro Fertilizasyon
(IVF) Laboratuvar Y ontemleri (' Yeni Uygulamalar Ve Guncel Y aklasimlar ) 1. baski. 2008;s:
127-142

21: DeKretzer D, Dennis P, Hudson B, Wood C. Transfer of a human zygote.Lancet.
1973;2.728-9.

22: Steptoe PC, Edwards RG. Reimplantation of a human embryo with subsequent tubal
pregnancy. Lancet. 1976;1:880-2.

23: Steptoe PC, Edwards RG. Birth after the reimplantation of a human embryo. Lancet.
1978;2:366.

24:Palermo G, Joris H, Devroey P, Van Steirteghem AC. Pregnancies after intracytoplasmic
injection of single spermatozoon into an oocyte. Lancet. 1992;4:17-8.

25:Karabulut O, Delilbas1 L: Oogenezis, Oosit Toplama (OPU) Prosediri, Oosit Morfolojisi
ve in Vitro Matirasyon (IVM); Delilbas: L. editor. in Vitro Fertilizasyon (IVF) Laboratuvar
Y ontemleri (Yeni Uygulamalar Ve Gincel Y aklasimlar),1.bask1.2008;s:85-116

26:Smith GD. In vitro maturation of oocytes. Curr Womens Health Rep. 2001;2:143-51.

65



27:Swain EJ, Smith; Mechanism of oocyte maturation . In: Tan SL, Chian RC, Buckett WM
editors. In-Vitro Maturation of Human Oocytes, Basic Science to Clinical Application, 1% ed.
Montreal, Informa Health Care press. 2007; p: 83-101

28:Eppig JJ, Schultz RM, O'Brien M, Chesnel F.Relationship between the developmental
programs controlling nuclear and cytoplasmic maturation of mouse oocytes. Dev Biol.
1994;164:1-9.

29: Ozcan C. Embriyoner Gelisim. Delilbas1 L. editor. in Vitro Fertilizasyon (IVF)
Laboratuvar Y ontemleri (Yeni Uygulamalar Ve Gincel Y aklagimlar),1.baski.2008;s:117-125

30: Jurisicova A, Varmuza S, Casper RF. Programmed cell death and human embryo
fragmentation. Mol Hum Reprod. 1996;2:93-8.

31:Giorgetti C, Terriou P, Auquier P, Hans E et al. Embryo score to predict implantation after
in-vitro fertilization: based on 957 single embryo transfers. Hum Reprod. 1995;10:2427-31.

32:Antczak M, Van Blerkom J. Tempora and spatial aspects of fragmentation in early human
embryos: possible effects on developmental competence and association with the differential
elimination of regulatory proteins from polarized domains. Hum Reprod. 1999;2:429-47.

33: Haris SE, Picton HM. Metabolism of follicles and oocytes during growth and maturation.
In: Tan SL, Chian RC, Buckett WM editors. In-Vitro Maturation of Human Oocytes, Basic
Science to Clinical Application, 1% ed. Montreal, Informa Health Care press. 2007; p:15-36

34:Kowaltowski AJ, Vercesi AE. Mitochondrial damage induced by conditions of oxidative
stress. Free Radic Biol Med. 1999;26:463—71.

35:Wallace DC, Ye JH, Neckelmann SN, Singh G et a. Sequence analysis of cDNAs for the
human and bovine ATP synthase beta subunit: mitochondrial DNA genes sustain seventeen
times more mutations. Curr Genet. 1987;12:81-90.

36:Wilding M, Dale B, Marino M, di Matteo L et al. Mitochondrial aggregation patterns and
activity in human oocytes and preimplantation embryos. Hum Reprod. 2001;16:909-17.

37: Van Blerkom J, Davis PW, Lee JATP content of human oocytes and developmental
potential and outcome after in-vitro fertilization and embryo transfer. Hum Reprod.
1995;10:415-24.

38: Tarin JJ, Pérez-Albala S, Cano A. Oral antioxidants counteract the negative effects of
female aging on oocyte quantity and quality in the mouse. Mol Reprod Dev. 2002;61:385-97.

39: Jansen RP. Germline passage of mitochondria: quantitative considerations and possible
embryological sequelae. Hum Reprod. 2000;15:112—28.

40:Halliwell B, Gutteridge IMC editors. Free radicals in biology and medicine. 3" ed. New
Y ork: Oxford University Press; 1999. p. 246-350

66



41:Agarwal A, Gupta S, Sharma RK. Role of oxidative stress in female reproduction. Reprod
Biol Endocrinol. 2005;14:3-28.

42:Dong M, Shi Y, Cheng Q, Hao M. Increased nitric oxide in peritoneal fluid from women
with idiopathic infertility and endometriosis. J Reprod Med. 2001;46:887-91.

43:Rosselli M, Keller PJ, Dubey RK. Role of nitric oxide in the biology, physiology and
pathophysiology of reproduction. Hum Reprod Update. 1998;4:3-24.

44: Gupta S, Agarwal A, Krajcir N, Alvarez JG. Role of oxidative stress in endometriosis.
Reprod Biomed Online. 2006;13:126-34.

45:Hanafy KA, Krumenacker JS, Murad F. NO, nitrotyrosine, and cyclic GMP in signal
transduction. Med Sci Monit. 2001;7:801-19

46: Anteby EY, Hurwitz A, Korach O, Revel A ve ark. Human follicular nitric oxide
pathway: relationship to follicular size, oestradiol concentrations and ovarian blood Xow.
Hum Reprod 1999;11:1947-1951

47: Van Voorhis BJ, Dunn MS, Snyder GD, Weiner CP Nitric oxide: an autocrine regulator of
human granulosa-luteal cell steroidogenesis. Endocrinology 1994;135:1799-1806

48:Baker MA, Aitken RJ.The importance of redox regulated pathways in sperm cell
biology.Mol Cell Endocrinol. 2004;15:47-54.

49:Knapen, M.F., Zusterzeel, P.L., Peters, W.H. and Steegers, E.A.Glutathione and
glutathione-related enzymes in reproduction: a review. Eur. J. Obstet. Gynecol. Reprod. Biol.
1999;82: 171-184.

50: Esterbauer, H.Chemistry and Biochemistry of 4-Hydroxynonenal, Malondialdehyde and
Related Aldehydes, Free Rad. Biol. Med.1991;11:81-128.

51:De Maria, N. et. a., Association Between Reactive Oxygen species and Disease Activity
in chronic Hepatitis C, Free Radicals Biol. Med. 1996; 21; 291-295.

52:Browne, S.E. Oxidative Stress in Huntington’s Disease, Brain Pathol. 1999;9:147- 163.

53:Vento, R. Induction of Apoptosis by Arachidonic Acid in Human Retinoblastoma Y 79
Cells: Involvement of Oxidative Stress, Exp. Eye Res. 2000;70:503-517.

54:Vdlerio, L.G. and Petersen, D.R.Formation of Liver Microsomal MDA-Protein Adductsin
Mice with Chronic Dietary Iron Overload, Toxicol. Lett. 1998; 98:31-39.

55:Beppu, M.Interaction of Malondialdehyde-Modified Bovine Serum Albumin ana Mouse
Peritoneal-Macrophages, Chem. Pharm. Bull. 1988; 36; 4519-4526.

56:Marnett, L.JLipid Peroxidation-DNA Damage by Malondialdehyde, Mutat. Res.
1999;424,83-95

67



57:Mao, H.Solution and Structure of an Ologonucleotide Containing the Malondialdehyde
Deoxyguanosine Adduct N2-(3-oxo-1-propenyl)-dG (ring-opened M1G) Positioned in a
(CpG)3 Frameshift Hotspot of the Salmonella typhimurium hisD3052 Gene,
Biochemistry.1999; 38:13491-13501.

58:Marnett L. J. Chemistry and Biology of DNA Damage by Malondialdehyde, IARC Sci.
Publ. 1999;150 17-27.

59:Dalle-Donne I, Aldini G, Carini M, Colombo R et al. Protein carbonylation, cellular
dysfunction, and disease progression. J Cell Mol Med. 2006;10:389-406.

60: Berlett BS, Stadtman ER. Protein oxidation in aging, disease, and oxidative stress.
JBiol Chem. 1997;15:20313-6.

61:Levine RL.Carbonyl modified proteins in cellular regulation, aging, and disease. Free
Radic Biol Med. 2002;1:790-6.

62:Gieseg S, Duggan S, Gebicki JM. Peroxidation of proteins before lipids in U937 cells
exposed to peroxyl radicals. Biochem J. 2000;15:215-8.

63: Stadtman ER, Levine RL. Protein oxidation. Ann N Y Acad Sci. 2000;899:191-208.

64:Du J, Gebicki JM. Proteins are major initial cell targets of hydroxyl free radicals. Int J
Biochem Cell Biol. 2004;36:2334-43

65: Shacter E. Quantification and significance of protein oxidation in biological samples. Drug
Metab Rev. 2000;32:307-26. .

66: Pantke U, Volk T, Schmutzler M, Kox WJ et al. Oxidized proteins as a marker of
oxidative stress during coronary heart surgery. Free Radic Biol Med. 1999;27:1080-6

67:Halliwell B, Gutteridge IMC editors. Free radicals in biology and medicine. 3 ed. New
Y ork: Oxford University Press; 1999. p. 36-104

68:Moncada S. The 1991 UIf von Euler Lecture. The L-arginine: nitric oxide pathway. Acta
Physiol Scand. 1992;145:201-27.

69:Nathan C. Nitric oxide as a secretory product of mammalian cells. FASEB J. 1992;6:
3051-64.

70: Van Steirteghem A, Liu J, Nagy Z, JorisH et d. Use of assisted fertilization.
Hum Reprod. 1993;11:1784-5.

71:Veeck LL. Preembryo grading. Atlas of the Human Oocyte and Early Conceptus.
Baltimore: Wiliams and Wilkins. 1991;2:121-149

68



72: Pasgualotto EB, Agarwal A, Sharma RK, Izzo VM, Pinotti JA, Joshi NJ, and Rose BlI.
Effect of oxidative stress in follicular fluid on the outcome of assisted reproductive
procedures. Fertil Steril 2004;81:973-976

73: Paszkowski T, Clarke RN, and Hornstein MD. Smoking induces oxidative stress inside
the Graafian follicle. Hum Reprod 2002;17:921-925,

74:Tamate K, Sengoku K, Ishikawa M. The role of superoxide dismutase in the human ovary
and fallopian tube. J Obstet Gynaecol. 1995;21:401-9

75:Sugino N, Takiguchi S, Ono M, Tamura H ve ark. Nitric oxide concentrations in the
follicular fluid and apoptosis of granulosa cells in human follicles. Hum Reprod.
1996;11:2484—7

76: Sabatini L, Wilson C, Lower A, Al-Shawaf T. ve ark. Superoxide dismutase activity in
human follicular fluid after controlled ovarian hyperstimulation in women undergoing in
vitro fertilization. Fertil Steril. 1999 ;72:1027-34.

77: Esfandiari N, Falcone T, Agarwal A, Attaran M ve ark. Protein supplementation and the
incidence of apoptoss and oxidative stress in mouse embryos. Obstet Gynecol.
2005;105:653-60.

78. Wang X, Falcone T, Attaran M, Goldberg JM ve ark. Vitamin C and vitamin E
supplementation reduce oxidative stress-induced embryo toxicity and improve the blastocyst
development rate. Fertil Steril. 2002;78:1272—7.

79:1borra A, Palacio JR, Martinez P.Oxidative stress and autoimmune response in the infertile
woman. Chem Immunol Allergy. 2005;88:150-62

80: Agarwal A and Allamaneni SS. Role of free radicals in female reproductive diseases and
assisted reproduction. Reprod Biomed Online 2004,9:338-347,.

81: Agarwal A, Gupta S, and Sikka S. The role of free radicals and antioxidants in
reproduction. Curr Opin Obstet Gynecol 2006;18:325-332

82: Das S, Chattopadhyay R, Ghosh S, Ghosh S ve ark. Reactive oxygen species level in
follicular fluid--embryo quality marker in IVF? Hum Reprod. 2006 ;21:2403-7.

83:0ral O, Kutlu T, Aksoy E, Ficicioglu C ve ark.The effects of oxidative stress on outcomes
of assisted reproductive techniques. Assist Reprod Genet. 2006;23:81-5.

84:Kowaltowski AJ, Vercesi AE. Mitochondrial damage induced by conditions of oxidative
stress. Free Rad Biol Med 1999;26:463—71.

85:Nasr-Esfahani MH, Aitken RJ, Johnson MH. Hydrogen peroxide levels in mouse oocytes

and early cleavage stage embryos developed in vitro or in vivo. Development 1990;109:
501-7.

69



86:Noda Y, Matsumoto H, Umaoka Y, Tatsumi K, ve ark. Involvement of superoxide radicals
in the mouse two-cell block. Mol Reprod Dev 1991,28:356—60.

87:Hyslop PA, Hinshaw DB, Hasley WA Jr, Schraufstatter 1U. ve ark: Mechanisms of
oxidant-mediated cell injury. The glycolytic and mitochondrial pathways of ADP
phosphorylation are major intracellular targets inactivated by hydrogen peroxide. J Biol

Chem 1988;263:1665—75.

88: Pierce GB, Parchment RE, Lewellyn AL. Hydrogen peroxide as a mediator of
programmed cell death in the blastocyst. Differentiation 1991;46:181— 6.

89: Yang HW, Hwang KJ, Kwon HC, Kim HS, Choi KW, Oh KS. Detection of reactive
oxygen species (ROS) and apoptosis in human fragmented embryos. Hum Reprod
1998;13:998 —1002.

90:Barroso G, Barrionuevo M, Rao P, Graham L ve ark. Vascular endothelial growth factor,
nitric oxide, and leptin follicular fluid levels corrdate negatively with embryo quality in IVF
patients. Fertil Steril. 1999;72:1024—6.

91:Battaglia C, Regnani G, Marsella T, Facchinetti F ve ark.Adjuvant L-arginine treatment in
controlled ovarian hyperstimulation: a double-blind, randomized study. Hum Reprod.
2002 ;17:659-65.

92:Bedaiwy MA, Falcone T, Mohamed MS, Aleem AA ve ark. Differential growth of human
embryos in vitro: role of reactive oxygen species. Fertil Steril. 2004;82:593-600

93:Vignini A, Turi A, Giannubilo SR, Pescosolido D ve ark. Follicular fluid nitric oxide (NO)
concentrations in stimulated cycles: the relationship to embryo grading. Arch Gynecol Obstet.
2008;277:229-32.

94:Manau D, Balasch J, Jiménez W, Fabregues F ve ark. Follicular fluid concentrations of
adrenomedullin, vascular endothelial growth factor and nitric oxide in IVF cycles
relationship to ovarian response. Hum Reprod. 2000;15:1295-9.

95:Yildirim B, Demir S, Temur |, Erdemir R ve ark. Lipid peroxidation in follicular fluid of
women with polycystic ovary syndrome during assisted reproduction cycles. J Reprod Med.
2007;52:722—6

96: Sabuncu T, Vural H, Harma M, Harma M. Oxidative stress in polycystic ovary syndrome
and its contribution to the risk of cardiovascular disease. Clin Biochem. 2001;34:407-13.

97: Koos RD. Increased expression of vascular endothelial growth/permeability factor in the
rat ovary following an ovulatory gonadotropin stimulus: potential roles in follicle rupture.
Biol Reprod. 1995;52:1426-35.

98: Powers RW, Chen L, Russell PT, Larsen WJ Gonadotropin-stimulated regulation of
blood-follicle barrier is mediated by nitric oxide. Am J Physiol. 1995;269:290-8

70



99: Faller DV. Endothelial cell responses to hypoxic stress. Clin Exp Pharmacol Physiol.
1999;26:74-84.

100: Pal L, Jindal S, Witt BR, Santoro N. Less is more: increased gonadotropin use for

ovarian stimulation adversely influences clinical pregnancy and live birth after in vitro
fertilization. Fertil Steril. 2008;6:1694—701.

71



