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OZET

Kaya, M. Deneysel olarak sigara dumamma maruz birakilan farelerde
sigara dumanimin ve E vitamininin IVF parametreleri ( fertilizasyon oran,
klivaj oram, embriyo gelisim oram ) iizerine etkileri. Eskisehir Osmangazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastahklar1 ve Dogum Anabilim Dali Tipta
Uzmanlik Tezi, Eskisehir, 2006. Bu calismada, 12-14 haftalik ortalama agirliklar
25,19,1 4,34 olan 28 disi, 12 erkek Balb-c fare kullanildi. Erkek ve disi fareler
kontrol, sigara dumanina maruz birakilan, E vitamini verilen ve sigara dumani ile
beraber E vitamini verilen olmak {izere dort gruba boliindiiler. 10 hafta siiresince
Kontrol gruplarina i.p. serum fizyolojik, sigara dumani gruplarina 20 adet sigara/giin,
E vitamini gruplarina i.p. E vitamini 50 mg/kg, sigara dumant ile beraber E vitamini
alan gruplara ayn1 miktarlarda sigara dumani ve E vitamini verildi. Deney siiresi
bitiminde disi farelere 200 IU FSH (Puregon, Organon®), 48 saat sonra 200 IU hCG
(Pregnyl, Organon®) i.p. enjeksiyonu yapildi. hCG enjeksiyonundan 15-17 saat
sonra laparotomi yapilarak tuba-uterina-over kesilerek cikarildi. Isleme stereo
mikroskop altinda devam edilerek tuba uterinanin ampulla bolgesinden fare oositleri
toplandi. Erkek farelere de laparotomi uygulanarak testisleri ¢ikarildi. Stereo
mikroskop altinda epididimisten spermler toplandi. In vitro olarak 3 saat siire ile
olgunlastirllmis oositlere, her bir oosite 7 pl olacak sekilde sperm soliisyonu eklendi.
Boylece farkli deney gruplarinin birbirleriyle ¢arprazlanmasi sonucu ¢alisma gruplari
elde edildi. Olusan embriyolar 3. giine kadar izlendi. Fertilizasyon oranlari, klivaj
oranlari, embriyo gelisim oranlar1 bunun yanin sira arrest, dejenerasyon oranlari ve
canliligi siiren embriyolarin gradeleri saptandi. Calismamizda sigara dumanina
maruz birakilan disi farelerde fertilizasyon orami (P=0.002, P<0.017"), embriyo
gelisim oram (Z=3,20, P<0.01**) azalirken, klivaj oranminda fark saptamadik.
(P>0.05"%). Sigara dumammna maruz kalan erkek farelerde fertilizasyon
parametrelerinde degisiklik saptamadik. Bu etkinin 6zellikle, bozulmus oosit kalitesi
ile iligkili olabilecegini diisiindiik. Sigara dumanina maruz birakilan erkek ve disi
farelere verilen E Vitamininin sigara dumanimin olasi etkilerini degistirmedigini
tesbit ettik. Ayrica hem erkek hem de disi farelere E vitamini verilmesiyle
fertilizasyon (P=0.014, P<0.05") ve embriyo gelisim oranlarinda (P=0.017, P<0.05")
azalma bulduk Olumsuz etkilerini saptadigimiz antioksidan kullamimyla ilgili,
antioksidanlar normal dozlarda antioksidan etki gosterirken yiiksek dozlarda oksidan
etki gostermesine bagli olabilecegi diisiiniildii. Sonu¢ olarak hem kadinlar hem de
erkeklerde sigaranin birakilmasini cesaretlendirmek ve sigara dumanina maruz
kalinmasin1 6nlemek infertiliteye yonelik koruyucu bir yaklasim olarak 6nemlidir.
Ayrica antioksidan tedavisi iki ucu keskin bir kilica benzemektedir. Bir yanda
istenilen etkiler, diger yanda antioksidan olarak kullanilan tedavinin doz agiminda
olusan istenmeyen etkiler vardir. Antioksidan kullanimi ile ilgili en uygun
supplement tipini ve etkisini belirlemek amaciyla genis skalali prospektif ¢aligmalara
ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sigara dumani, antioksidan, in vitro fertilizasyon.



ABSTRACT

Kaya, M. Effect of cigarette smoke and vitamin E on fertility parameters in
inbred Balb-c type male and famele mice: in vitro fertilization mice model
study. Eskisehir Osmangazi Universty Faculty of Medicine, Depertmant of
Obstetric and Gynecology Eskisehir, 2006. In this experiment, 12-14 weeks old
and mean weight 25,1914,34 gr. 28 Balb-c female mice and 12 Balb-c mice were
used. Female mice and male mice were divided into four groubs as cigarette smoke
exposed, control, mice given vit. E, cigarette smoke exposed mice given vit E. For
ten weeks, control group mice were injected intraperitoneal SF, cigarette smoke
exposed group mice were exposed 20 cigarette/day. The groups given vit E were
injected 50 mg/kg Vit. E intraperitoneally. At the end of this experiment, female
mice were treated with 200 IU FSH (Puregon, Organon®). Fourty eight hours
following FSH dose, 200 IU hCG (Pregnyl, Organon®) was intraperitoneally
injected. After 15-17 hours, all female mice were put in a special cage where ether
concentration high subsequently having confirmed their death, laparotomy was
performed and tuba-uterina-ovaries of mice were excised. Under stereomicroscope
mice oocytes were collected from ampullary region of tuba-uterina. Testis of male
mice removed with laparotomy. Under stereomicroscope sperms were collected from
epididymis. Oocyte were incubated with 7ul sperm solution per oocyte for 3 hours.
Study groups constituted by crossmatching of different experiment groups,.
Developed embryos were followed for 3 days. Fertilization rate, cleavage rate,
embryo development rate, arrest, degeneration rate and embryol grade were
determined. In this experiment, we found fertilization rate and embryo development
rate were lower in cigarette smoke exposed female mice ( P=0,002, P<0,01** and
7=3,20, P<0,01** respectively). However there was no statistical difference related
with fertilization parameters in the cigarette smoke exposed male mice. We thought
that this is due to destroyed oocyte quality. Also we found that vit E does not change
affect of cigarette smoke and it has lowering affect on fertilization rate and embryo
development rate (P=0,014, p<0.05*; P=0,017, P<0,05* respectively). Antioxidants
behave as an antioxidant when used in normal dose however they behave as oxidant
when used in high dose. As a result encouraging of discontinution of cigarette or
cigarette smoke exposure is important for prevention of infertility. Antioxidant
treatment is looks like two edges sword. At the one hand they have desired affects in
normal dose, at the other hand side affects when used in high dose. Wide range
prospective studies should be done for determining appropriate supplement type and
affect related with antioxidant treatment.

Key Words: Cigarette, antioxidant, in vitro fertilization.
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I.GIRIS

Diinyanin en hizli yayilan ve en uzun siiren salgini olarak nitelendirilen tiitiin
ilk kez XVI. yilizyillda Amerika’da iiretilmis ve kisa siirede diinyanin iklimi uygun
tiim bolgelerine yayilmistir. Sigara olarak ince kagida sarilarak tiiketilmesi ise XIX.
yiizyilda baslamustir. Ozellikle 1. ve II. Diinya savaslarindaki cephedeki askerlere
sigara gonderme kampanyalarinin sigara tiryakiliginin yayilmasinda biiyiik etkileri
olmustur.

Diinya Saglik Orgiiti (DSO) tarafindan sigara kullanimi, biyo-sosyo-
psikolojik zehirlenme hali olarak tarif edilmektedir. Sigara aliskanlii, bireylerin
birbirlerini etkilemesiyle bir sosyal zehirlenme ve ortaya c¢ikardigi tolerans hali, fizik
ve psikolojik bagimlilik yapma 6zelligiyle de bir psikolojik zehirlenme durumudur
(1).

Diinya c¢apinda sigara kullanima kars1 bir ¢ok kampanya yiiriitiilityor
olmasina ragmen, sigara tiim diinyada halen cok yaygin olarak tiiketilmektedir.
ABD’deki reprodiiktif yastaki erkeklerin yaklasik %35’i, kadinlarin %30’u sigara
icmektedir. Avrupa’da sigara cok yaygin olarak kullamilmaktadir, halkin %35’i
sigara icmektedir. Tiirkiye, Yunanistan ve Bulgaristan gibi Avrupa’nin dogusunda
bulunan iilkelerde bu oran %44’lere ulagsmaktadir (2,3).

Sigara icilmesi sirasinda tiitiin yapraklarinin yanmasi ile pek cok yanma
iriinii meydana gelir. Sigara dumani igerisinde bilinen en az 4700 bilesik vardir. Bu
bilesenlerden ¢ogunun farmakolojik olarak aktif, toksik, mutajenik, karsinojenik
oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda oksidanlar, prooksidanlar, serbest radikaller,
rediikleyici ajanlar, formaldehid, asetaldehid, akrolein gibi aldehit ve ketonlar,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar, fenolik bilesikler, karboksilik asitler, steroidler,

nitrozamin sayilabilir (4,5).
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Sigaranin genel saglik iizerindeki negatif etkileri iyi bilinmektedir. Sigara
akciger kanseri, kronik bronsit ve koroner kalp hastaliklar1 olmak iizere baslica ti¢ tip
Olumciil hastaliga yol agar. Aragtirmalara gore sigara kullammminin yaygin oldugu
ilkelerde akciger kanserinin %80-90’nindan, kronik bronsit ve amfizem 6liimlerinin
%75-90’nindan koroner kalp hastaligi 6liimlerinin %25-30’undan sigaranin sorumlu
oldugu diisiiniilmektedir (6).

Gebelikte icilen sigara anne yaninda fetusu da olumsuz yonde etkilemekte,
annenin ictigi sigaranin miktarina bagh olarak fetusta etkiler olugsmaktadir. Gebelikte
sigara icimi diisik dogum agirhigi, prematiire dogum, asfiktik dogum, erken
membran riiptiirii, ablasyo plasenta ve plasenta previa gibi gebelik
komplikasyonlarina, spontan abortus ve konjenital malformasyonlara, perinatal
mortalite ve morbiditenin artmasina, mental retardasyon ve isitme bozuklularina
neden olmaktadir (7,8,9).

Sigara infertilite nedeni olabilecegi uzun zamandir tartisilmaktadir .Fertilite,
hipotalamus-hipofiz-over aksi, gametler ve endometriuma kadar bircok sistemin
normal caligsmasi sonucunda olusur. Ureme kompleks bir sistemdir ve bu sistemin
icindeki yapilar bir¢cok faktorden cok kolay etkilenmektedir. Sigaranin bu sistemi
etkiledigine dair pek cok kamt vardir (10,11,12).

Sigara igmenin sperm kalitesini etkileyip etkilemedigi konusunda endiseler
mevcut olmakla birlikte heniiz bir sonuca varilamamistir. Baz1 arastirmacilara gore
sigara sperm dansite ve motilitesini bozmakta fakat morfolojiyi etkilememektedir
(18). Bazilarina gore sigara dansite motilite ve morfolojiyi bozmaktadir (19). Yine
bazilarina gore sigaranin higbir sperm parametresi iizerine etkisi yoktur (13,14,15).

Sigara ve infertilite iligkisini gosteren ©nemli sonuglar, yardimci iireme
yontemlerinin sigara ile iligkisini aragtiran ¢calismalardan elde edilmektedir. Sigaranin
invitro fertilizasyonda, fertilizasyon oranmini azalttii, oosit sayisini azalttigi,
gebelik oranlarini diigtirdiigii, diisiik oranlarini artirdigi bildiren calismalar vardir
(16,17).

Sigara dumaninin katran fazi, kinon, semikinon, hidrokinon, gaz fazi, karbon
ve oksijen merkezli serbest radikalleri yiiksek konsantrasyonlarda icerir (20).

Baska molekiiller ile ¢cok kolayca elektron aligverigine girerek onlarin yapisini

bozan molekiillere “serbest radikaller” denmektedir. Cesitli patolojik durumlarda
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yapimi artan bu iiriinler, hiicresel makromolekiiller ile reaksiyona girerek hiicre
hasar1 olustururlar (18,19).

E vitamini ya da alfa tokoferol insan dokusunda etkisini erken donemde
serbest radikalleri baglayarak, hiicre membranlarin1 serbest radikallerin zararindan
koruyarak yapmaktadir. Biyolojik membranlarda bulunan yagda ¢oziinen ve zincir
kiric1 6zelligi olan en 6nemli antioksidandir (21).

Oral antioksidanlar sigara tiryakilerindeki ve erkek faktorlii infertilite
hastalarindaki sperm kalitesini arttirmislardir. Ayni zamanda semeninde yiiksek
diizeyde reaktif oksijen radikalleri bulunan saglikli erkekler ile gecmiste yapilan
invitro fertilizasyon sikluslarindan diisiik fertilizasyon oram1 gosteren fertil
normospermik erkeklerdeki fertilizasyon potansiyelini arttirmislardir (22,23,24,25).

Kadinlarda uygulanan oral antioksidan tedavisiyle iliskili cok az veri
bulunmaktadir. Erkeklerde oldugu gibi oral antioksidanlarin over, follikiil s1visi, tuba
uterina gibi hedef sahalara ulasip ulasmadigi belirsizlikler mevcuttur. Bununla
birlikte, nikotin metabolitlerini kapsayan toksik maddeler bu bolgelere
ulagmaktadirlar. Antioksidan tedavisiyle ilgili optimal ilaglar ve dozlar konusunda
belirsizlikler vardir (26).

Sonug¢ olarak erkek ve kadinlarda sigara kullanimimin infertiliteye neden
oldugunu gosteren veriler yanisira fertilizasyon ve gebelik oranlarina hi¢ etkisinin
olmadigin1 bildiren calismalar da vardir. Aym1 zamanda vitamin ve minerallerin
tireme fonksiyonu {iizerindeki etkileri tartisma konusudur. Giiniimiizde bu farkli
verilerin dogrulanmasina, sigara dumaninin ve antioksidanlarin olasi etkilerinin
ortaya konmasina gereksinim vardir. Bu amagla ¢alismamizda, sigara dumaninin ve
antioksidan 6zelligi olan vitamin E’nin invitro fertilizasyon parametreleri iizerine

olan olasi etkilerini deneysel olarak hayvan modelinde gostermeyi amacladik.
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II. GENEL BILGILER

. I1.1. SIGARAYI OLUSTURAN MADDELER ve FARKLI SISTEMLER
UZERINDEKI ETKILERi

I1.1.1. Sigara Dumam

Sigara “Nicotina Tabacum” denilen tiitiin bitkisinin 6zel bir sekilde
kurutulmus yapraklarindan elde edilir. Sigara icilmesi sirasinda tiitiin yapraklarinin
yanmast ile pek cok yanma iiriinii meydana gelir. Sigara dumani igerisinde bilinen en
az 4700 bilesik vardir. Bu bilesenlerden cogunun farmakolojik olarak aktif, toksik,
mutajenik, karsinojenik oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda oksidanlar,
prooksidanlar, serbest radikaller, rediikleyici ajanlar, formaldehid, asetaldehid,
akrolein gibi aldehit ve ketonlar, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, fenolik
bilesikler, karboksilik asitler, steroidler, nitrozamin sayilabilir (4,5,27).

Sigaradan cekilerek inhale edilen dumana ana duman, bekleme esnasinda
havaya karigsan dumana, yan duman denir. Ana duman ve yan duman ¢evresel tiitiin
dumanini olusturur. Cevresel tiitiin dumaninin %85’1 yan dumandan, %15°i ise ana
dumandan olusur. Yan duman igerisindeki bilegenler ana dumana goére daha yiiksek
konsantrasyondadir; fakat havada daha biiyiik voliim icerisinde diliie olurlar (28).

Sigara, aktif olarak icen kisinin sagligin1 olumsuz etkiledigi gibi, ayni
ortamda bulunan diger bireylere de bir cok olumsuz etki yapmaktadir. Pasif icicilerin
aldig1 yan duman, sigara igenler tarafindan inhale edilen dumanda tanimlanan tim
karsinojenleri icermekte ve sigara filtresinden de ge¢mediginden ana dumandaki
karsinojen agirliginin 100 kat1 kadarini i¢inde bulundurmaktadir. Sigara icimine pasif
olarak maruz kalan insanlarda da aterojenik lipoproteinlerin arttigi, antiaterojenik
lipoproteinlerin azaldigi ve koroner arter hastaligina bagli 6lim oranimin yiiksek

oldugu saptanmistir (29,30,31).

I1.1.2. Sigara Dumanimin Katran Faz1 ve Gaz Fazi.
I1.1.2.a. Sigara Dumamimin Katran Fazi: Sigara dumani 0.1 wm’den biiyiik

capl partikiillerin %99.9’unu tutan ‘“‘standart glass-fiber” filtresinden gegtiginde
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filtrede tutulan kismi katran fazi olarak tanimlanir. Katran fazi stabil ve komleks bir
karisimdir. Katran fazi, pek cok organik bilesigin yanisira kinon ve polisiklik
aromatik hidrokarbon radikalleri gibi stabil radikalleri igerir. Sigaranmin katran
fazinda bulunan kinon/hidrokinon radikalleri oksijeni indirgeyerek siiperoksit anyonu
(07), hidrojen peroksit (H,O,) ve hidroksil radikali (OH) olusumuna yol acarak
toksisiteye neden olur (Sekil II.1.),(5,32,33).

SIGARA |~ |  KATRAN
DUMANI

Q/QH, DIGER

RADIKALI i} RADIKALLER
DNA ve RNA’YA

KOVALEN

ﬂ BAGLANMA

L \/

RNA ve DNA HASARI, LIPID PEROKSIDASYON, KIMYASAL
KARSINOGENEZ

Sekil II.1. Sigara dumamn katran fazi, serbest radikal olusumu ve toksisite

mekanizmasi.

II.1.2.b. Sigara Dumanmmin Gaz Fazi: Filtrenin icinden gecebilen
materyaldir. Sigara dumam katran fazinin igerdigi bilesikler ve radikaller stabil
olmasina ragmen gaz fazi labildir. Yanma sonucu kendi kendine olusan karbon ve
oksijen merkezli serbest radikalleri yiiksek konsantrasyonlarda icerir. Bu radikaller
cok kisa Omiirliidiir. Gaz fazinin diger 6nemli ve radikal olusumuna sebep olan

icerigi azot monoksit (NO)’tir ve 300-500 ppm gibi yiiksek oranlarda bulunur. Azot
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monoksit reaktivitesi ¢ok daha fazla olan azot dioksite (NO,) yavasca okside olur

(32,34).

Tablo II.1. Sigara dumaninda bulunan 6énemli toksik bilesikler.

SiIGARA DUMANINDA BULUNAN ONEMLI TOKSIK BiLESiKLER

KATRAN FAZI GAZ FAZI
Partikiil madde Karbonmonoksid
Nikotin Karbondioksid
Fenol Formaldehid
Katekol Akrolein

Anilin Aseton
2-Toluidin Piridin

2-Naftilamin

3-Vinilpiridin

Benzantrasen Hidrojen siyanid
Benzopiren Azot monooksit
Kinolin Azot dioksit

N-Nitrozonornikotin

Amonyak

N-nitrozodietanolamin

N-Nitrozodimetilamin

Nikel

N-Nitrozopirolin

Polonyum-210

I1.1.3. Sigara Dumam -Gaz Faz Bilesikleri

I1.1.3.a. Karbon Monoksit: Karbon monoksit (CO), tiitiinde yer alan organik

bilesiklerin kismi oksidasyonu sonucu olusur. Renksiz, kokusuz bir gazdir. Sigara
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dumaninda yaklasik %2.9-5.1 oraninda bulunur. CO kanda, kanda kanda hemoglobin
demirine baglanarak, karbon monoksi hemoglobin (HbCO) bilesigini olusturur ve
hemoglobinin diger hem bolgelerinin oksijeni yiiksek ilgiyle baglamasina neden olur.
Bu durum saturasyon egrisini sola c¢evirerek, hemoglobinin dokulara oksijen birakma

kapasitesini kisitlar (35).

I1.1.3.b. Karbon Dioksit: Tiitiindeki organik bilesiklerin yanmasi ile olusan
ve sigaranin gaz fazinda yer alan bir bilesiktir. Karbon dioksitin (CO,) bir boliimii
hemoglobinin yiiksiiz o-amino gruplarina bagh karbamat olarak tagimir. CO,
baglanmas1 hemoglobinin T (Taut) veya deoksi seklini stabilize ederek oksijene
ilgisini azaltir (36).

Hb-NH, +CO, ______,  Hb-NH-COO +H"

I1.1.3.c. Azot Oksitleri: Sigara dumam 500 ppm kadar nitrik oksit (NO)
igerir. Sigara dumanindaki azot oksitleri kanda methemoglobin (Met-Hb) olustururlar
ve bu da azot oksitlerin toksik etkilerinin nedenidir. Nitrik oksit kisa omiirliidiir; 6-10

saniye etki gosterir ve oksidasyona ugrayip azotdioksite (NO,) doniisiir (36).

II.1.3.d. Ucucu Nitroz Aminler: Tiitiin iirlinleri 6nemli miktarlarda N-
nitrozo bilesiklerini icerirler. Tiitline 6zgii nitroz aminler, tiitiinde 1.000-10.000
pg/kg oraninda bulunurlar. Hayvan ¢alismalarinda kanserojen olduklar gosterilmistir

(37).

I1.1.4. Sigara Dumam -Katran Faz1 Bilesikleri

I1.1.4.a. Katran: Sigara dumam katraninda oldukg¢a yiiksek derisimlerde yer
alan aktif metil floranthenlerin tiimor baslatici aktivitenin nedeni olduklari
saptanmustir.

Polisiklik aromatik hidrokarbonlardan Benzo (a) Pyren’in sigara dumaninda
yer alan potent karsinojen maddelerden biri oldugu hayvan deneyleri ile
gosterilmistir.

Ucucu olamayan cesitli aromatik nitrozaminler ve aromatik aminler ve

mesane kanserinde dnemli rol oynadiklar diistiniilmektedir.



18

Sigara dumaninin iceri cekilmesi ile sigarada bulunan kadminyumun %10-
20’si viicut tarafindan absorbe edilmekte ve cesitli dokularda birikerek toksik etki

gostermektedir (Tablo 11.1),(37).

I1.1.4.b. Nikotin: Nikotin alkoloid yapisinda renksiz ucucu bir sividir.
Kullanilan tiitiine gore degismekle beraber, bir sigaradaki nikotin miktar1 20 mg’a
kadar c¢ikabilir. Viicuda alinan nikotin miktari, sigaranin cinsine, inhalasyon
derinligine ve siiresine gore 0.05-2 mg arasinda degisebilir. Absorbsiyonu sonucu
dolasima giren nikotinin %25°1 yedi saniye gibi kisa bir siirede beyine ulasir. Biitiin
viicut sivilarina dagilim gosterebilen nikotin, gebelerde plasentadan fétal dolasima ve
emziren annelerde siite kolaylikla gecer. Nikotin karacigerde major metaboliti olan
kotinine doniigiir. Kotinin’in yarilanma omrii yaklasik 19 saattir ve bobreklerden
atilir.

Nikotinin uzun siire sigara veya diger sekillerle alinmasi yalnizca psisik degil,
aym zamanda fiziksel bagimliliga da yol acar. Nikotin, santral sinir sistemi iizerine
psikostimiilan etki eder. Ayrica hem noromuskiiler kavsakta hem de otonomik
gangliyonlarda stimulus iletimini Once uyanr, arkasindan bloke eder. Nikotin
vapressin, adrenokortikotrop hormon, katekolamin gibi hormonlarin diizeyinde artisa

neden olarak damarlarda vazokonstriiksiyona neden olmaktadir (38,39).

I1.1.5. Sigaramin Biyolojik Sistemlere Etkisi

I1.1.5.a. Sigaranin Kardiyovaskiiler Yapilara Etkileri: Sigara  kullanimi
ve koroner kalp hastaliklart arasindaki iliski ilk olarak 1940 yilinda Mayo klinik
aragtiricilart tarafindan yaymlandi. Bu tarihten beri sigaranin kardiyovaskiiler
hastalik riskini, inmeyi ani 6liimii, kalp krizini, periferik damar hastliklarin1 ve aort
anevrizmasin artirdig1 cesitli ¢aligmalar ile gosterilmistir. Pek ¢ok calisma giinde
icilen sigara sayisi ile dogru orantili olarak total kolesterol seviyesini arttigini,
yiiksek dansiteli lipoprotein konsantrasyonunun azaldigini bildirmistir (40,41,42).

Myokard infarktiisii ge¢irdikten sonra sigara kullanmaya devam edenlerde

birakanlara gore tekrarlayan myokard infarktiisiinden 6liim iki misli bulunmustur.
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Sigara icenlerde i¢meyenlere gore 1.5-3 misli daha fazla beyin damar hastalig
goriilmektedir (43).

Sigara igmenin, Ozelikle nikotin ve karbonmonoksit aracilifiyla vaskiiler
endotele zarar verdigi ve endoteliyal hasarin da aterosklerozun gelisiminde birinci
sebep oldugu gosterilmigtir. Sigara artmig kalp atimi ve kan basinci, azalmisg
myokard oksijen dagilimina neden olur. Karbonmonoksit damar endotelinin lipidlere
gecirgenligini artirir. Nikotin ¢ok giiclii bir trombosit agregasyonu inhibitorii olan
PGI, sentezini azaltir. Bu durum TXA, tiretimini artirir. Boylece tromboz riski artar.
Sigara koroner spazmin da major bir risk faktoriidiir (44,45,46).

Sigaranin kronik kulanimina bagli kemik iliginde kan hiicreleri ve diger kan
faktorlerinin artis1 hiperkoagiilobilite ile seyredebilir. Ozellikle ekstremite venoz
yapilarinda varis, vendz yetmezlik gibi problem olan hastalar venéz trombozlar ve

komplikasyonlari ile karsilasabilirler (44,45,46).

2.1.5.b. Sigaramin Kanser Olusumuna Etkisi: Sigaranin kansere yol
acabilen ¢ok giiclii maddeler icerdigi konusunda kusku yoktur. Sigara en onlenebilir
kanser nedenidir. Sigara ile iliskilendirilebilen kanserler arasinda ilk akla gelenler
akciger, trakea, brons, larenks, farenks, oral kavite ve 6zafagus kanserleridir. Ayrica
pankreas, bobrek, mesane, serviks, ve kolorektal kanserler ile sigara arasinda iliskiler

koyan ortaya koyan ¢alismalar da vardir (Tablo I1.2. ),(47,48,49).

Tablo I1.2. Sigarada bulunan kanserojen maddeler.

KANSEROJEN MADDENIN TIPI BU TIP MADDELERIN SAYISI
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar 10

Aza-arenes 3

N-nitrosaminler 7

Aromatik aminler 3

Heterosiklik aromatik aminler 8

Aldehidler 2

Cesitli organik maddeler 15

Inorganik bilesikler 5

TOPLAM 55
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II.1.5.c. Sigaranmin Solunum Sistemine Etkisi: Diger sistemlerden farkli
olarak solunum sistemi dogrudan dis cevre ile iligkilidir. Her nefes ile beraber
mikroplar, dumanlar, gazlar v.b. pek¢cok madde ile karsi karsiya kalmaktadir.
Solunum sisteminin bu =zararh maddelere ve mikroplara karsi savunma
mekanizmalar vardir. Sigara icimi ile ortaya cikan silialarin sayisinda ve frekansinda
azalma, viskoelastisitesi ve voliimii artmis mukus tabakasi ile mukosilier Klirensin
bozulmasi sonucu irritan inhaler partikiillerden, mikroorganizmalardan bronsial
liimenin temizlenmesi bozulmakta ve enfeksiyon riski artmaktadir (50,51,52).

Sigara icimine devam edilmesi ile hava yollarin1 kaplayan pseudostratifiye
silli epitelde once skuamoz metaplazi daha sonra karsinoma in situ hatta invaziv
bronkojenik karsinomaya kadar varan yapisal degesiklikler meydana gelmektedir. Bu

degisikligin siklig1 ve yogunlugu giinliik i¢ilen sigara sayisina baghdir (53).

IL.1.5.d. Sigarammn Immiin Sisteme Etkileri: Sigara T hiicrelerinin
cogalimim baskilamakta; dogal oldiiriicii hiicreler (natural killer) ve alveolar
makrofaj fonksiyonlarin etkilemekte; IgG ve IgA’nin serum diizeylerinde diisiikliige

neden olmaktadir (54).

I1.1.5.e. Sigaranin Endokrin Sisteme Etkileri: Sigara icimi biiyiik oranda
endokrin degisikliklerle iliskilidir. Bu durum ciddi periferal etkiler kadar santral sinir
sisteminde hipotalamik etkileri de icermektedir. Hipotlamik gonadotropin
saliniminin degismesi s6z konusudur. LH piki azalmaktadir. Serum prolaktin ve
tiroksinin olusumunu etkilemektedir. Ayrica adrenal fonksiyonlar iizerine de etkisi
vardir (55).

Sigaranin, hormonal parametreler {izerine etkileri olmasi nedeniyle IVF
tedavisine etkileri vardir. Calismalarda menstruel sikliisiin ikinci veya {i¢iincii
giiniinde tanimlanan E; seviyeleri anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. Bu fenomene
dair bir agiklama Bodis ve ark.(56) tarafindan ileri siiriilerek nikotinin in vitro insan
follikiil hiicreleri iizerindeki etkisi arastirilmigtir. Bu yazarlar nikotinin E,
sekresyonunda doza bagh bir artisa neden oldugunu bildirmislerdir. Erken

donemdeki yiiksek E, seviyeleri ise ovaryan cevaptaki bozukluga neden olarak
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tedavinin sonlandirilmasi oranini artirirken, daha diisiik oosit elde edilmesine neden
olmaktadir (57).

Diger bir ilging gozlem prolaktin seviyelerinin genellikle sigara igcen
kadinlarda belirgin sekilde diisitk olmasidir. Bu bulgu nikotinin merkezi dopamin
salinimini etkiledigini ve bdylece prolaktin sekresyonunu inhibe ettigini varsayan
Berta ve ark.(58) tarafindan teyit edilmistir. Fizyolojik olarak dogum sonrasindaki
prolaktin seviyesi artis1 miiteakip erken gebeligi 6nleyen FSH / LH mekanizmasini
diizenleyen bir etkiye sahiptir. Bu yiizden, kuramsal olarak daha diisiik prolaktin
seviyesi fertilite oranlan {izerinde pozitif etkiye sahiptir. Bununla birlikte, literatiirde
fertilitenin diisiik prolaktin seviyelerinden negatif olarak etkilendigi de bildirilmistir
(59).

Baz1 calismalar, sigara duman ekstraktlarinin graniiloza hiicresi aromataz
aktivitesini inhibe ettigini gostermistir. Graniiloza hiicresi aromataz aktivitesinin ise
gebelik potansiyeli ile iligkili oldugu diistinilmektedir. Graniiloza-luteal hiicre
fonksiyonunun inhibisyonu korpus luteum yetmezligine yol acabildigini gosteren
bulguya gore, sigara dumanina maruz kalan kadinlardaki yiiksek oranli erken donem
gebelik kaybinin altinda yatan mekanizmalardan biri olabilecegi diisiiniilmektedir

(60,61).

I1.1.6. Sigara ve Gebelik

Ureme cagindaki kadinlarda sigara kullanim sikligi yaklasik %30’dur.
Giivenilir istatistiksel bilgilerin bulundugu iilkelerde gebelikte sigara kullanim orani
%15-30 arasinda bildirilmektedir. Gebelik Oncesi sigara icenlerin cogu gebeligin 4.
haftasina kadar gebeligin farkina varamadiklarindan sigara igmeye devam
etmektedirler (7,8).

Gebelikte icilen sigara anne yaninda fetusu da olumsuz yonde etkilemekte,
annenin ic¢tigi sigaranin miktarina baglh olarak fetusta etkiler olusmaktadir. Gebelikte
sigara icimi diisik dogum agirhigi, prematiire dogum, asfiktik dogum, erken
membran riiptiirii, ablasyo plasenta ve plasenta previa gibi gebelik
komplikasyonlarina, spontan abortus ve konjenital malformasyonlara, perinatal
mortalite ve morbiditenin artmasina, mental retardasyon ve isitme bozuklularina

neden olmaktadir (7,8,9).
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Sigara kullanimi spontan diisiik olasiligin1 2 katina ¢ikarir .Yardimei iireme
yontemlerindeki diisiik sikliginda sigaranin rolii tartigmalidir. Calismalarin ¢ogunda
kullanilan sigaranin miktari ile erken dogum riski arasinda direk iliski saptanmistir.
Sahah NR ve ark (62) tarafindan sigara ile erken dogum iligkisini arastiran bir
metaanalizde, erken dogum icin OR 1.27 (%95 CI 1.21-1.31) olarak bulunmustur (7).

Norvecte, 34799 yenidoganda yapilan bir ¢alismanin sonucunda; sigara icen
annelerin bebekleri 197 gr. diisiik agirlikli dogmustur. Anne ve baba birlikte sigara
iciyorlarsa bu fark 201 gr olarak bulunmustur (63).

Annanth ve ark. sigara kullantmi ve ablasyo plasenta arasindaki iliskiyi
1.358.083 gebelikte ve 13 caligmay1 kapsayan bir metaanaliz ile degerlendirdiler. Bu
vakalarda ablasyo plasenta oram %0.64 ve sigara kullanimi i¢in OR:1.9 (%95 CI 1.8-
2.0) bulunmustur (64).

Son yillarda sigara icen gebelerde preeklampsinin daha az goriildiigii iddia
edilmektedir. Conde-Agudelo ve ark (65) metaanalizlerinde sigara kullaniminin
preeklampsi sikligim %32 (RR:0.68) azalttigimi saptadilar. Bunun tersine sonuclar
bildiren ¢alismalar da vardir (66).

Epidemiyolojik caligmalar, gebelikte sigara kullaniminin fetusta yarik damak-
dudak riskini artirdigin1 ortaya koydu (67). Sigara icen gebelerde fetal eritropoetin
diizeyinin yiiksektir ve bu da subakut hipoksinin gostergesidir (68).

Sigara maternal mortalitenin en 6nemli nedenlerinden birisi olan ektopik
gebelik riskini artirir. Sarajya ve ark. giinde 1-5 sigara icenlerde 1.6, giinde 20’den

fazla sigara icenlerde 3.5 kat daha fazla tubal gebelik siklig1 bulmustur (69).

IL.1.7. Sigaranin infertilite Uzerine Etkileri

IL.1.7.a. Sigaranmn  Kadin iInfertilitesi Uzerine Etkileri: Sigaranin
infertilite nedeni olabilecegi uzun zamandir tartisilmaktadir. Fertilite, hipotalamus-
hipofiz-over aksi, gametler ve endometriuma kadar bir¢ok sistemin normal caligmasi
sonucunda olusur. Ureme kompleks bir sistemdir ve bu sistemin icindeki yapilar
bircok faktorden ¢ok kolay etkilenmektedir. Sigaranin bu sistemi etkiledigine dair
pek cok kanit vardir (10,11,12).

Sigara icen kadinlarda yapilan yardimci tireme tekniklerinin sonuglariyla

ilgili farkli raporlar yayinlanmistir. Bazi1 ¢alismalarda ovaryan fonksiyonu bozulmus
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olan geng kadinlarda (<38 yas) fertilizasyon orani, gebelik ve sigara igme aliskanligi
arasindaki iliskiye ait hi¢cbir kamit gosterilememistir (Harrison ve ark. (191);
Elenbogen ve ark. (16); Pattinson ve ark. (79); Rosevear ve ark. (194); Huckhes ve
ark. (192); Sterzik ve ark. (193)). Klomifen sitrat testiyle degerlendirilen normal
ovaryan rezerve sahip olan ve sigara icen kadinlarin, sigara igmeyen kadinlarla
benzer gebelik oranlarina sahip olduklan da bildirilmistir (Sharara ve ark. (17)).
Fertil kadinlardaki spontan dizigotik ikiz goriilme insidansindaki artis ile sigara icme
aliskanligi  arasindaki iliskiyi yliksek steroid hormon konsantrasyonuna
baglamislardir (70).

Sigara kullanan kadinlarda, fertilizasyon oranminin ve gebelik oranlarimin
diistiigiinii bildiren yayinlar mevcuttur ( Elenbogen ve ark. (16), Rosevear ve ark.
(194), Maximovich ve ark. (197), Zenses (77)). Ilave olarak sigara kullanimi erken
menopoza ve ovaryan rezervin azalmasina neden olmaktadir (Sharara ve ark. (17)).
Sigara icen kadinlarda fertilitenin diistiigini gosteren c¢alismalar yanisira, pasif
sigara i¢iciliginin reprodiiktif neticelerinin de sigara i¢enlerde goriilen degerler kadar
yiiksek oldugunu bildirilmistir (60,70).

Sigara dumaninda bulunan kadminyum, kotinin ve benzopirenin insan gamet
hiicrelerine etkileri gosterilmistir. Bir sigarada yaklasik 1.0-2.0 mg olan kadminyum
sigara dozuna bagl olarak over, testis, epididim ve vezikiilo seminalisde birikir.
Nikotin metaboliti olan kotinin nucleus ve sitoplazmadaki proteinlere baglanarak
follikiil matiirasyonunu ve oositin mayotik olusumunu bozar (12,71).

Trapp ve ark. (72) tiitinde bulunan bir madde olan rodanitin follikiiler
sividada bulundugunu kanitladi. Bu kanit tiiketilen sigara sayisinin gostergesiydi.
Zenzes ve ark. (73) sigara icenlerin follikiil sivisinda belirgin, anlamli kadmiyum
artist  bildirdiler. Sigarada bulunan agir metallerin, olgunlasan oositlerin
fonksiyonunu inhibe ederek normal mayotik hiicre boliinmesini bozduklarindan ve
tam matiirasyona ulasan oosit sayisinin disiikk kalmasindan ve kromozom
anomolilerinin goriilmesinden sorumlu oldugundan siiphelendiler. Zenzes ve ark.
(74) bir diger calismalarinda ise giinliik olarak i¢ilen sigara sayisi ile follikiil s1vis1 ve

serum kotinin seviyelerindeki artis arasinda bir korelasyon gozlemislerdir.
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Her sigarada 6-40 ng olan polisiklik aromatik hidrokarbon grubundan
Benzopiren’in, over hiicrelerinde DNA hasarina yol acarken in vitro granuloza
hiicrelerinde de aromataz aktivitesini inhibe ettigi gosterilmistir (12,75).

Kemirgen ve insan calismalarindan elde olunan verilere gore; sigara
dumanindaki zehirli maddelerden biri olan polisiklik aromatik hidrokarbon
(PAH)’nun reprodiiktif sistem tizerine olumsuz etkiler yaptig1 gosterilmistir (76,77).

Sigara kullananlarda, kullanmayanlara goére konsepsiyona kadar olan siirenin
uzadidi, fertilitenin diistiigli, ve infertilite prevalansinin artig1 gosterilmistir. 12 ayin
izerinde konsepsiyon gecikmesi yasayan kadinlarin orani, sigara icenlerde %16.4
iken, sigara igmeyenlerde %10.3 olarak bulunmustur (10). Buna karsin iiremeye
hicbir etkisi olmadigin bildiren ¢alismalar da vardir (78,79).

Sigara gelisen oosit sayisini etkilemektedir. Yas ve sigara oosit tiikketimi
izerine sinerjik etki yapmaktadir. Yapilan bir calismada, agir sigara igicilerde (>20
sigara/giin) oosit sayisina etki agisindan OR:0.828 ve oosit sayisinda %17.2 azalma
bulunmustur (80). Sigara dumanindaki kimyasallar reprodiiktif fonksiyon kaybini ve
folliikiiler yetmezligi hizlandirtyor goziikmektedir. Ortalama bazal FSH diizeyleri
sigara icenlerde igcmeyenlere gore belirgin sekilde yiiksek bulunmustur (70). Bir
calismada bazal FSH diizeyleri sigara icmeyenlere nazaran aktif sigara igicilerinde
%66 daha yiiksek bulunmustur (81). Baska bir calismada ise sigara icenlerde liiteal
faz siiresince {iiriner Ostrojen atilmi sigara i¢cmeyenlere gore azalmis olarak
saptanmistir. Bu etki sigaranin graniiloza hiicresi aromataz aktivitesini inhibe
etmesine baglanmistir (75).

Sigaranin tubal mukozada silier aktiviteyi bozdugu gosterilmistir. Hem sigara
icenler hem de sigarayr birakmis olanlarin infertilite nedeni olarak hasarli fallop
tiipiine sahip olmaya daha yatkin olduklar bildirilmistir. Bu yiizden, bu kadinlarda
GIFT ve ZIFT onerilmemekte, daha ¢ok IVF prosediirii uygulanmaktadir. Sigara
kullanim1 pelvik inflamatuar hastalik i¢in risk faktorii oldugunu ve tubal faktorli
infertilite ile birliktelik gosterdigini bildirildirilmistir (80,82).

Bir calismada da, sigara icenlerde gelisen embriyolarda apopitozisin inhibe
edildigi ileri stiriilmiistir. Morfolojik olarak embriyolar grade 1-4 arasinda
degerlendirilerek follikiiler sividaki kotinin diizeyi ile karsilastirilmis ve follikiiler

sividaki kotinin diizeyi ile grade 1-2 embriyo orani arasinda pozitif korelasyon
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bulunmustur. Bu sonuglara gore sigara icenlerde gelisen embriyolarda apoptozisin
inhibe edildigi diistinilmistiir (83).

Sigara mayotik igciklenmeyi bozabilir. Oositlerdeki mayotik igciklenmenin
ileri yas, ileri oosit yasi, 1s1 degisiklikleri gibi faktorlerden etkilendigi bilinmektedir
(12). Zenses ve ark. (84) icilen sigara sayisi ile orantili olarak 23 yerine 46
kromozom iceren diploid kromozomlu oosit oraninin arttigim gostermislerdir.
Diploid oositler mayotik igciklenmede sorun oldugunda ortaya cikarlar. Sigara
dumanindaki alkaloidlerin, mayotik igciklenme olayinda yer alan protein yapisindaki
tubuline baglandiklar gosterilmistir.

Augood ve ark. (10) tarafindan yapilan bir metaanalizde, literatiirdeki olgu-
kontrollii ve kohort caligmalar degerlendirilmistir. Olgu kontrollii ¢aligmalarda,
sigara icen 10928 kadinda %?26.6 infertilite saptanirken, sigara kullanmayan 19179
kadinda %20 infertilite saptanmistir. Sigara icenlerde infertilite i¢in OR 1.60 (%95
CI 1.34-1.91) olarak bulunmustur. Khort ¢alismalarda ise sigara icen 6990 kadinda
%23 infertilite saptanirken, sigara icmeyen 13069 kadinda %14.2 infertilite
saptanmistir. Sigara icenlerde infertilite icin OR 1.42 (%95 CI 1.27-1.58) olarak
bulunmustur. Bu bulgular 1s181nda sigara i¢imi ve infertilite arasinda ¢ok yakin iligki
oldugu diistiniilmiistiir (12).

Sigara ve infertilite iligkisini gosteren ©6nemli sonuclar, yardimci iireme
yontemlerinin sigara ile iliskisini arastiran calismalardan elde edilmektedir. Sigaranin
IVF-ET’de fertilizasyon oranimmim diisiirdiigli, oosit sayisim1 azalttigi, gebelik
oranlarini negative yonde etkiledigi, diisiik oranlarim arttirdigim bildiren ¢aligmalar
vardir (16,17). Bir calismada sigara icenlerin gebe kalmak icin i¢gmeyenlere gore
yaklasik 2 kat fazla IVF siklusuna ve daha yiiksek dozlarda gonadotropine ihtiyag
duyduklar ileri siiriilmiistiir (85). Bunun yaninda sigaranin fertilizasyon ve gebelik
oranlarina hi¢ etkisinin olmadigini bildiren calismalar da vardir (86).

Feichtinger ve ark.’nin 2314 IVF-ET siklusuna dayanan bir meta-analizinde
sigara igmeyen kadinlarla karsilastirildiginda sigara icen kadinlarin gebe kalmak i¢in
neredeyse iki kat IVF-ET sikliisiine gerek duyduklarimi gosterilmistir (RR:1.79)
(%95 CI 1.24-2.59). Sigara i¢gmeyenlerde (%21) sigara kullananlarda ise anlamlh
sekilde daha diisiik (%14) gebelik oranlarinin bulundugu rapor edilmistir (85).



26

El- Nemr ve ark.(70) 173 kadmin (108 sigara kullanmayan ve 65 sigara
kullanan kadin) IVF siklusunu, retrospektif olarak degerlendirmistir. Ozellikle geng
kadinlar (<36 yas) olmak iizere sigara icen kadinlarda daha yiiksek ortalama bazal
serum FSH konsantrasyonu (p<0.0001) ve sigara i¢cmeyenlere nazaran ovaryan
stimulasyon daha yiiksek gonadotropin dozlaria gereksinim duyuldugu saptanmistir
(p<0.0001). Sigara igmeyenlere nazaran sigara icenlerde daha diisiik ortalama oosit
sayist elde edilmistir (p<0.0001). Kesintiye ugrayan sikliis sayis1 sigara igenlerde
%18.5, sigara icmeyenlerde %8.5 bulunmus ve total fertilizasyon basarisizlig1 sigara
icenlerde %18.5, sigara icmeyenlerde %8.5 olarak saptanmistir. Sigara icenlerdeki
sikliis bagina klinik gebelik oran1 %16.9 iken sigara igmeyenlerde bu deger %21.3 tii.
Sonugta, kadinlardaki sigara igme aligkanliginin over rezervlerini nemli Olciide
diisiirdiigiinii ve erken yaslardaki ovaryan stimulasyonuna karsi yetersiz cevap

vermelerine yol actig1 diisiiniilmiistiir (70).

IL.1.7.b. Sigaramn Erkek infertilitesi Uzerine Etkileri: Sigara i¢menin
sperm kalitesini etkileyip etkilemedigi konusunda endiseler mevcut olmakla birlikte
heniiz bir sonuca varilamamistir. Bazi1 arastirmacilara gore sigara sperm dansite ve
motilitesini bozmakta fakat morfolojiyi etkilememektedir (13). Bazilarina gore sigara
dansite motilite ve morfolojiyi bozmaktadir (14). Yine bazilarina gore sigaranin
hicbir sperm parametresi tizerine etkisi yoktur (15).

Cesitli caligmalar erkegin sigara igme aligkanliginin spermatogenez (Sofikitis
ve ark. (101); Yamamutu ve ark. (91)), sperm fonksiyonu ve erken embriyo gelisimi
(Kapawa ve ark. (87)) tizerindeki etkilerine odaklanmisdir. Sofikitis ve ark. (101)
tiryakilerde goriilene benzer kotinin konsantrasyonlarinin (>400 ng/ml) in vitro
testlerdeki sperm performansim disiirdiigiinii  gosterdiler (hiperosmotik sisme
testleri, sperm penetrasyon deneyi, yiizde motilite ve hiperaktivasyon); ancak ICSI
yontemi kullanildiginda Hamster yumurtasinin fertilizasyonunu etkilenmedigini de
bildirdiler (30).

Diger taraftan ¢esitli calismalarda da sigara dumanina maruz kalmanin sperm
sayisina (Sofikitis ve ark. (101)) veya sperm motilitesine (Dikshit ve ark. (212) ve

Lewin ve ark. (213)) etkisi olmadig1 gosterilmistir (87).
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Vine tarafindan yapilan bir metaanalizde ise, sigara kullaniminin semen
kalitesi iizerine etkisi incelenmis, uzun siireli sigara kullaniminin semen kalitesini
etkiledigi gosterilmistir. Fertil olgularda yapilan 9 calismadan 7’sinde, infertil
vakalarda yapilan 19 c¢alismadan 6’sinda semen kalitesinde 6nemli azalma oldugu
bildirilmistir (88).

Osser ve ark. infertil 250 olguda, sigara i¢enlerde ejakulat voliimiiniin ve total
sperm sayisinin anlamli olarak diisitk oldugunu bulmuslar, motilite ve morfolojide
ise anlamli fark bulamamuislardir (89).

Chia ve ark. 674 infertil hasta iizerinde yaptiklar1 ¢calismada, agir igicilerde
(>20 sigara/giin) sperm dansitesinde diisme ve anormal morfolojide artma
saptamislar, diger degerlerde ise anlamli bir fark bulamamislardir (90).

Yamamato ve ark.’nin ratlarda yaptig1 bir ¢calismada, sigara dumanina maruz
kalmanin, Leyding hiicresi sekretuvar yetmezligi ve epididimal sperm matiirasyonu
ve spermin oositi penetre etme kapasitesinde defeklere neden oldugu bildirilmistir.
Ayrica nikotine maruz kalinmasinin, testis agirlifini ve spermatosit ve spermatit
sayisim diisiirdiigii ve bunu muhtemelen testiste spermatogenez ve steroidogenezin
baslamasi icin gerekli olan pituiter gonadotropinlerin eksikligi ile yaptigi
belirtilmistir. Nikotinin pituiter gonadotropinlerin salinimi i¢in gerekli olan noral
stimulusu baskilayan bir SSS depresorii olmasinin bu etkide rol oynadigi
diistiniilmtistiir (91).

Erkeklerde spermatogenez puberteden ileri yaslara kadar dinamik bir dongii
halinde devam eder. Erkek germ hiicreleri, dis faktorlere kadin germ hiicrelerine gore
daha fazla duyarlidir. Mutasyon orani erkeklerde daha fazladir. Sigara igimi,
spermatozoolarda mayotik igciklenmedeki sorun nedeniyle normal kromozom
sayisinda farklilik yapabilir (92). Bir calisgmada 25 gen¢ erkekde, idrar kotinin
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak X,Y,X-Y,8. kromozomlarda dizomi
saptanmustir (93).

Giinde 20 sigaradan fazla icen erkeklerde XX anoploidi sikligi, igmeyenlere
gore fazla bulunmustur (94). Belcheva ve ark. erkekte sigara kullanimi ile DNA
fragmantasyonuna sahip spermatozoa yiizdesinin arttigi, bununla birlikte bu DNA

hasarinin istatistiksel olarak anlamli olmadigini buldular. Sigara igenlerin sperm
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DNA fragmantasyonundaki bu ilave artis seminal ROS diizeyinin artmasiyla
iliskilendirilmistir (95).

Sun va ark.’nin yaptig1 ¢alismaya gore semen Orneklerinin en az dortte biri
%5 ile %40 arasinda fragmente DNA’ya sahip spermatozoa igermektedir ve erkek
sigara tiryakilerinde sigara i¢cmeyenlere gore bu fragmente DNA’ya sahip
spermatozoalar anlaml derecede fazladir (96). DNA fragmentasyonu sperm motilite,
morfoloji ve sayisi ile negatif korelasyon gostermekte olup azalmis fertilizasyon hizi
ve embriyo klivaji ile iligkilidir (97).

Sigara dumaninin testis mikrosirkiilasyonu ve oksijenizasyonu iizerine etkileri
vardir ve sperm fonksiyonlarimi bu mekanizmalarla bozabilir (98). Sigara i¢imi
hormon seviyelerini etkileyebilir. Testosteron seviyesi yiikselebilir, diisebilir veya
degismeyebilir. Ostradiol seviyelerinin sigara icenlerde diistiigii gosterilmistir (99).

Yapilan bir metaanalizde sigara kullaniminin, sperm konsantrasyonunu %13
disiirdiigic.  bulunmustur  (100). Yardimci iireme yontemlerinin prognozunu
degerlendirmede kullanilan sperm fonksiyon testlerinin (oosit penetrasyon testi,
hipoosmotik sigsme testi) sigaranin miktarina bagli olarak bozuldugu bulunmustur
(101).

Sigara dumanindaki metabolitlerden bazilari seminal reaktif oksijen
radikallerinin (ROS) diizeyini artirabilir. ROS oksidasyon nedeniyle sperm DNA’s1
ve membrane fosfolipidleri icin zararhidir. Sigara icilmesi semendeki lokosit
infiltrasyonunu artirabilir. Lokositler ejakulattaki major ROS kaynagidir (102,103).

Sigara dumanina maruz kalmak Leydig ve Sertoli hiicrelerinde sekretuvar
yetmezlikle sonuclanmakta ve epididimal sperm maturasyon siiresinin bozulmasina
ve spermatozoalarin oositleri penetre etme kapasitesinin azalmasina yol agcmaktadir.
[lave olarak ebeveynin sigara dumanina maruz kalmasi embryonik implantasyon
yetenegini de etkilemektedir (87).

Sigaranin metaboliti olan kadmiyumun, deney hayvanlarinda testikiiler hasara
yol agtig1 ve sperm fonksiyonlari degistirdigi gosterilmistir. Hava yolu ile alinan
kadmiyum testise ulasarak birikir. Testiste vaskiiler endotelde hasara yol agar ve

intratestikiiler 6dem ve hiicreler arasi s1v1 basincinin artisina neden olur (90).
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I1.2. SIGARA, OKSIDATIF STRES, ANTIOKSIDAN SiSTEM VE
REPRODUKTIF SISTEM iLiSKIiSi

I1.2.1. Serbest Radikaller

Baska molekiiller ile cok kolayca elektron aligverisine girerek onlarin
yapisint bozan molekiillere “serbest radikaller” denmektedir. Cesitli patolojik
durumlarda yapimi artan bu iiriinler, hiicresel makromolekiiller ile reaksiyona girerek
hiicre hasarin1 olustururlar. Serbest radikaller, tek elektronlu iki molekiil olusmasi ile
sonuclanan normal molekiildeki kovalen bagin klivaji, normal molekiilden tek
elektron kaybinin olmasi yada normal bir molekiile tek elektron eklenmesi ile

olusabilir (18,19,104).

I1.2.2. Reaktif Oksijen Radikalleri (Reaktive Oxygen Species-ROS)
Reaktif oksijen radikalleri, molekiiler oksijenden tiiremis olup dis
yoriingelerinde bir adet ¢iftlenmemis elektron (e’) igeren, atom ya da molekiillerdir
(105,106). Molekiiler oksijenin tek elektronla indirgenmesi sonucu O, ortaya ¢ikar.
O+e -0,
SOD enziminin katalize ettigi bir reaksiyon ile O, H,0,’ye doniisiir.
20, +2H"—> H,0,+ O,
H,0;, ’den mitokondri i¢inde “Fenton reaksiyonu” ile ‘“hidroksil radikali (OH")
olusmaktadir. Hidroksil radikali ROS iiriinleri arasinda en toksik olanidir ( Sekil I1.2.
), (107). Fe** + H0, — Fe’* + OH"+ OH’
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MOLEKULER OKSIJENIN iINDIRGENMESI

Sekil II.2. Molekiiler oksijenin indirgenmesi.

3.3. Hiicrelerde Serbest Radikal Uretimi

Normal sartlarda organizmadaki serbest radikallerin ana kaynagi mitokondri
veya endoplazmik retikulumdaki elektron transpot zincirinden olan elektron
kacisidir. Iskemi, inflamasyon ve radyasyon gibi etkenler bu iiretimi arttirirlar.
Serbest radikallerin olusturdugu hasara en duyarh olan molekiiller lipidlerdir. Hiicre
membranlar1 poliansatiire yag asitleri yoniinden zengin olduklar1 i¢in kolaylikla
ROS’den etkilenirler. Poliansatiire yag asitlerinin oksidatif destriiksiyonu sonucu bir
zincir reaksiyonu baslar ve bu durum “lipid peroksidasyonu” olarak adlandirilir.
Lipid peroksidasyonu membran lipidlerini etkilemesi nedeni ile membran islevini
bozar ve doku hasarina neden olur (Sekil I1.3. ),(108,109).
LH+R'—> L+ RH
L'+ 0,— LOO*
LOO'+L'H — LOOH + L’
LOOH — LO’,LOO°®, aldehitler

Proteinler ve niikleik asitler ROS saldirisina poliunsatiire yag asitlerine oranla

daha az duyarhdir (108,109).
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REAKTIF OKSIJEN PARTIKULLERI KAYNAKLARI

MITOKONDRILER EKSOJEN
/7 (SOLUNUM ZINCIR1) @

ENDOJEN Kirlilik,
HUCRE ZARI sigara, 151
(PG SENTEZI) soku, iyonize
radyasyon,
pestisidler,
ilaclar...
OKSIDAN SITOKROM P450
ENZIMLER (DETOKSIFIKASYON)

LOKOSITLER (FAGOSITOZ)
SOLUNUM PATLAMASI

Sekil II.3. Reaktif oksijen partikiilleri kaynaklari.

I1.2.4. Serbest Radikallere Karsi Hiicresel Defans

Belirli diizeyi agsmis olan oksidanlara dogrudan etki ederek onlar inaktif hale
getiren bu maddelere “antioksidanlar” denmektedir (Tablo II.3.). Antioksidanlar
hiicre zarinda veya intraselliiler sivida bulanabilecekleri gibi enzim veya non-enzim
yapisinda olabilirler ve genellikle serbest radikal olusumunu engelleyerek veya daha
once olusan partikiilleri etkisiz hale getirerek etki gosterirler (19).

Tablo II.3. Antioksidanlar.

ANTIOKSIDANLAR

DOGAL

ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDAN ILACLAR

Rekombinant h-SOD
Ebselen
Aminosteroidler
Demir selatorleri

ENZIMLER: SOD, Katalaz, Glutatyon peroksidaz, Glutatyon
Rediiktaz, G6PDH, §itokr0m C oksidaz...
MAKROMOLEKULLER: Serloplazmin, Transferin, Ferritin,

. . Sitokinler
Hemoglobin, Myoglobin Ksantin oksidaz inhibitorleri
MIKROMOLEKULLER: Vit. E, Vit. C, Vit. A, Glutatyon, N- o )
[ . [ Mannitol
asetil sistein, Urat, Glikoz, Biluriibin. o
Barbitiiratlar

Flavanoidler...
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Antioksidanlar dort farkli mekanizma kullanarak etki ederler:

(1) Copcti etki (Scavenging effect) : Oksidanlar1 tutup zayif bir molekiil haline
getirip etkisizlestirmektir (dogal antioksidan enzimler, trakeobronsial mukus ve
kii¢iik molekiiller ).

(2) Sondiiriicii etki (Quencher effect) : Serbest radikallerle reaksiyona girilerek
onlara bir hidrojen aktarilmak suretiyle aktivitelerinin sondiiriilmesi ve inaktif hale
getirlmesidir (Vitaminler, flavonoidler).

(3) Onarim etkisi (Repair effect) : Serbest radikallerin hasar verdigi biomolekiiller
birikerek hiicre metabolizmasina ve viabilitesine hasar vermeden temizlenmektedir.
Bu prosese onarim etkisi denilmektedir.

(4) Zincir kiric1 etki (Chain breaking effect) : Hemoglobin, seruloplazmin, agir
mineraller, oksidanlar1 baglar ve zincirlerini kirar (19,106).

Olusan ROS’e kars1 organizma kendini korumak ig¢in siiperoksit dismutaz,
katalaz ve gulutatyon peroksidaz enzimlerini kullanir. Siiperoksit dimutaz enzimi,
siiperoksit radikalinin hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizler:
0,°+0,"+2H"—> H,0,+ 0,

Katalaz hidrojen peroksidi pargalar:

2H,0, — 2H,0 + O,

Glutatyon peroksidaz enzimi ise rediikte glutatyonu kullanarak hidrojen peroksiti
parcalar:

2GSH + H,0, — GSSG +2H,0.

Hiicre membraninda bulunan en onemli zincir antioksidan o-tokoferoldiir. Lipid
peroksil radikaliyle etkileserek lipid zincir reaksiyonunu sonlandirir:

LOO" + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O°

Antioksidan enzimler olusan biitiin oksijen kaynakl radikallerin alinmasinda
timiiyle etkili degildir ve tamir sistemleri yaninda diger defans sistemleri gerekir.
Baz1 proteinler, lipid peroksidasyonundan korunmaya yardimci olabilir. Transferin
gibi proteinlere bagli demir iyonlar1 hidroksil radikali olusumu veya lipid
peroksidasyonunu uyarmayabilir (Tablo 11.4.).

o-tokoferol yaminda yine Onemli bir antioksidan olan askorbik asit

belirtilmelidir. Bunun yaninda [B-karoten, likopen ve retinol stearat antioksidan

olarak sayilabilir (107,110).
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Tablo I1.4. Major antioksidanlarin yapis1 ve etkisi.

ANTIOKSIDAN YAPISI YERI ETKISI
SOD CuZn-SOD Sitozol-niikleus 0,’in H,0,’ye
Mn-SOD Mitokondri dismutasyonu
Cu-SOD Plazma
KATALAZ Tetramerik Peroksizomlar H,0,’nin dismutasyonu
Hemoprotein
GSH Selenoprotein |  Sitozol-mitokondri H,0,’ve lipit peroksitlerin
PEROKSIDAZ rediiksiyonu
GSH REDUKTAZ Dimerik Sitozol-mitokondri GSSG’ninGSH’ya
Protein doniistimii
VITAMIN E Yagda eriyen Lipit memranlar Lipit peroksilleri
vit. Ekstraselliiler sivilar inaktivasyonu
peroksidasyon zincirinin
kirtlmast
VITAMIN C Suda eriyen | Hiicre ici-dis1 sivilar 0, ve OH"indirekt
vit. scavengeri, Vit E
rejenerasyonu
GSH Tripeptid Hiicre ici ve alveoller | O, ve OH"e direkt etkili
enzimler i¢in substrat

Sigara i¢imi sirasinda ¢ok sayida serbest radikal ve reaktif oksijen radikalleri
tiretilir. Serbest radikaller hiicrelerde membran lipidleri, proteinler, karbonhidratlar
ve DNA iizerine cok sayida farkli molekiiller yoluyla oksidatif hasara neden olurlar
(111).

Sigara icenlerde, sigara i¢gmeyenlere gore periferik 16kosit sayisinin daha
yiiksek oldugu calismalarla gosterilmistir. Sigara igenlerin 16kositleri invitro olarak
uyarildiginda daha fazla serbest radikal iretirler (112). Sigara igenlerin
notrofillerinde myeloperoksidaz aktivitesi daha fazladir (113).

Sigara dumaninin gaz faziyla lipid peroksidasyondaki artis arasinda pozitif
korelasyon vardir. Yapilan bir calismada lipid peroksidasyonun 6nlenmesinde, iirik
asidin kiiciik de olsa bir etkisi oldugu bulunmustur. Urik asit demir gibi gecis
metalleriyle selat teskil ederek veya dogrudan radikalle etkileserek antioksidan
etkisini gosterebilir (114).

ROS ‘un nétrofillerde glutatyon sentezini sitimiile ettigi ve bunun yaninda
tilketiminin hizlandig1 gosterilmistir (115). Bir calismada, aktive olmus lokositler

tarafindan iiretilen siiperoksit radikalinin askorbik asit tarafindan temizlendigi ve
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askorbik asidin inflamasyonda oksijen radikal hasarina karsi fizyolojik koruyucu bir
ajan olarak hizmet ettigi bildirilmistir (116).

Baska bir calismada sigara dumanina maruz kalan deney hayvanlarinda,
alveolar makrofajlarda antioksidan enzimlerden SOD ve katalaz enzimlerinin artisi
gosterilmistir (117).

Sigara icenlerde, eristrosit membran stabilitesinin, oksidan strese karsi
korunmasinda 6nemi olan eritrosit glukoz-6-fosfat dehidrogenazin ve antioksidan
savunmada rol alan eritrosit glutatyon peroksidazin enzim aktivitelerinin azaldig da
saptanmistir (118).

Sigara dumanmin etkisiyle proteinlerde degisiklik olustugu ve bu
degisikliklere sigara dumaninin icerdigi radikaller yaninda, radikal olmayan diger
bilesiklerin de etkisi oldugu bildirilmistir (119).

Sigara dumaninin katran fazinda organik bilegikler, kinonlar, polisiklik
aromatik hidrokarbonlar ve serbest radikaller bulunur. Katran radikalleri olarak
kinon (Q), semikinon (QH), hidrokinon (OH,) tanimlanmistir. NADH Kkinon
gruplarii, semikinona indirger (1. basamak). Semikinon oksijene elektron vererek
siiperoksit radikali olusturabilir (2. basamak), hidrojenperoksit olusur (3. basamak).
Metal iyonlar1 eklenmesi oksidasyonu hizlandirirken, SOD eklenmesi NADH’ nin
oksidasyonunu inhibe eder (4. basamak). Metal iyonlar1 eklenmesi ile olusan

hizlanma Fenton tipi reaksiyonlarin sonucudur (5.-6. basamak),(Tablo II.5.).
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Tablo I1.5. Q/QH, polimerlerinin, serbest oksijen radikal tiirlerini

olusturmasi.
(1. basamak) NADH + Q——— > NAD + QH"™
(2. basamak) QH"+0, —> Q+0, +H"
(3. basamak) 20,°+2H" ——> H,0,+ O,
(4. basamak) 20,"+ NADH — > NAD'+ HO,’
(5. basamak) M*™ 20," , M40,
(6. basamak) MYy H,0, S M™+HOe+ HO

Sigara dumaninin gaz fazi yanma sonucu olusan karbon ve oksijen merkezli
serbest radikalleri yiliksek konsantrasyonda igerir. Azot monoksit(NO), ¢ok daha
reaktif olan azot dioksite (NO,) okside olur (1. basamak). Azot dioksit isopren gibi
radikallerle reaksiyona girip karbon merkezli radikaller olusturur (2. basamak). Bu
karbon merkezli radikaller dumandaki oksijenle hizla peroksil radikallerine doniisiir
(3. basamak). Peroksil radikalleri de NO ile alkoksil radikallerini olusturur (4.
basamak),(Tablo I1.6. ),(120).
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Tablo I1.6. Gaz fazinda NO ve NO, nin peroksil ve alkoksil radikallerini

olusturmasi.
2NO+0, — 2NO,’ (1. basamak)
NO'+I ——— KMR (2. basamak)
KMR+0O, — , ROO’ (3. basamak)

ROO'+NO — 5 RO°+NO, (4. basamak)

NO : Azot monoksit

NO, : Azot dioksit

I : Izopren

KMR : Karbon merkezli radikaller
ROO"® : Peroksil radikali

RO® : Alkoksil radikali

I1.2.5. ROS ve Reprodiiktif Sistem

I1.2.5.a. Kadin Reprodiiktif Sistemi ve ROS:

Oksidatif stres memelilerdeki tiim hiicrelerde hasara yol agarlar. Bu nedenle
oositlerin tireme fonksiyonlarimi etkilerler. Oksidatif stres, asirt ROS iiretimi veya
antioksidan savunma mekanizmasinin hasara ugramasi sonucunda ortaya ¢ikar (121).

Oksidatif stresin disi lireme sistemi iizerindeki etkisi ¢ok az arastirilmig bir
konudur. Agarwal ve ark. yaptiklar1 calismalarinda, peritoneal sivilardaki ROS
seviyeleri ile farkli disi infertilite problemleri arasindaki iliskiyi tanimlamaya
calismiglardir (122). Endometriyosis ve idiopatik infertilite olgularinin peritoneal
sivilarinda ROS saptadilardir. Endometriyosis ve kontrol gurubu olgularin arasindaki
ROS seviyesinin farkliligi anlamli olmadigi halde, idiopatik infertilite olgular ile
kontrol grubu arasindaki farklilik anlamli bulunmustur. Bu bulgular, ROS’un
idiopatik infertilitede rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Baska bir calismada, follikiiler sividaki ROS seviyeleri ile oosit matiirasyonu

ve gebelik arasindaki iliski arastinlmistir (123). Arastiricilar follikiiler sivi ROS
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seviyelerinin yardimci iireme tekniklerindeki basariyr ongérmede kullanilabilecek
potansiyel bir belirte¢ oldugunu bildirmislerdir.

Jozwick ve ark. serum ve pre-ovulatuar follikiiler sividaki Oksidatif stres
belirteclerinin seviyelerini karsilastirdilar ve follikiiler sivida daha diisiik diizeylerin
bulundugunu buldular. Calismalarinda gebe ve gebe olmayan kadinlarin follikiiler
sivilarindaki ROS seviyeleri arasinda hicbir anlamhi farklilik bulunamadi.
Fertilizasyon orani ile ROS seviyeleri arasinda da iligki bulunmadigin1 saptadilar
(124).

Oyawoye ve ark. IVF vakalarinda follikiiler stvi ROS seviyelerini arastirdilar
ve basarili sekilde fertilize ve transfer edilen oositlerdeki Oksidatif stres belirteci
seviyelerinin belirgin sekilde diisiikk oldugunu bildirdiler ve ROS’un disi iireme
sisteminde 6nemli bir role sahip oldugunu ifade ettiler (125).

Uterustaki ROS iiretimi, steroid hormonlarin varlig: ile iliskilidir. Uterusta
estradiol, peroksidaz aktivitesinde artisa neden olmaktadir. Peroksidazlarin etkili bir
bakterisidal cevre olusturdugu ve estrojen diizeylerinin kontroliine etki yaptigi
diisiiniilmektedir. Peroksidazlar H;O, ‘i substrat olarak kullanmakta ve H,O,
diizeyleri ise in vitro sartlarda estrojen varliginda artis gostermektedir. H,O, hem
enzimatik hem de non enzimatik yollarla prostaglandinlerin iiretiminde, dogum
eyleminde ve prematiir eylemde rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (126,127,128).

Siiperoksitdismutaz (SOD)‘in oviilasyonda rolii oldugu da diisiiniilmektedir.
Ayrica ROS’in fosfolipazlar aktive ederek oviilasyon i¢in gerekli olan prostaglandin
sentezine katkida bulundugu ve bunun yaninda H,O; ‘in follikiiler atrezi gelisiminde
rolii olabilecegi sanilmaktadir (129,130).

Follikiildeki peroksidasyon yogunlugu serumdan cok daha diisiik seviyede
goziikmekte olup oosit ¢gevresinde etkili bir antioksidan savunmasinin bulunduguna
isaret etmektedir (124). Follikiil sivisinda biriken Ostrojenlerin de antioksidan
savunmaya katkida bulundugu diisiiniilmektedir (131) ayrica follikiil sivisinda
glutatyon peroksidaz aktivitesi yiiksekligi ile oosit fertilizasyon oram arasinda pozitif
korelsyan saptanmistir (132).

Yapilan bir caligmanin sonucunda eksojen gonadotropin uygulanmasinin
follikiil sivis1 demir igerigi tiizerine uyarici etki yapmasinin antioksidanlarla

engellendigi diistiniilmiistiir (133).
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Gametlerin tuba uterinadaki fertilizasyon sahasinda maruz kaldiklar oksidatif
stres derecesi veya insan embriyosunun tiipten uterin implantasyon sahasina
ilerlerken karsilagtig1 oksidatif stres derecesi heniiz tanimlanmamustir; ¢iinkii heniiz
bu ¢evredeki gercek antioksidan durumu bilinmemektedir (26).

Korpus luteum memelilerdeki progesteron iiretiminden ve erken gebeligin
idamesinden sorumludur. Ovaryan dokudaki ROS iiretiminin sonucu olarak luteal
hiicre plazma membrani i¢inde lipit peroksidasyonu olur. Bu durum gonadotropin
reseptorlerinin gozle goriiliir kaybi, siklik AMP olusumunda azalma ve regresyon
fazinda korpus luteumun steroidogenez yeteneginin azalmasiyla da birliktelik
gosterir (134,135).

Kadinlarda uygulanan oral antioksidan tedavisiyle iligkili ¢ok az veri
bulunmaktadir. Erkeklerde oldugu gibi oral antioksidanlarin over, follikiil s1visi, tuba
uterine gibi hedef sahalara ulasip ulasmadigi belirsizdir. Bununla birlikte, nikotin
metabolitlerini kapsayan toksik maddeler bu bolgelere ulasmaktadirlar. Boylece
follikiiler savunmalarin asildig1 ve optimal ilaglar ve dozlar bilinmemesine ragmen
antioksidan tedavisine kompanze edilen belirli sartlarin bulundugunu 6ne siirmek
mantiklidir (26).

Reprodiiktif anlamda oral antioksidanlarin giivenli doz esigi bilinmemektedir.
Yiiksek dozlardaki retinoitler embriyotoksik olabilirler ve noral oluk veya tiip, kas
iskelet sistemi ve iirogenital anomalilere yol agan teratojenik etkiler gosterebilirler.
Yiiksek dozlardaki askorbik asit, ovaryan steroidogenezin inhibisyonuyla birliktelik
gosterir (26).

ROS’un endometriosiste rolii olabilecegi ve ayrica ileri evrelerinde azalmis

fertilite ile iliskili olabilecegi de diisiiniilmektedir (136).
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I1.2.5.b. Erkek Reprodiiktif Sistemi ve ROS

Insan spermatozoasi icin motilite azalmasi, anormal morfoloji, sperm-
yumurta penetrasyonundaki azalmayla sperm fonksiyon bozuklugunu ROS ile
iliskilendiren bir¢ok rapor yayimlanmistir (26).

Sperm membrani poliansatiire yag asidinin yiiksek olmasi nedeniyle ROS’un
olusturabilecegi hasarlara kars1 duyarlidir. H>O;, lipit peroksitleri ve yikim {iriinleri,
sperm i¢in ileri derecede toksiktir ve irreversibl motilite kaybina neden olabilir.
Ancak motilite disgindaki geleneksel semen Ozellikleri oksidatif durumdan
etkilenmemelerine ragmen motilite konusuna yonelik hasar mekanizmasi ¢esitli
erkek infertilite sebeplerinin nedeni olabilir (137,138).

Normal olgularin %15’inde, oligospermik olgularin %40’inda ve spinal
hasara sahip olgulaarin %96’sinda semende yiiksek konsantrasyonda ROS
bulunmustur. Infertil erkekler, fertil bireylere nazaran total antioksidan kapasitesinin
baskilamasina ve daha diisiik bireysel antioksidan seviyesi sergilenmesine daha
yatkindirlar (139,140).

Spontan gebelik insidansi: yiikksek ROS konsantrasyonu sergileyen
oligospermik erkeklerin yaklasik %50’sindeki ROS olusum siireciyle negatif yonde
koreledir (141). Astenozoospermi hastalarinin seminal plazmalarindaki ROS
konsantrasyonu artmis olup ROS kaynakli sperm membran hasar1 da artmistir. Ancak
oksidatif hasarin testis, epididim veya semenden hangisinde ortaya ciktig1 hala
belirsizdir. Defektif spermatogenez neticesinde asir1 miktarda rezidiiel sitoplazma
retansiyonu ile karakterize olan anormal sperm, semendeki ROS kaynagidir (142).
Saflastirilmamis semen Orneklerindeki primer ROS kaynaginin kontamine 16kositler
oldugu yoniinde genel bir kabul bulunmaktadir (143,144).

Siiperoksit dismutaz (SOD)’1n, duktus deferens, prostat, seminal vezikiil gibi
erkek reprodiiktif sisteminde genis dagilimi, 0,” ‘in olumsuz etkilerine karsi, lokal
bir savunma mekanizmasi olabilecegini diisiindiirmektedir (145).

Sperm, cesitli antioksidan yakalayici savunma mekanizmalar1 olusturur. Bu
konudaki temel savunma mekanizmasi, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon-

peroksidaz-rediiktaz sistemidir (146,147).
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Hiicre disindaki SOD, SOD’a baglanmayanlarla karsilastirildiginda daha
uzun motilite gosteren sperm alt grubunun boyun bolgesine baglanir ve hem sperm
baglayan SOD oran1 hem de total SOD aktivitesi ornekler arasinda genis oranda
farkliliklar gosterir; bununla birlikte bu bulgunun herhangi bir reprodiiktif anlama
sahip olup olmadigi hala bilinmemektedir. Goriiniirde islevsel olan bu savunma
mekanizmalarina ragmen matiir spermin yeterince korunamadigi da ileri siiriilmiistiir.
Bunun nedenleri sitoplazma eksikligine bagli olarak SOD benzeri enzimlerin
goreceli eksikligi ile birlikte membrandaki yiiksek konsantrasyonlu doymamis lipit
icerigidir (141).

Bu durum diger biyolojik sivilarin aksine belirgin konsantrasyonlarda SOD,
ksantin oksidaz, nitrik oksit, katalaz, glutatyon peroksidaza ilaveten askorbit asit,
tiol, tirik asit, alfa-tokoferol ve yiiksek seviyede glutatyon iceren seminal plazmadaki
giiclii antioksidan sistemi tarafindan kompanze edilir (148,149,150).

Sperm hiicresi kisith sitoplazmasina ragmen fonksiyonel konsantrasyonda
antioksidan enzim bulundurur. Spermin savunma mekanizmalar sadece fertilizasyon
basarilana kadar spermin survisini teminat altina almaya gerek duyarlar; daha sonra
kadin itireme traktindan uzaklastirilirlar. Bununla birlikte, yetersiz savunmanin
prematiir fonksiyon kaybina yol actigi ve boylece fertiliteyi bozdugu
bilinmektedir.Bu nedenle dengenin kesin sekilde korunmasi1 énemlidir (147,151).

Epididim, sperm depolamasi ve matiirasyonunun optimal bolgesi olup, ayni
zamanda oksidatif saldiriya kars1 korunma saglama kapasitesine sahiptir. Bu yiizden
epididim hem seminal plazmaya katkida bulunur hem de epididimal deponun
korunmasinda rol oynar. Ayrica spermin fonksiyonel kompetansinin aktivasyonunda
onemli olan, bolgeye spesifik antioksidan aktivitesini de saglar (26). Golden
hamsterleri kullanilarak yapilan giincel bir deneyde, cesitli antioksidanlar1 sekrete
eden erkek aksesuar seks bezleri alinmig ve bunun sonucu olarak ozellikle
epididimdeki spermlerde oksidatif hasar artisina bagh olarak DNA fragmantasyonun
arttig1 gosterilmistir (152).

Yapilan bir ¢calismada, ROS olusumuna bagli olarak sperm oosit fiizyonun
olumsuz yonde etkiledigi saptanmistir. Antioksidan bir vitamin olan E vitamininin

ise spermi peroksidatif hasara kars1 korudugu, motilite kaybimi azalttigi, ve yiiksek
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konsantrasyonlarda hamster yumurta penetrasyon testinde sperm performansini
artirdig bildirilmistir (136).

Vitamin A (retinoit ve karotenoid) vitamin E ve/veya vitamin C aliminin
laboratuar ve ciftlik hayvanlarinda reprodiiktif fonksiyonu arttirmada etkili bir
strateji oldugu bildirilmistir (153,154,155).

Farelerde diyetin vitamin C ve E ile zenginlestirilmesi eksojen ovaryan
stimulasyon sonrasinda goriilen yasa bagli ovulasyon oranmindaki diisiisii onlemeye
yardime1 olmugstur. Bu diyet, anne yasinin hem MII igsi hiicre iizerindeki kromozom
dagilimma hem de oositlerin ilk mayotik boliinmesinde gozlenen kromozom
segregasyonuna etkileyerek bunlari notrolize etmistir (156).

Insanlardaki oral suplementasyon vakasi daha tartismalidir. Spermatozoanin
ROS’ne kars1 kendi antioksidan savunma mekanizmasi mevcuttur. Bu nedenle oral
antioksidan verilmesine ihtiya¢ duyulmasi i¢in, erkek ve kadin iireme yollarindaki
spermatozoanin kendi savunma mekanizmasinin yetemeyecegi miktarda oksidatif
stresle  karsilasmast ve verilen bu antioksidanlarin  iireme yollarindaki
spermatazolardaki antioksidan seviyelerini arttirip arttirmadigina baglidir (157,158).

Bazi galismalarda, oral antioksidanlar sigara tiryakilerinde ve erkek faktorlii
infertil hastalarda sperm kalitesini arttirmiglardir. Aym zamanda semeninde yiiksek
diizeyde ROS bulunan saghkli erkekler ile gecmiste yapilan IVF sikluslarindan
diisiik fertilizasyon orani gosteren fertil normospermik erkeklerdeki fertilizasyon
potansiyelini arttirmislardir (22,23,24).

Erkek subfertilite tedavisi olarak oral antioksidan uygulamasinin etkinligi
siiphelidir. Rolf ve ark. prospektif ¢ift kor bir calismada hastalar1 8 hafta siireyle
giinlik vitamin C + E veya plasebo ile tedavi etmisler. Bununla birlikte semen
parametrelerinde  hicbir  degisiklik  gozlenmedigini ve  higbir  gebelik
gerceklesmedigini bildirdiler (25). Bu c¢alismada goriilen etki eksikliginin,
orneklemin kiiciik olmasina, kullanilan vitaminlerin kombinasyonuna, dozuna veya
hasta secimine bagli olabilecegini belirtmislerdir. Vitamin C ve E ayn ayn
verildiginde spermi oksidatif hasara karsi korur; ancak kombine halde oksidatif
hasar1 indiikleyebilir; ciinkii vitamin C belirli sartlarda Fe*>ii Fe**ye indirgeyen
Fenton reaksiyonunu tetikleyerek prooksidan sekilde davranir. Sertoli hiicrelerinde

meydana gelen demir aligverisi spermatogenezde oOnemli bir rol oynadigindan
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vitamin C nin prooksidan etkisinin bu seviyede islev goriiyor olmasi akla yatkindir.
Yine oral vitamin E uygulamasinin seminal plazmadaki konsantrasyonu arttirip
artirmadig1 yoniinde baz1 belirsizlikler bulunmaktadir. Motil sperm yiizdesi elbette
spermin vitamin E konsantrasyonuyla iliskilidir; boylece seminal plazmadaki total
vitamin E konsantrasyonu ile her bir sperm i¢indeki konsantrasyon arasinda herhangi
bir iliski gosterilememis olmasina ragmen, hiicre i¢cinde vitamin E inkorporasyonu

meydana gelebilir (25).

IL.3. E VITAMINI

E vitamini ilk kez 1972 yilinda Evans ve Bishop tarafindan bulunmustur.
Esansiyel ve yagda eriyen bir vitamindir. Vitamin E, alfa, beta, gamma ve delta
tokoferoller ile tokotrienollerden olusan 8 ayri maddenin grup adidir. Alfa tokoferol
en yiiksek biyolojik aktivitesi olan vit E bilesigidir (159,160,161).

Reaktif oksijen partikiillerinin olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 onlemek i¢in viicut tarafindan antioksidan savunma sistemleri gelistirilmistir.
Alfa tokoferol ( E vitamini) antioksidanlardandir (162,163).

E vitamini, insan dokusunda etkisini erken donemde serbest radikalleri
baglayarak, hiicre membranlarin1 serbest radikallerin zararindan koruyarak
yapmaktadir. Biolojik membranlarda bulunan yagda c¢oziinen ve zincir kirici ozelligi
olan en 6nemli antioksidandir (21,164,165).

Vitamin E, hiicre membranlarinda diisitk konsantrasyonlarda bulunmasina
karsin dogada var olan en etkili lipidde erir antioksidandir (166). Vitamin E siddetli
eksikliginde bile diger eksojen ve endojen antioksidanlardan karsilanamaz (167).
Membran fonksiyonu ve yapisinda ©nemli rol oynayan E vitamini hiicre
membranindaki doymamis yag asitlerini koruma 6zelligindedir. Vitamin E’nin alim1
immiin cevab1 giiclendirmektedir. Trombositlerin siklooksijenaz aktivitesini
azaltarak trombosit agregasyonunu diizenler. Ayrica niikleik asid ve protein
metabilizmasinda, mitokondrial fonksiyonlar ve hormonal iiretimde rolii oldugu
gosterilmistir.  Vitamin E, Glutatyon peroksidaz enziminin bir parcast olan
selenyumun  kaybedilmemesinde ve viicutta A vitamininin pargalanmasinin

engellenmesinde de 6nemli rol oynar (168,169).
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Hayvan calismalarinda E vitamininin, anti kanserojen etkileri ile kanser
hiicrelerini secici bicimde tahrip ederek, kanser olusma sikligin1 ve gelisimini
azalttiklar bildirilmistir (170).

E vitamininin trombosit kiimelenmesini azaltti§1 ve trombosit kiimelenmesini
artiran prostaglandinlerin yapimini inhibe ettigi gozlenmistir. Vitamin E aym
zamanda prostasiklin yapimini arttirmaktadir. Trombositler iizerine olan etkisi ile,
ateroskleroz gelistirme egilimini azaltmaya yardimc1 olabilmektedir (171,172).

E vitamininin deney hayvanlarinda beyin, omurilik, kalp, ve karaciger gibi
organlardaki iskemik doku hasarimi 6nledigi gosterilmistir (173).

E vitamini ve diger antioksidanlarin koroner kalp hastaliginda onemli
diizeyde koruyucu ajanlar oldugu gosterilmistir (174).

Serbest radikallerin yaslanma iizerine etkilerini, yeterli bir antioksidan
korumasi i¢in optimal antioksidan alimimu ile engelleyerek, uzun ve saglikli bir hayat
saglayabilecegini gOsteren arastirmalar vardir. Kan akinm Ol¢iimlerinde, antioksidan
alan olgularin beyinlerinde kan akiminin arttigi gozlenmistir. E vitamini aliminin
katarakt olusumunu engellemedigi ancak baslamasini ve gelisimini yavaslattigini

diisiindiiren bulgular vardir (175,176,177).

I1.3.1. Vitamin E’nin Emilimi ve Tasinmasi

Vitamin E’nin absorbsiyonu intestinal yag absorbsiyonu ile birliktedir.
Tokoferol barsaklardan emilerek lenfatik sisteme ulasir ve silomikronlarin bir
komponenti olarak kana gecer ve diisiik dansiteli lipoprotein seklinde taginir. E
vitamini emilimi, yag emiliminin diizeyi ile dogrudan iliskilidir (159,178). o-
tokoferol (%87) insan plazmasindaki en onemli tokoferoldiir. Dokularda en yiiksek
diizeyde yagdan zengin hiicre fraksiyonlarinda bulunur. Ozellikle adipoz doku,
adrenal, hipofiz, testis, trombositler, kalp dokusu, kas, karaciger, over, uterusta
yiiksek miktarlarda bulunur. Normal populasyonda plazma diizeyi 0,5-1,6 mg/dl ‘dir
(179,180).
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I1.3.2. Vitamin E Eksikligi

Normal sindirim, emilim veya diyetle alinan yagin tasinmasi gibi fizyolojik
olaylarla etkilesen durumlarda serum E vitamini diizeyleri diismektedir ( Colyak,
bilier atrezi, kistik fibrozis, abetalipoproteinemi,intestinal rezeksiyon v.b.). Kronik
malabsorbsiyon sendromu vakalarinda, prematiire bebeklerde ve total parenteral
beslenme tedavisi gorenlerde disardan E vitamini ilave edilir. Eksikliginde platelet
agregasyonun artmasi, kanser, ateroskleroz, Alzheimer, Parkinson, kardiovaskiiler,

noromuskiiler disfonksiyon ortaya cikabilir (21,179,180,181,182).

I1.3.3. Vitamin E Toksisitesi
Kronik olarak yiikksek dozlarda alindiginda toksisite goriilebilmektedir.
Ozellikle trombositlerin adezyon ve agregasyonunu azaltir, K vitaminine bagh

pihtilasma faktorlerini inhibe eder (183,184).

I1.3.4.Vitamin E Kaynaklari

Bitkisel yaglar (6zellikle soya, aygicegi, misir, findik yaglari) ve tahillar E
vitamini agisindan zengindir. Sentetik E vitamini ise rasemik alfa-tokoferol veya dl-
alfa-tokoferol stereoizomerlerin bir karistmi olup trimetilhidrokinon’un (TMHQ)
izofital ile kimyasal olarak birlesmesi ile elde edilir. Genel olarak plazma E vitamini
diizeyleri 0,5 mg/dl’den diisiik bireylerde E vitamini eksikligi s6z konusudur. Diyetle
alman giinlilk 10-30 mg E vitamini, serum diizeylerinin normal sinirlarda tutulmasi

icin yeterlidir (179,180,185).

I1.3.5. E Vitamini Antioksidan Ozelligi

E vitamini predominant olarak yag dokusunda bulunmakla birlikle plazma,
eritrosit, trombosit gibi pek cok yerde birikebilir. E vitamini peroksitlenmis
poliansatiire yag asidinin peroksil serbest radikaline, hidrojen transfer ederek lipit
peroksidasyon zincir reaksiyonunu kirmaktadir. Eritrosit membranim H,0O,’ye karsi
korur. Lokositlerde arasidonik asitin lipooksijenasyonunu yonlendirir. Akut donemde
lipit peroksidasyonu ile agiga ¢ikan peroksilipit (ROO®), lipofilik 6zelliginden dolay1
membranda erimis halde bulunan vitamin E ile reaksiyona girer. Glutatyon, lipit

hidroperoksit (ROOH) ile reaksiyona girerek onu etkisiz hale getirir (178,183,186).
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VitE+ROO® — > ROOH + VitE

ROOH + GSH — > GSSG + 2 OH + H,0

Diizeyi artan lipithidroperoksit (ROOH), serbestlesen Fe**, Cu**, Fe**, Cu®,
ile reaksiyona girerek daha giiclii radikallere donmektedir. Dogal enzimler veya GSH
yetersiz ise (0™") ve (H,O,) ortamda serbest olan Fe* veya Cu** katalizorliigiinde
birleserek en giiclii radikal olan (OH®) radikalini olusturmaktadir ( HABER-WEIS
REAKSIYONU);

ROOH + Fe™* veya Cu”'— » ROO" + Fe2*+ H

ROOH + Fe2*veya Cut ——» RO’ + Fe’*+ OH"
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IIL.YONTEM VE GERECLER

Calisma, Eskisehir Osmangazi Universitesi Etik Kurulu’ndan onay alinarak
yapildi (Proje Numarasi: PR-05-11-01-2). Kulanilan BALB-c fareler 12-14 haftalik
ortalama agirliklart 25,19 * 4,34 (min: 17,10; max: 36 ) gr. olan farelerdi. Fareler,
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, DETAM’dan temin edildi. Caligmada
28 disi, 12 erkek fare kullanildi. Deney siiresi 10 hafta idi. Erkek ve disi fareler ayr
kafeslerde tutularak, temel olarak sekiz deney grubu olusturuldu.

Deney Gruplari:

A, grubu (KD): Kontrol disi fareler (n=7)

B, grubu (SDD): Sigara dumanina maruz birakilan disi fareler (n=7)

C, grubu (AOD): Antoksidan (Vitamin E) verilen disi fareler (n=7)

D, grubu (SDAOD): Sigara dumani ile beraber antioksidan (Vitamin E ) verilen disi
fareler (n=7)

A, grubu (KE) : Kontrol erkek fareler (n=3)

B, grubu (SDE): Sigara dumanina maruz birakilan erkek fareler (n=3)

C, grubu (AOE): Antoksidan (Vitamin E) verilen erkek fareler (n=3)

D, grubu (SDAOE) : Sigara dumani ile beraber antioksidan (Vitamin E ) verilen
erkek fareler (n=3)

Sekil. III.1. Fareleri sigara dumanina maruz biraktigimiz kafesin goriiniimii (Resim
A,B,C,D).
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Deney hayvanlarimi kafesleri ile beraber icine yerlestirmek ve sigara
dumanina maruz birakmak amaciyla, 150X120X80 cm boyutlarinda tahtadan, 6n
tarafinda 2 adet kapagi ve 15X15 cm boyutlarinda penceresi (acilip kapanabilir)
bulunan, pencerenin i¢ tarafinda 20X 10 cm boyutlarinda bolmesi bulunan (kiil tablasi
ve sigara makinasin yerlestirmek igin), tavanmna da 3 cm c¢apl 15 adet deligi
bulunan 2 adet kafes yapildi (A ve B kafesleri). Kafeslerin yan kisimlar1 hayvanlari
disaridan gozlemleyebilmek amaciyla naylonla kaplandi. Geri kalan kisimlarda sunta
kullanildi. Ayrica kafeslerin tavanina agilan deliklerle fazla olan sigara dumaninin
disariya yonlenmesi saglandi. Boylece ortamdaki sigara dumani miktarinin asiri

degisimi engellendi (Sekil. III.1.),( Tablo IX).

Sekil III.2. Sigara makinesi. (Resim E,F).

A kafesine B;,D;,B,,D, deney gruplan yerlestirildi. B kafesine A;,Ci,A7,Cs
gruplan yerlestirildi (Sekil II1.3).

Sekil III.3. Fare kafeslerinin deney ortamina yerlestirilmesi (Resim G,H).
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Deney siiresince (10 hf.) hayvanlar normal ¢cesme suyu ve Oguzlar® Yem
Fabrikasi’'ndan elde edilen yemlerle beslendi ( icerigi: Kuru madde %88, Ham
protein %14, Ham selliloz %11, Ham kil %10, Hcl c¢ozilmeyen kil %2,
Kalsiyum%1,3-2, Fosfor %1, Sodyum %0,5-1, NaCl %1, A vitamini 10000 1U/Kg,,
D3 Vitamini 1000IU/Kg,, E Vitamini 30mg/Kg).

A kafesi (By,D,B;,D, deney gruplar1), 10 hafta siireyle sigara dumanina
maruz birakildi. A kafesinin pencere boliimiiniin arkasinda bulunan bdlmeye kiil
tablas1 ve sigara makinasi yerlestirildi. Her giin saat 09.00’ da baslayarak 20 dk
aralarla sigara yakilarak sigara makinasina konuldu. Boylece A kafesinde bulunan
fareler giinliik olarak, 10 hafta siiresince 20 sigara/giin sigara dumanina maruz
birakildilar. Yine hergiin saat 09.00, 12.00 ve 15.00’de Testo t350 XL cihaz ile
kafesin i¢indeki sicaklik ve O,, CO, NO, NO,, SO, konsantrasyonlar1 ol¢iildii
(Tablo IIL.3.). Antioksidan (vitamin E) almas1 planlanan deney hayvanlarma (C;,D;,
C,,D,) hergiin aym saatte (st:15.40) baslayarak 50 mg/kg’dan intraperitonal (i.p.) E
vitamini (Evigen, Aksu Farma®; 300 mg dl- Alfa Tokoferol Asetat) enjeksiyonu
yapildi. Diger gruplara (A;,B;, Az,By) aym1 dozda %0.9 NaCl intraperitoneal (i.p)
enjeksiyon yapildi (Sekil I11.4.).

Farelere intraperitoneal E vitamini ve serum fizyolojik enjeksiyonu i¢in bu
maddeler uygun dozlarda PPD enjektorlerine cekilerek hazirlandi. Yardimci
tarafindan fare ense ve kuyrugundan karin kismi yukar1 gelecek sekilde tutuldu.
Barsaklara zarar vermemek amaciyla penset yardimiyla cilt yukar1 kaldirilarak 45°

aciyla enjeksiyon yapildi (Sekil 111.4.).

Sekil I11.4. Farelere intraperitoneal enjeksiyon uygulamasi (Resim I).
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Sigara makinast EOGU Makine Miihendisliginde Boliimiinde yapildi. Sigara
makinesi 12x5x5cm boyutlarinda demir levhanin dikdortgen prizma sekline
getirilmesi ile yapildi. Dikdorgen prizmanin bir ucu kapatilirken diger ucuna 12 volt
ile calisan bir fan yerlestirildi. Govde kismina silindir seklinde sigaranin
yerlestirilecegi bir aparat takildi. Boylece yakilan sigara fan yardimiyla emis
yapilarak ortama verilmesi saglanmis oldu (Sekil.IIL.2.).

Sigara olarak Uzun Samsun® sigaras1 ( Zifir:15 mg; Nikotin: 1 mg; Karbon
Monoksid:14 mg; Uzunluk:100 mm) kullanildi.

Testo 350 cihazi yine EOGU Makine Miihendisligi Boliimii’nden temin
edildi. Bu cihaz Italya menseili olup yanma gazlarinin 6lciilmesinde
kullanilmaktadir. -40 ile 1200°C’da ¢alisabilmektedir. Gazlarin Slgiim araliklart CO:
0-10,000 ppm, NO:0-3,000 ppm, NO;: 0-500 ppm, SO,: 0-5,000 ppm’dir (Sekil
1L.5.).

Sekil IIL.5. Testo 350 cihazi (Resim J).

Deneysel olarak IVF planlanan farelere optimal FSH, hCG ve post hCG-OPU
siiresini belirlemek ve maksimum sayida oosit elde edebilmek amaciyla 6n calisma

yapildi.
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II1.1.ON CALISMA

Balb-C Tiirii Deney Farelerinde Kullanilan Gonadotopin Dozu ve Post-
hCG Siiresinin Oosit Olusturulmasi Uzerine Etkisi:

III.1.a.Giris: Kemiriciler, insan IVF yeni uygulama protokolleri, embriyo

toksisitelerinin belirlenmesi, deneysel tiim c¢alismalar gibi insan oositleri ile
gerceklestirilemeyecek tiim arastirmalar i¢in ¢ok iyi bir kaynaktir. Ancak fare, sican,
tavsan, kobay gibi her bir kemiricinin ovulasyon indiiksiyonuna verdigi farkli
yanitlar s6z konusudur. Ayrica herbir tiiriin ayr soylar1 da farkli yanitlar vererek bu
farklilig1 artirmaktadir.
Bu durum her bir kemirici soyunda uzun c¢aligsmalar sonucunda en verimli ovulasyon
indiiksiyonu protokoliinii bulmay1 getirir. Bu nedenle deneysel calismalarimizda
kullandigimiz inbred Balb-C fareler i¢in normal ve yiiksek dozlar ile normal ve uzun
sireleri karsilastirarak, bu fareler icin optimal doz ve siirenin saptanmasi
amaclanmstir.

II1.1.b.Yontem ve Gerecler: 1.grupta, 6 adet 14-16 hafta, 18-25 gram Balb-
C disi fareye 30IU FSH (Puregon, Organon®) i.p. (intraperitoneal) enjeksiyonu
uygulandi. FSH enjeksiyonundan 48 saat sonra 30 IU HCG (Pregnyl,Organon®)
i.p. enjeksiyonu yapildi. HCG enjeksiyonunu takip eden 12. saatte, stereo mikroskop
altinda tuba uterinanin ampula bolgesinden fare oositleri toplandi.

2. grupta ise grupta, 6 adet 14-16 hafta, 18-25 gram Balb-C disi 100 IU FSH
i.p.enjeksiyonu uygulandi. FSH enjeksiyonundan 48 saat sonra 100 IU HCG i.p.
enjeksiyonu yapildi. HCG enjeksiyonunu takip eden 12. saatte, stereo mikroskop
altinda tuba uterinanin ampula bolgesinden fare oositleri toplandi.

3. grupta 28 adet 14-16 hafta, 18-25 gram Balb-C disi 200 IU FSH i.p.enjeksiyonu
uygulandi. FSH enjeksiyonundan 48 saat sonra 200 IU HCG i.p. enjeksiyonu
yapildi. HCG enjeksiyonunu takip eden 15-17. saatte, arasinda stereo mikroskop
altinda tuba uterinanin ampula boélgesinden fare oositleri toplandi.

Hesaplamalarda SPSS for Windows 13 kullanildi. Gruplar arasindaki farkin
saptanmasinda Kruskal Wallis Oneway ANOVA on Ranks testi kullanildi. Hangi
grup ya da gruplarin farkli oldugunun saptanmasinda POST HOC testlerden Dunn’s
testi kullanildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IIL.1.c.Bulgular: 1. grupta 6 adet oosit, 2. grupta 46 adet oosit, 3. grupta ise
434 adet oosit toplandi. Birim disi fareye diisen oosit acisindan 1. grupta hayvan
basina 1 oosit, 2. grupta hayvan basina 7.6 oosit, 3. grupta hayvan basina 15.5 oosit
toplandi(Tablo VII). Gruplar arasinda énemli diizeyde fark bulunmustur ( H=19,47;
P<0,001""). Bu fark ise 1. ile 3. ve 2. ile 3. gruplar arasindadir (P<0.05"). 1. ile 2.
gruplar arasinda fark bulunamamistir (P>0,05™%),(Tablo IIL.1).

Tablo III.1. On calismanin bulgulari.

Hayvan FSH HCG Post-HCG, Toplanan oosit | Hayvan
Sayisi (n) | (IU) (I0) OPU siiresi | sayist (n) basina diisen
(saat) oosit (n)

1. 6 30 30 12 6 1

Grup

2. 6 100 100 12 46 7,6

Grup

3. 28 200 200 15-17 434 15,5

Grup

On calismamizin sonuglarina gore, deneysel ¢alismamizda Balb-c fareler14-
16 haftalik olarak se¢ildi. Elde edilen oosit sayisinin FSH ve hCG dozlari ile orantili
olarak arttig1 ve en yiiksek oosit sayilarinin 200 IU FSH, 200 IU hCG dozlarinda elde
edildigini gordiik. Bu nedenle deneysel caligmamizda farelere estrus sikluslari
gozard1 edilerek 200 IU FSH enjeksiyonunu takiben 48 saat sonra 200 IU hCG
enjeksiyonu yapildi. Ayrica hCG enjeksiyonu sonrasinda OPU i¢in bekleme siiresi de
elde edilen oosit sayisi ile iligkili goriilmektedir. Deneysel ¢alismamizda OPU, hCG

enjeksiyonundan sonra 15-17 saatler arasinda yapilmistir.

III.2.DENEYSEL CALISMA

28 adet BALB-C disi fareye 200 IU FSH (Puregon, Organon®) i.p.
enjeksiyonu uygulandi. FSH enjeksiyonundan 48 saat sonra 200 IU HCG
(Pregnyl,Organon®) i.p. enjeksiyonu yapildi. HCG enjeksiyonunu takip eden 15-17
saatte, fareler yiiksek konsantrasyonda eter bulunan kapali bir kavanozda tutularak
oldiiriildii. Islemi takiben hemen, laparotomi uygulanarak, tuba uterina-over kesilerek
cikarildi (Sekil IIL6.). Isleme stereo mikroskop altinda devam edilerek tuba

uterinanin ampula bolgesinden fare oositleri toplandi.
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Sekil II1.6. Disi farelerde laparotomi ile tuba uterina-over kesilerek
cikarilmasi (Resim K).

Toplanacak oositlerin kiiltiirlenecegi 4 kuyulu petrilere (fertilizasyon
medyumu, %10 Albuminli G-Fert, GIII®, Vitrolife ) medyumlar her bir géze 700 pl
olarak paylastirllip daha onceden hazirlanmig inkiibatérde bir gece ekilibrasyona
birakildi. Boylece medyum ortami 37 C sicaklik, %6 CO2 ve nemli ( %95) hale
getirildi. Ayrica HEPES buffer sistemli oosit ve sperm yikama medyumu, steril
flasklara konuldu. Ekilibrasyon i¢in kapagi kapali inkiibatore kaldirildi.

Bunun i¢in fare tuba uterinalarr HEPES (MHTF-HEPES®, Irvine Scientife,
%10 Sentetice Serum Suplement ) icerikli yikama soliisyonuna alinip ampulla
bolgeleri ince igne uclariyla (PPD enjektor uclari) ile mikroskop altinda kesildi.
Petride sayilarak toplandi. Her deney grubu i¢in islem, ayr1 ayr bir petride yapilarak
oositler toplandi.

12 adet erkek BALB-C , fare aym sekilde yiiksek konsantrasyonda eter
bulunan kapali bir kavanozda tutularak oldiiriildii. Islemi takiben hemen, laparotomi
uygulanarak, testisleri kesilerek cikarildi (Sekil II1.7.). Her deney grubu i¢in ayri
petri kullanilarak isleme stereo mikroskop altinda devam edildi ve farelerin
epididimleri, 90 derece a¢1 verilmis igne uglar1 (PPD enjektor uglan) ile ozellikle
kauda epididimis ve vasa deferensten spermler sivazlanarak toplandi. Uzerine kiiltiir
medyumu eklenip santrifiij edildi. Dip tortu alimip yine kiiltiir medyumu eklenip
inkiibatorde inseminasyon saatine kadar bekletildi. In vitro olarak 3 saat siire ile
olgunlastirilmis (in vitro maturation) oositlere, her bir oosite 7 ul olacak sekilde
hazirlanmis sperm soliisyonu eklendi ve fertilizasyon icin inkiibatore kaldirildi.
Boylece daha once belirtilen farkli deney gruplarimin birbirleriyle carprazlanmasi

sonucu 16 adet calisma grubu elde edildi (Tablo IIL.2.).
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Sekil II1.7. Erkek farelerde laparotomi ile testislerin ¢ikarilmasi (Resim L).

Ertesi giiniin ihtiyaci olacak medyumlar hazirlanarak daha once anlatildigi
sekilde bir gecelik ekilibrasyona birakildi.

Oositlerinin dollenme kontrolii yapildi. Her bir oosit dollenme kriteri olan iki
proniikleus ve iki polar body acisindan degerlendirildi. Dollenen ve dollenmeyen
oositler her bir gruba gore sayisal olarak belirlendi ve her bir grubun da fertilizasyon
oranlarn ¢ikarildi. Fertilize oositler 1-3. giin gelisim medyumunda ( Vitrolife GI-III®
) 44. saate kadar kiiltiirlendi. Ikinci giin igin, Klivaj gosteren embriyolarin fertilize
oositlere oran1 seklinde klivaj oranlar c¢ikarildi ve klivaj gésteren embriyolar {igiincii
giine kadar takip edildi. Embriyolarmin ii¢iincii giin in vitro embriyo Kiiltiirii
sonuclarina gore embriyo gelisim oranlart ¢ikartildi. Bu oran yanisira arrest,
dejenerasyon oranlar1 ve canlilig1 siiren embriyolarin gradeleri saptand: (Sekil. II1.8-
15).
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Sekil III.8. Ovaryumdan primer follikiil (M) ve hCG 6ncesi profaz evresinde
(Germinal Vezikiil, Gv) fare oositi (N) (orijinal biiyiitme X 40
inverted mikroskop mikrograf).

Sekil II1.9. hCG sonrasi 17.saatte metafaz evresinde tubal oosit (P) ve
epididimal fare spermleri (R) (orijinal biiyiitme X 40 inverted

mikroskop mikrograf).

Sekil III.10. IVF sonrasi fertilize olmamus fare oositi (orijinal biiyiitme x 40

inverted mikroskop mikrograf).



Sekil III.11. IVF sonrasi fertilize olmus fare oositi (orijinal biiyiitme x 40

inverted mikroskop mikrograf).

Sekil III.12. 3. giinde genellikle morula evresinde grade I fare embriyolar:

(orijinal biiyiitme x 40 inverted mikroskop mikrograf).
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Sekil III.13. 2. giinde klivaj gdstermeyen arrest (T) veya klivaj gostersede
skoru diisiik (V) ya da dejenere fare embriyosu (orijinal biiyiitme

x 40 inverted mikroskop mikrograf).

Sekil III.14. 3. giine kadar gelisimini siirdiirmiis ancak skoru diisiik yada

dejenere fare embriyolan (orijinal biiyiitme x 40 inverted

mikroskop mikrograf).
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Sekil III.15. 2. giinde skoru yiiksek embriyolar (orijinal biiyiitme x 40
inverted mikroskop mikrograf).

Tablo I1.2. Caligma gruplari.

A, grubu B> grubu C, grubu D, grubu
(KE) (SDE) (AOE) (SDAOE)
A\ grubu 1. grup 2. grup 3. grup 4. grup
(KD) (KDKE) (KDSDE) (KDAOE) (KDSDAOE)
B, grubu 5. grup 6. grup 7. grup 8. grup
(SDD) (SDDKE) (SDDSDE) (SDDAOE) (SDDSDAOE)
C, grubu 9. grup 10. grup 11. grup 12. grup
(AOD) (AODKE) (AODSDE) (AODAOE) (AODSDAOE)
D, grubu 13. grup 14. grup 15. grup 16. grup
(SDAOD) (SDAODKE) (SDAODSDE) (SDAODAOE) (SDAODSDAOE)




58

Calisma gruplarimiz; kontrol grubu, sigara dumanina maruz birakilan, E
vitamini verilen ya da E vitamini ile beraber sigara dumanina maruz birakilan disi ve
erkek farelerden elde edilen oosit ve spermlere deneysel IVF yapilmasi ile elde edildi
(Tablo IIL.2.).

Calisma Gruplar::

1.grup(KDKE): Disi (kontrol) ; Erkek (kontrol)

2.grup(KDSDE): Disi (kontrol) ; Erkek (sigara dumani)

3.grup(KDAOE): Disi (kontrol) ; Erkek (E vit.)

4.grup(KDSDAOE): Disi (kontrol) ; Erkek (sigara dumani + E vit.)

5.grup(SDDKE): Disi (sigara dumani) ; Erkek (kontrol)

6.grup(SDDSDE):  Disi (sigara dumani) ; Erkek (sigara dumani)
7.grup(SDDAOE):  Disi (sigara dumani) ; Erkek (E vit.)
8.grup(SDDSDAOE):Disi (sigara dumani) ; Erkek (sigara dumani + E vit.)
9.grup(AODKE): Disi ( E vit.) ; Erkek (kontrol)

10.grup(AODSDE): Disi (E vit.) ; Erkek (sigara dumani)

11.grup(AODAOE): Disi (E vit.) ; Erkek (E vit.)

12.grup(AODSDAOE):Disi (E vit.) ; Erkek (sigara dumani + E vit.)

13.grup(SDAODKE):Disi (sigara dumani + E vit.) ; Erkek (kontrol)

14.grup(SDAODSDE): Disi (sigara dumamn + E vit.) ; Erkek (sigara dumani)

15.grup(SDAODAOE): Disi (sigara dumani + E vit.) ; Erkek (E vit.)

16.grup(SDAODSDAOE): Disi (sigara dumam + E vit.) ; Erkek (sigara
dumani + E vit.),(Tablo II1.2.).
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Tablo II1.3. Sigara dumanina maruz birakilan kafesdeki ortamdaki gazlarin

baslangig, 3.saatve 6. saat dagilimlart.

KONTROL 3.SAAT 6.SAAT 3. ve 6.saat
(Saat 9.00) (saat 12.00) (saat 15.00) degerlerinin
karsilagtirilmasi
(L) | (p)
0, (%) 21 20.94 +0.0328 20.92 +0.0551 t=2.31 P=0.022"
(min: 20.88; max: 21.02) (min: 20.63; max:
20.97)
[¢0) 0 28.24 + 6.37 36.60 + 8.48 T=6.67 | P=0.000
(ppm) ( min: 16; max: 42) (min: 18; max: 67)
NO 0 1.10 £ 0.66 1.12+0.61 T=0.19 | P=0.85"
(ppm) (min: 0; max:2) (min: 0; max: 2)
NO, 0 0.9+0.18 0.15+0.32 7=2.06 | P=0.039"
(ppm) (min: 0; max:1) (min: 0; max:2)
SO, 0 0.45+0.50 0.52+0.50 7=0.75 | P=0.45"
(ppm) (min: 0; max: 1) (min: 0; max: 1)
ORTAM | 21+1.30 20.59 +1.39 20.81+£1.26 T=0.75 | P=0.322"™
SICAKL | (min: 19; | (min: 18.20; max: 24.00) | (min: 18.90; max:
IGI(C) | max:24) 23.30)

Sigara dumanina maruz birakilan kafesteki, ortamda bulunan yanma
gazlarinin konsantrasyonlarini, ortamin O, konsantrasyonunu ve sicakligini hergiin
saat 9.00 (kontrol), 12.00 ve 15.00’de Testo t350 XL cihazi ile olgtiik. Olciimlere
baktigimizda saat 9.00 da O, konsantrasyonu % 21 iken giin icerisinde azalmaktaydi.
3. saat ve 6. saat yanma gazlarnim karsilastirdigimizda sigara dumanm maruziyeti ile
ilgili olarak O, konsantrasyonu azalirken (P=0.022*), CcO (P=0.000***), NO,
(P:0,039*) konsantrasyonlar1 artmaktaydi. NO, SO, ve ortamin sicakliginda anlaml
diizeyde bir degisiklik saptanmadi (Tablo I11.3.).

Tiim bulgular hazirlanan ©zet tablolara aktarildi. Calisma gruplarinin
ovulasyon indiiksiyonu ile elde edilen oosit sayilari, fertilizasyon orani, klivaj orani,
Istatistiklerin

embriyo gelisim oranlar1 istatistiksel

SPSS for Windows 13.0 ve MINITAB 14.0 programlari

olarak karsilagtirild.
hesaplanmasinda
kullanildi.Ol¢iimsel degiskenler ortalama #+ standart sapma (min, max ) olarak
verildi. Istatistiksel karsilastirmalarda t testi (Independent Samples t test), Mann
Whitney U Testi, two proportion testlerinden normal dagilim gosteren verilere Z
testi, normal dagilim kosulunu saglamayan verilere ise kikare testi yapildi. P<0.05

istatistiksel anlamli kabul edildi.
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IV.BULGULAR

Sigara dumanimin ve antioksidan Ozelligi olan vitamin E’nin in vitro
fertilizasyon parametreleri (fertilizasyon orani, klivaj orani, embriyo gelisim orani)
izerine olan etkilerini inceledigimiz c¢alismanin genel sonuglar1 Tablo IV.1’de
verilmistir. Sigara dumaninin fertilizasyon parametreleri iizerine etkisini Tablo V.2’
de, sigara dumanina maruz birakilan farelerde E vitamini kullaniminin fertilite
parametreleri iizerindeki etkileri Tablo IV.6’da, ayrica E vitamininin fertilizasyon

parametreleri iizerine etkileri Tablo IV.10’da gosterilmistir.
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Tablo IV.1. Calisma gruplarina gore genel sonuglar.

CALISMA Oosit Fertilizasyon Klivaj Embriyo 3. glin embriyo dagilimi
GRUPLARI sayist Orani Orani gelisim
(n) (%.n) (%.n) orant GI* GH* GHI* DEJENE | ARREST | TOPLAM
(%.n) RE (%.n) (n)
(%.n) (%.n) (%.n) (%)
1. grup 20 %85 %88 %75 %26 %40 - %20 %13 15
(KDKE)* 17 15 15 4 6 - 3 2
2. grup 16 %68.7 %90 %62.5 %20 %60 %20 - - 10
(KDSDE)* 11 10 10 2 6 2 - -
3. grup 23 %73.9 %88.2 %65.2 %33.3 %20 %26 %6 %4 15
(KDAOE)* 17 15 15 5 3 4 1 2
4. grup 24 %62.5 %86.6 %54.1 - %15.3 %23 %61.5 - 13
(KDSDAOE)* 15 13 13 2 3 8 -
5. grup 25 %36 %88 %32 %12.5 %12.5 %37.5 %25 %12.5 8
(SDDKE)* 9 8 8 1 1 3 2 1
6. grup 29 %20.6 %83.3 %17.2 %20 %20 %40 %20 - 5
(SDDSDE)* 6 5 5 1 1 2 1 -
7. grup 31 %51.6 %68.7 %35.4 %9 %27 %36 %9 %18 11
(SDDAOE) 16 11 11 1 3 4 1 2
8. grup 31 %19.3 %83 %16.1 %20 %20 %40 %20 - 5
(SDDSDAOE)* 6 5 5 1 1 2 1 -
9. grup 16 %81.2 9%92.3 %75 %33.3 %33.3 %25 %8 - 15
(AODKE)* 13 12 12 4 4 3 1 -
10. grup 19 %21 %50 %10 - - - - %100 2
(AODSDE)* 4 2 2 - - - - 2
11. grup 16 %431 %71.4 %31.2 - %40 %60 - - 5
(AODAOE)* 7 5 5 - 2 3 - -
12. grup 13 %23 %100 %23 - - %100 - - 3
(AODSDAOE)* 3 3 3 - - 3 - -
13. grup 25 %20 %60 %12 %66.6 - - %33.3 - 3
(SDAODKE)* 5 3 3 2 1 -
14. grup 25 %20 %60 %12 %66.6 - - %33.3 - 3
(SDAODSDE) 5 3 3 2 - - 1 -
15. grup 16 %25 %50 %12.5 - %100 - - - 2
(SDAODAOE)* 4 2 2 - 2 - - -
16. grup 19 %5 - - - - - - - -
(SDAODSDAOE) 1 - - - - - - -

*: Bkz. Calisma gruplari( Tablo II1.2.)
" : Grade LILIII




Tablo IV.2. Sigara dumanina maruz Balb-c farelerde sigara dumaninin fertilite

parametreleri tizerindeki etkileri.
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CALISMA Oosit Fertilizasyon Klivaj Embriyo Saglikli Embriyo Dagilim1 3. Giin Embriyo Dagilim1
GRUPLARI sayis1 Orani Orani Gelisim
(%.n) (%.n) Orani GI GII GIII GI GII GIII DEJ. ARR. TOP.
(%.n) (%.n) (%.n) (%.n) (%.n) (%.n) (%.n) | (%.n) (%.n) (n)
1. grup 20 %85 %88 %75 %20 %30 - %26 %40 - %20 %13 15
(KDKE) 17 15 15 4 6 - 4 6 - 3 2
5. grup 25 %36° %88 %32° %4 %4 %12 %12.5 %12.5 %317.5 %25 %12.5 8
(SDDKE) 9 8 8 1 1 3 1 1 3 2 1
2. grup 16 %68.7 %90 %62.5 %12.5 %317.5 %12.5 %20 %60 %20 - - 10
(KDSDE) 11 10 10 2 6 2 2 6 2 - -
6. grup 29 %20.6° %83.3 %17.2° %3 %3 %6 %20 %20 %40 %20 - 5
(SDDSDE) 6 5 5 1 1 2 1 1 2 1 -

a: (1.grup/5.grup; fertilizasyon orani)= p<0.01 i

b: (1.grup/6.grup; fertilizasyon orani)= p<0.001""

c: (1. grup/5.grup; embriyo gelisim orani)= p<0.01**
d: (1.grup/6.grup; embriyo gelisim orani)= p<0.001***

Sigara dumanina maruz birakilan  Balb-c farelerde sigara dumaninin
fertilizasyon oranlan {iizerine etkilerini inceledik. Fertilizasyon oranlar1 kontrol
grubunda (1.grup) %85, disilerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (5. grup)
(%36) erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (2. grup) (%68.7), hem disi
hem de erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (6. grup) (%20,6) olarak
bulundu (Tablo IV.2). Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda disilerin
sigara dumanina maruz kaldig1 grupta fertilizasyon orani kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalmaktaydi (P=0.002, P<0.01""). Erkeklerin sigara dumanina
maruz birakildigi grupta fertilizasyon oraninda kontrol grubuna gore anlamh diizeyde
degisiklik olmazken (P=0,422, P>0.05NS), hem disi hem de erkeklerin sigara
dumanina maruz birakildigi grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede azalma

(P=0.000, P<0.001""") saptadik (Tablo IV.3.).




Tablo IV.3. Sigara dumaninin fertilizasyon orani iizerine etkisi.

Fertilizasyon 1.grup S5.grup 2.grup 6.grup
orant (KDKE) (SDDKE) (KDSDE) (SDDSDE)
1.grup P<0.01" P>0.05™ P<0.001"
(KDKE)
5.grup P<0.05 P>0.5™
(SDDKE)
2.grup P<0.001""
(KDSDE)
6.grup
(SDDSDE)
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Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin klivaj
oran iizerine etkilerini inceledik. Klivaj oranlarini, kontrol grubunda (1.grup)
(%88), disilerin sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (5. grup) (%88), erkeklerin
sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (2. grup) (%90) , hem disi hem de erkeklerin
sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (6. grup) (%83,3) olarak bulduk (Tablo IV.2).
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore, disilerin,

erkeklerin ve hem disi hemde erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig1 gruplar

arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05NS),(Tablo IV.5).

Tablo IV 4. Sigara dumaninin klivaj orani iizerine etkisi.

Klivaj oram 1.grup S.grup 2.grup 6.grup
(KDKE) (SDDKE) (KDSDE) (SDDSDE)
1.grup P>0.05"" P>0.05"° P>0.05""
(KDKE)
5.grup P>0.05™ P>0.05™
(SDDKE)
2.grup P>0.05™
(KDSDE)
6.grup
(SDDSDE)

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin embriyo
gelisim orani iizerine etkilerini inceledik. Embriyo gelisim oranlari, kontrol
grubunda (1.grup) (%75), disilerin sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (5. grup)
(%32), erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (2. grup) (%62.5), hem

disi hem de erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (6. grup) (%17.2)
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bulundu (Tablo IV.2). Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda disilerin
sigara dumanina maruz kaldigi grupta embriyo gelisim oran1 kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalmaktaydi (Z=3,20, P<0.01**). Erkeklerin sigara dumanina
maruz birakildigi grupta embriyo gelisim oraninda, kontrol grubuna gore anlamli
diizeyde degisiklik olmazken (Z=0,81, P>0.05™), hem disi hem de erkeklerin sigara
dumanina maruz birakildigi grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede azalma

(Z=4,83, P<0.001""") saptadik (Tablo IV.5.).

Tablo. IV.5. Sigara dumaninin embriyo gelisim orani iizerine etkisi.

Embriyo gelisim | 1.grup 5.grup 2.grup 6.grup

orani (KDKE) (SDDKE) (KDSDE) (SDDSDE)
1.grup P<0.01" P>0.05™ P<0.001""
(KDKE)

5.grup P<0.05 P>0.5™
(SDDKE)

2.grup P<0.001""
(KDSDE)

6.grup

(SDDSDE)

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin 3.
giinde gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi orami iizerine etkilerini inceledik.
Toplam embriyo sayisina gore 3.giinde, kontrol grubunda (1.grup) (%26 ) olan grade
I saglikli embriyo gelisimi; sigara dumanina maruz kalmis disilerle elde edilen grupta
(5. grup) (%12.5), erkeklerle elde edilen grupta (2. grup) (%20) olarak bulundu.
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore, disilerin ve
erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig1 gruplar arasinda anlaml fark saptamadik

(P>0.05™%), (Tablo IV.2.).
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Tablo IV.6. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan

(vitamin E) kullaniminin fertilite parametreleri tizerindeki etkileri.

CALISMA Oosit Fertilizasyon Klivaj Embriyo Saglikli Embriyo Dagilimi 3. Giin Embriyo Dagilim1
GRUPLARI say1st Orant Orant Gelisim
(%.n) (%.n) Orani
(%.n)
GI GII GIII DEJ. ARR. TOP.
GI GII GIII (%.n) (%.n) (%.n) (%.n) (%.n) (n)
(%.n) (%.n) | (%.n)
6. grup 29 %20.6 %83.3 %17.2 %3 %3 %6 %20 %20 %40 %20 5
(SDDSDE) 6 5 5 1 1 2 1 1 2 1
14. grup 25 %20 %60 D012 %8 - - %66.6 - - %33.3 3
(SDAODSD 5 3 3 2 - - 2 - - 1
E)
8. grup 31 %19.3 %83 %16.1 %3 %3 %6 %20 %20 %40 %20 5
(SDDSDAO 6 5 5 1 1 2 1 1 2 1
E)
16. grup 19 %5
(SDAODSD 1
AOE)

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin fertilizasyon oram {izerindeki etkilerini inceledik. Fertilizasyon
oranlarina baktigimizda sadece sigara dumanina maruz birakilan kontrol grubumuzda
(6. grup) (%?20,6), sigara dumaniyla beraber Vit. E alan disilerde (14. grup) (%20),
erkeklerde (8. grup) (%19,3), hem disi hem de erkegin sigara dumaniyla beraber Vit.
E aldigi grupta (16.grup) (%5) olarak saptandi (Tablo IV.6.). Gruplan istatistiksel
olarak karsilastirdigimizda, disilerin sigara dumaniyla beraber VitE aldigi grupta

fertilizasyon oraminda (Z=0,06, P>0,05™°

), erkeklerin sigara dumaniyla beraber Vit E
aldigr grupta (Z=0,13, P>0,05"%), hem disi hem de erkeklerin sigara dumaniyla
beraber Vit E aldig1 grupta ( P>0,05™%) kontrol grubuna gore istatistiksel anlaml

fark saptamadik (Tablo IV.7.).




Tablo IV.7. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan

(vitamin E) kullaniminin fertilizasyon oram iizerine etkileri.
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Fertilizasyon orani 6.grup 14.grup 8.grup 16.grup
(SDDSDE) | (SDAODSDE) (SDDSDAOE) (SDAODSDAOE)

6.grup P>0.05™ P>0.05™ P>0.05™

(SDDSDE)

14.grup P>0.05™ P>0.05™

(SDAODSDE)

8.grup P>0.05""

(SDDSDAOE)

16.grup

(SDAODSDAOE)

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)

kullaniminin klivaj oram iizerine etkilerini inceledik. Sadece sigara dumanina maruz

birakilan grupta (6. grup) (%83,3) olan klivaj orani, sigara dumaniyla beraber Vit-E
alan disilerde (14. grup) (%60) ve erkeklerde (8. grup) (%83) olarak saptandi (Tablo

IV.6). Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda sadece sigara dumanina maruz

birakilan kontrol grubuna gore, sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve

erkeklerin klivaj oranlari arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05""), (Tablo IV.

8.).

Tablo IV.8. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan

(vitamin E) kullaniminin klivaj orami iizerine etkileri.

Klivaj oram

6.grup
(SDDSDE)

14.grup
(SDAODSDE)

8.grup
(SDDSDAOE)

16.grup
(SDAODSDAOE)

6.grup
(SDDSDE)

P>0.05™

P>0.05™"

14.grup
(SDAODSDE)

P>0.05™"

8.grup
(SDDSDAOE)

16.grup
(SDAODSDAOQE)
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Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin embriyo gelisim orani iizerine etkilerini inceledik Embriyo gelisim
oranlar1 sadece sigara dumanina maruz birakilan grupta (6. grup) (%17,2), sigara
dumaniyla beraber Vit-E alan disilerde (14. grup) (%12) ve erkeklerde (8. grup)
(%16,1) olarak saptandi (Tablo IV.6). Gruplarnn istatistiksel olarak
karsilastirdigimizda sadece sigara dumanina maruz birakilan kontrol grubuna gore,
sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve erkeklerin embriyo gelisim oranlari

arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05NS), (Tablo IV. 9.).

Tablo IV. 9. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan

(vitamin E) kullaniminin embriyo gelisim orani iizerine etkileri.

Embriyo gelisim 6.grup 14.grup 8.grup 16.grup
orani (SDDSDE) | (SDAODSDE) (SDDSDAOE) | (SDAODSDA
OE)

6.grup P>0.05"° P>0.05""
(SDDSDE)
14.grup P>0.05™"
(SDAODSDE)
8.grup
(SDDSDAOE)
16.grup
(SDAODSDAOE)

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin 3. giinde gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi oranmi iizerine
etkilerini inceledik. Toplam embriyo sayisina gore 3.gilinde, sadece sigara dumanina
maruz birakilan grupta (6. grup) (%20) olan grade I saglikli embriyo gelisimi, sigara
dumaniyla beraber Vit-E alan disilerde (14. grup) (%66.6) ( P>0.05™), erkeklerle
elde edilen grupta (8. grup) (%20) (P>0.05NS) olarak bulundu. Gruplar istatistiksel
olarak karsilastirdigimizda sadece sigara dumanina maruz birakilan kontrol grubuna
gore, sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve erkeklerin Grade I embriyo

gelisimi oran1 arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05"), (Tablo IV.6.).



Tablo IV.10. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin fertilite

parametreleri iizerindeki etkileri.
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Oosit | Fertilizasyo | Klivaj Embriyo | Saglikli Embriyo 3. Giin Embriyo Dagilim1
Sayis1 | n Orant Gelisim | Dagilimi
(n) Orani (%..n) Oram
(%..n) (%..n)
GI GII GII | GI GII GIII | DEJ. | ARR. TOP.
(%..n) (%..n) | (%..n) | (%..n) (%..n) (%..n) | (%..n) | (%..n) (.n)
1. grup 20 %85" %88 %75 %20 %30 %26 %40 %20 | %13 15
(KDKE) 17 15 15 4 4 4 6 3 2
9. grup 16 %81.2 %92.3 %75 %25 %25 | %18 | %33.3 %33.3 %25 | %8 15
(AODKE) 13 12 12 4 4 3 4 4 3 1
3. grup 23 %73.9 %88.2 %65.2 %21 %13 | %17 | %33.3 %20 %26 | %6 %4 15
(KDAOE) 17 15 15 5 3 4 5 3 4 1 2
11. grup 16 %43.7 %71.4 %31.2° PD12. | %18 %40 %60 5
(AODAOE) 7 5 5 5 3 2 3
2

Balb-c farelerde

a: (1.grup/11.grup; fertilizasyon orani): P<0.05"
b: (1.grup/11.grup; embriyo gelisim orani): P<0.05

antioksidan kullaniminin fertilizasyon orani iizerindeki

etkilerine baktik. Fertilizasyon oranlarina baktigimizda kontrol grubumuzda (1. grup)
(%85), Vitamin E alan disilerde (9. grup) (%81.2), erkeklerde (3. grup) (%73.9), hem
disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta (11.grup) (%43.7) olarak bulduk (Tablo

IV.10). Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore

fertilizasyon oranini, Vitamin E alan disilerde (P=1.00, P>0.0

5NS

) ve erkeklerde

(P=0.467, P>0.05"%) degismezken, hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta
istatistiksel olarak azalmis saptadik (P=0.014, P<0.05*),(Tab10 IV. 11.).
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Tablo IV.11. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin fertilizasyon oran

tizerine etkileri.

Fertilizasyon 1.grup 9.grup 3.grup 11.grup
orant (KDKE) (AODKE) (KDAOE) (AODAOE)
1.grup P> 0.005™ P> 0.005™ P<0.005"
(KDKE)

9.grup P> 0.005™° P> 0.005™°
(AODKE)

3.grup P> 0.005™
(KDAOE)

11.grup

(AODAOE)

Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin klivaj orani iizerindeki etkilerine
baktik Kontrol grubumuzda (1. grup) (%88), olan klivaj oranmi, Vitamin E alan
disilerde (9. grup) (%92.3), erkeklerde (3. grup) (%88.2), hem disi hem de erkegin
Vitamin E aldig1 grupta (11.grup) (%71.4) olarak bulundu (Tablo IV.10). Gruplar
istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore klivaj orani, Vitamin E
alan disilerde (P=1.00, P>0.05"° ) ve erkeklerde (P=1.00, P>0.05"° ) degismezken
ayrica hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupla kontrol grubu arsinda

istatistiksel olarak fark saptamadik (P=0.552, P>0.05NS),(Tab10 1V. 12)).

Tablo IV.12. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin klivaj oran iizerine

etkileri.

Klivaj oram 1.grup 9.grup 3.grup 11.grup

(KDKE) (AODKE) (KDAOE) (AODAOE)
1.grup P> 0.005™ P> 0.005™ P> 0.005™
(KDKE)
9.grup P> 0.005™° P> 0.005™°
(AODKE)
3.grup P> 0.005™
(KDAOE)
11.grup
(AODAOE)
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Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin embriyo gelisim orani tizerindeki
etkilerine baktik. Embriyo gelisim oranlar1 kontrol grubumuzda (1. grup) (%75),
Vitamin E alan disilerde (9. grup) (%75), erkeklerde (3. grup) (%65.2), hem disi hem
de erkegin Vitamin E aldig1 grupta (11.grup) (%31.2) olarak bulundu (Tablo IV.10).
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore embriyo
gelisim orani, Vitamin E alan disilerde (P=1.00, P>0.05NS) ve erkeklerde (P=0.526,
P>0.05™), degismezken , hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta
istatistiksel olarak azalmig saptadik (P=0.017, P<0.05*),( Tablo IV. 13.).

Tablo IV.13. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin embriyo gelisim

orani iizerine etkileri.

Embriyo gelisim | 1.grup 9.grup 3.grup 11.grup
orani (KDKE) (AODKE) (KDAOE) (AODAOQE)
1.grup P>0.005"° | P>0.005™ P< 0.005
(KDKE)

9.grup P> 0.005"° P> 0.005"°
(AODKE)

3.grup P> 0.005™
(KDAOE)

11.grup

(AODAOQE)

Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E) kullammmimin 3. giinde gelisen
saglikli Grade I embriyo gelisimi orani iizerine etkilerini inceledik. Toplam embriyo
sayisina gore 3.giinde, kontrol grubunda (1.grup) (%26 ) olan grade I saglikli embryo
gelisimi; Vitamin E alan disilerde (9. grup) (%33.3), erkeklerde (3. grup) (%33.3)
olarak bulundu. Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna
gore, Vit E alan disilerin ve erkeklerin Grade I embriyo gelisimi oram arasinda

anlaml fark saptamadik (P>0.05NS), (Tablo IV.10.).
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V. TARTISMA ( ON CALISMA ):

Literatiirde hayvan c¢aligsmalarinda kullanilmak iizere en uygun ovulasyon
protokoliinii belirlemek amacl ¢esitli calismalar gbze ¢carpmaktadir.

Yapilan bir calismada, eriskin Wistar-Imamichi ratlar1 intraperitoneal PMSG
enjeksiyonunu takiben 48. saatte intraperitoneal hCG enjeksiyonu ile siiperovulasyon
icin indiiklendiler. Uygulanan PMSG ve HCG dozlar 0, 75, 150, 300 IU/kg idi. Elde
edilen sonuglara gore, eriskin ratlarda (10-15 haftalik ) PMSG oosit sayisin1 ve
fertilize olmus oosit sayisini doz bagimh sekilde 150 [U/kg‘a kadar artirdigini
buldular. Fakat PMSG tedavisi sonucu, erigkin ratlarla karsilastirildiginda geng
ratlarda (6-9 hafta) bu etkinin yaris1 gozlediler. Fertilizasyon orani geng ve eriskin
ratlarda yiiksek yiizdede ve benzer buldular. Bu calismanin sonucuna bakildiginda
yazarlar, transgenik rat tiretimi i¢in yiiksek sayida fertilize oosit toplanmasi
amaciyla, stiperovulasyon i¢in 6-9 haftalik genc ratlar yerine 10-15 haftalik eriskin
ratlarin kullanilmasi gerektigini ve PMSG tedavisinin 150 IU/kg ve HCG tedavisinin
75 TU/kg olmasini 6nerdiler (187).

Ovulasyon iizerinde Estrus siklus etkisinin arastirildigi bir caligmada 12, 18,
24, haftalik eriskin Wistar-Imamichi ratlarna PMSG (150 IU/kg)’u metestrus,
diestrus, proestrus ya da estrus doneminde yapildi ve 55 saat sonrasinda HCG
(751U/kg) enjeksiyonu yapildi. Ovulasyonu yasa bakilmaksizin tiim sicanlarda ve
estrus siklusunun her doneminde artmis buldular. Ayni1 yastaki siganlarda ovule
olmus oosit sayis1 siklus doneminden etkilenmedigini fakat azalan yagla beraber
ovule olmus yumurta sayisi artigini buldular. Calismanin sonucunda Wistar-
Imamichi ratlarin PMSG ve HCG tedavisi ile estrus siklusunun her doneminde
indiiklendigini ve etkin siiperovulasyonun 12 haftalik ratlarda oldugunu belirttiler
(188).

Baska bir calismada, eriskin ratlarin estrus sikluslarnn 4. giin LH-RH
agonistleri vererek senkronize edildi. Ratlara 2. giinde subkutan siirekli infiizyon
yapabilen degisik dozlarda FSH + HCG iceren ozmotik minipompalar yerlestirildi.
Ya da tek doz (15 IU-60IU aras1) eCG yapildi. Optimal doz (3.4 U/giin) FSH

infiizyonu alan ratlarda 44.115.4 oosit/rat ovule olurken en etkin dozda (60 IU) eCG
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tedavisi sonrasinda 1. giinde 20.534.3 oosit/rat ovule oldu. En yiiksek ovulasyon hizi
estrus senkronizasyonu sonrast FSH infiizyonu alan ratlarda géziikmesi nedeniyle bu
metodun kullanilmasini 6nerdiler (189).

Sprague-Dawley ratlarda (5-7 hafta) yapilan calismada; 1. grup ratlara PMSG
ve hCG ( 12.5, 25, 50 ve 100 IU/kg ) enjekte ettiler. Takibinde fertil erkek ratlarla
ciftlestirildi. Geng¢ ratlarin PMSG ve hCG dozlar1 25 IU/kg oldugunda iireme
performanslar1 (dogum oran1 %87.5) en yiiksek bulundu. Grup 2 de PMSG ve hCG
(100, 150, ve 300 IU/kg ) superovulasyonu indiiklemek icin verildi. PMSG ve hCG
dozu 150 ve 300 IU/kg dozunda, 100 IU/kg dozuna gore superovulasyon agisindan
daha fazla oldugunu buldular (190).

Bizim ¢alismamizda Balb-c fareler 14-16 haftalik olarak secildi. Farelere
estrus sikluslar1 goz ardi edilerek FSH enjeksiyonunu takiben 48 saat sonra hCG
enjeksiyonu yapildi. Calismamizda elde edilen oosit sayisin FSH ve hCG dozlan ile
orantil1 olarak arttigt ve en yiiksek oosit sayilarimin 200 IU FSH, 200 IU hCG
dozlarinda elde edildigini gordiik. Ayrica hCG enjeksiyonu sonrasinda OPU igin
bekleme siireside elde edilen oosit sayist ile ilskili goriilmektedir.

Sonug olarak, 6zellikle oosit toplama evresinden Once olasilikla uzun siireli
ve pahali bir deneyin gergeklestirildigi deneysel IVF calismalarinda calismacilarin
kendi kullandiklar1 deneklere ait optimal doz ve siireyi belirleyen pilot ovulasyon
indiiksiyon calismalarim1 da calisma planlarina almalarinin  gerekliligini isaret

etmektedir.
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VI. TARTISMA

Calismamizda sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara
dumaninin fertilizasyon oranlar iizerine etkilerini inceledik. Fertilizasyon oranlart
kontrol grubunda (1.grup) %85, disilerin sigara dumanina maruz kaldig: grupta (5.
grup) (%36) erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (2. grup) (%68.7), hem
disi hem de erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (6. grup) (%20,6)
olarak bulundu. Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda disilerin sigara
dumanina maruz kaldigr grupta fertilizasyon orani kontrol grubuna goére anlamli
derecede azalmaktaydi (P=0.002, P<0.01""). Erkeklerin sigara dumanma maruz
birakildig1 grupta fertilizasyon oraninda % olarak azalma goriiliirken bu etki kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamh diizeyde degildi (P=0,422, P>0.05™%).
Ayrica hem disi hem de erkeklerin sigara dumanina maruz birakildigi grupta kontrol
grubuna gore fertilizasyon oraninda anlamli derecede azalma (P=0.000, P<0.001"")
saptadik (Tablo IV.2, Tablo IV. 3).

Sigara icen kadin ve erkeklerde yardimci iireme tekniklerinin sonuclariyla
ilgili celiskili raporlar yaymlanmistir. Bazi ¢alismalar, bizim calismamizdan farkli
olarak, fertilizasyon orani, gebelik ve sigara i¢me aligkanlig1 arasindaki iliskiye dair
kanit gosteremediler (79,191,192,193).

Harrison ve ark.’nin,108‘1 sigara icen YUT tedavisi alan, 650 hastanin
sonuclarin1 kapsayan calismalarinda, ovulasyon, fertilizasyon, implantasyon ve
gebelik sonuclar iizerine sigaranin etkilerini degerlendirdiler. Sigaranin fertilizasyon
oranlarina etkisi ac¢isindan bizim calismamizdan farkli olarak anlamli fark
saptamadilar. Ancak sigara icen hastalarda sigara icmeyen hastalara gore daha az
sayida oosit, yaridan daha az oranda gebelik elde edildigini ve sigara icerek gebe
kalanlarin daha yiiksek oranda diisiik yaptigini bildirdiler (191).

Hughes ve ark.’nin, sigaranin erkek ve kadin hastalarda IVF-ET sonuclarina
etkisini inceledikleri c¢alismalarinda, sigara icen ve i¢cmeyen gruplar arasinda
fertilizasyon, gebelik oranlarinin benzer oldugunu saptadilar. Buna ragmen
calismalarinda aktif sigara icenlerde gonadotropin dozunun daha yiiksek ( 24.7
ampul ; 19.8 Ampul ) ve tedavi siiresinin sigara icmeyenlere gore daha yiiksek (10.2

giin ;9.2) oldugunu bildirdiler. (192).
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Pattinson ve ark.’nin (79), daha 6nceden tadavi almamis, IVF-ET tedavisi icin
basvuran 447 cifti retrospektif olarak inceledikler caligmada, sigara icenlerde ve
icmeyenlerde sikluslarda ulasilan pik Ostradiol diizeyi, toplanan oosit sayisi,
fertilizasyon oran1 ve implantasyon orani1 arasinda istatistiksel anlamli fark
saptamadilar. Fakat spontan diisiik insidansi1 sigara i¢enlerde daha yiiksek (%42.1;
%18.9 ) ve dolayisiyla IVF siklusu basina dogum oram sigara igen grupta anlamh
oranda diisiik bulundu ( 11/124, %9.6; 40/236, %17). Pattison ve ark. sadece erkegin
sigara i¢cmesinin fertilizasyon oranma etki gostermedigini belirttiler. Bizim
calismamizda kontrol grubunda fertilizasyon oram1 %85 iken, erkek farelerin sigara
dumanina maruz kaldig1 grupta fertilizasyon oranim1 %68.7 olarak saptadik. Sadece
erkek farelerin sigara dumanina maruz kalmasi fertilizasyon oranim yiizde olarak
azaltirken bu azalma istatistiksel olarak anlamli diizeyde degildi (P=0,422,
P>0.05™%). Ancak hem disi hem de erkek farelerin sigara dumanina maruz kaldig
grupta kontrollere gore fertilizasyon oram1 %20.6’ya (P=0.000, P<0.001"") diismekte
ve bu oran sadece disi farelerin sigara dumanina maruz kaldig: gruptaki fertilizasyon
oranindaki (%36) (P=0.002, P<0.01") diismeden daha anlamli diizeyde idi.
Dolayisiyla sigaranin erkek fertilitesi azaltigi muhtemeldir (Bkz. Tablo. IV.2.)

Sterzik ve ark.’nin, yaslar1 23-29 arsinda degisen ve ilk defa IVF programina
bagvuran ovulatuvar fonksiyonlu, normal tubal faktorlii 197 kadin hastadan olusan
bir kohort ¢alismasinda sigaranin IVF tedavisi ile elde edilen fertilizasyon ve gebelik
oranlan iizerine etkisini incelediler. Calisma populasyonu sigara igmeyenler (n=68),
pasif igiciler (n=26), aktif iciciler (n=103) idi. Sonuclara bakildiginda fertilizasyon
ve gebelik oranlarinda farkli gruplar arasinda anlamli fark bulamadilar. Kadinin
sigara icmesi fertilizasyon potansiyeli iizerinde klinik olarak tesbit edilebilen bir
bozulmaya yol agmadigini saptadilar (193).

Bizim ¢alismamizin sonuglar ile benzer olarak, sigara kullanan kadinlarda,
fertilizasyon oraninin ve gebelik oranlarimin distiigiinii bildiren yayinlar da
mevcuttur (16,70,194,195).

Elenenbogen ve ark’nin (16), 37 yas altinda, tubal faktorlii 41 kadin hastada
(n= 20, sigara igen; n= 21 sigara icmeyen), sigaranin fertilizasyon orani iizerine
etkilerini inceledikleri ¢aligmada sigara icen grupta, icmeyen gruba gore daha diisiik

fertilizasyon orani saptadilar (%40.9; %61.7). Bizim calismamizda da benzer olarak
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sigara dumanina maruz birakilan disi farelerde, fertilizasyon oran1 % 36 iken, sigara
dumanina maruz kalmayan farelerde % 85 olarak saptadik (Bkz. Tablo. IV.2.).

Rosevear ve ark.’nin (194), IVF tedavisi uygulanan hastalarda sigara igmeyle
azalan fertilite oranlar arasindaki mekanizmayi inceledikleri calismalarinda, ovaryan
follikiiler sivida kotinin konsantrasyonu 20ng/ml altinda olan hastalarda 116 oosit
toplandi ve bunlardan 84 tanesi fertilize (%72) oldu. Buna karsilik kotinin
konsantrasyonu 20 ng/ml iizerinde olan hastalarda 45 oosit toplandi ve bunlardan 20
tanesi fertilize (%44) oldu (p<0.01). Bizim calismamizda buna benzer olarak sigara
dumanina maruz kalmayan disi farelerden 20 oosit toplandi ve bunlardan 17 tanesi
(%85) fertilize oldu. Sigara dumanina maruz kalan disi farelerden ise 25 oosit
toplanirken bunlarin 9 tanesi fertilize (%36) oldu (Bkz. Tablo. IV.2.). Ancak
calismamizda kotinin diizeyleri Ol¢iilmedi. Rosevear ve ark. kotinin diizeyleri
arttikca fertilizasyon oraninda anlamli diisme oldugunu belirttiler ve IVF tedavisi
uygulanacak hastalarin sigaray1r birakmalart ya da azaltmalann yoniinde tesvik
edilmesini Onerdiler .

Zenses ve ark., IVF-ET tedavisi alan 234 hastay1 degerlendirdiler. Follikiil
sivist kotinin diizeyi ve IVF-ET sonuglan arasindaki iligkiyi arastirdilar. 35 yasin
altindaki hastalarda kotinin konsantrasyonlarinin fertilizasyon {iizerinde etkisi
olmadigini, fakat 35 yas iizerindeki hastalarda lineer olmamakla beraber kotinin
diizeyleri arttikga fertilizasyonun azaldiginmi belirttiler (195).

El- Nemr ve ark.’nin IVF —ET tedavisi olan 173 kadin hastay1 (108 sigara
kullanmayan ve 65 sigara kullanan kadin) retrospektif olarak degerlendirdikleri
calismada ozellikle gen¢ kadinlarda (<36 yas) olmak iizere sigara icen kadinlarda
daha yiiksek ortalama bazal serum FSH konsantrasyonuna sahip olduklarini
buldular(p<=0.0001). Bu hastalar sigara icmeyenlere nazaran ovaryan stimulasyon
icin anlamli sekilde daha yiiksek gonadotropin dozlarina gereksinim duydular
(p<0.0001). Sigara igmeyenlere nazaran sigara icenlerde daha diisiik ortalama oosit
sayist elde edildi (p<=0.0001) ve kesintiye ugrayan siklus sayist (%18.5’e karsin
%8.5) ve total fertilizasyon basarisizligt (%18.5’e karsin %8.5) daha yiiksek
bulundu. Sigara icenlerdeki siklus basina klinik gebelik oram1 %16.9 iken sigara

icmeyenlerde bu deger %?21.3 tii. Sonugta, kadinlardaki sigara icme aligkanliginin
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over rezervlerini Onemli Olgiide distirdiigiinii ve erken yaslardaki ovaryan
stimulasyonuna kars1 yetersiz cevap vermelerine yol agtigim diisiindiiler (70).
Mevcut biyolojik, deneysel ve epidemiyolojik veriler infertilite ve sigara
dumam arasinda iligki oldugunu gostermektedir. Sigara dumanindaki kimyasal
maddeler reprodiiktif fonksiyon kaybini hizlandirmakta ve follikiiler yetmezligi
hizlandinyor goziikkmektedir. Ayrica menopoz yasin 1-4 yil erken yasa cekmektedir.
Bazal FSH diizeyleri sigara icmeyenlere gore aktif ve pasif sigara icicilerde belirgin
olarak daha yiiksek bulunmustur. Sigara icenlerde luteal faz siiresince iiriner dstrojen
atilimi1 diismekte ve bu da sigara dumaninin graniiloza hiicrelerindeki aromatazlari
inhibe etmesine baglanmaktadir. Ayrica spontan abortus ve ektopik gebelik
risklerinde artis olmaktadir. Sigaranin reprodiiktif performansi negatif yonde
etkiledigi muhtemel bir mekanizma, gamet mutagenezidir. Insan germ hiicrelerindeki
hem kromozom hem de DNA hasart tiitin dumanina maruz kalmaktan
kaynaklanabilir. Sigaranin yikici etkisi tedaviye alinan yash kadinlarda daha da
asikar hale gelmektedir. Dolayisiyla sigaranin etkileri ve ileri yas oosit yetmezlik
oranimi hizlandiran bir sinerji yaratmaktadir. Bozulan oosit kalitesinde yer alan
muhtemel mekanizmalar arasinda follikiiler sivilardaki sigara dumanindan elde
edilen kadminyum, kotinin gibi toksinlerin varligi yer almaktadir. Calismamizda
saptadifimiz sigara dumanina maruz kalan disi farelerde fertilizasyon oraninin
azalmasi 6zellikle bozulan oosit kalitesi ile iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. ART
sikluslarinda sigara icenlerin icmeyenlere gore gebe kalmak icin neredeyse 2 kat
daha fazla IVF girisimine ve daha yiiksek dozlarda gonadotropine ihtiyac
duyduklarma dikkat ¢ekilmistir. Pasif i¢iciliginde sigara i¢enlerde gozlenenler kadar
biiyiik reprodiiktif neticelere neden olabilecegi gosterilmistir. Semen parametreleri ve
sperm fonksiyon testlerinin sonuglar1 sigara icenlerde sigara i¢cmeyenlerden
genellikle daha kotiidiir, ancak sigaranin erkek fertilitesini azalttigi heniiz kesin
olarak gosterilememistir. Bizim calismamizda da sadece erkek fareler sigara
dumanina maruz birakildiginda fertilizasyon oraninda anlamh diizeyde azalma
olmazken, hem disi hem erkek fareler sigara dumanina maruz birakildiginda sigara
dumaninin etkisinin daha da arttigim saptadik. Dolayisiyla sigaranin erkek

fertilitesini azalttigi muhtemeldir. Calismamizda, sigaranin implantasyon ve gebelik
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sonugclari iizerine ve geleneksel sperm parametreleri (sperm konsantrasyonu, motilite,
morfoloji) iizerine etkileri degerlendirilmemistir.

Calismamizda sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara
dumaninin  klivaj oram iizerine etkilerini inceledik. Klivaj oranlarini, kontrol
grubunda (1.grup) (%88), disilerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (5. grup)
(%88), erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (2. grup) (%90) , hem disi
hem de erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi grupta (6. grup) (%83,3) olarak
bulduk. Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore,
disilerin, erkeklerin ve hem disi hemde erkeklerin sigara dumania maruz kaldigi
gruplarin klivaj oranlar1 arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05NS), (Tablo 1V.2,
Tablo IV. 4).

Calismamizda sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara
dumaninin embriyo gelisim oram iizerine etkilerini inceledik. Embriyo gelisim
oranlari, kontrol grubunda (1.grup) (%75), disilerin sigara dumanina maruz kaldigi
grupta (5. grup) (%32), erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig1 grupta (2. grup)
(%62.5), hem disi hem de erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig: grupta (6. grup)
(%17.2) bulundu. Gruplarn istatistiksel olarak karsilagtirdigimizda disilerin sigara
dumanina maruz kaldig1 grupta embriyo gelisim oran1 kontrol grubuna gore anlaml
derecede azalmaktaydi (Z=3,20, P<0.01**). Erkeklerin sigara dumanina maruz
birakildig1 grupta embriyo gelisim oraninda, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde
degisiklik olmazken (Z=0,81, P>0.05™%), hem disi hem de erkeklerin sigara
dumanina maruz birakildig1 grupta kontrol grubuna goére anlamli derecede azalma
(Z=4,83, P<0.001 ") saptadik (Tablo IV.2, Tablo IV. 4).

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin 3.
giinde gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi orami iizerine etkilerini inceledik.
Toplam embriyo sayisina gore 3.giinde, kontrol grubunda (1.grup) (%26 ) olan grade
I saglikli embriyo gelisimi; sigara dumanina maruz kalmis disilerle elde edilen grupta
(5. grup) (%12.5), erkeklerle elde edilen grupta (2. grup) (%20) olarak bulundu.
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore, disilerin ve
erkeklerin sigara dumanina maruz kaldig1 gruplar arasinda anlamh fark saptamadik

(P>0.05™), (Tablo IV.2).
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Sigara dumaninin fertilize olan oositlerdeki embriyo klivaj oranlarina etkisini
inceledigimizde, literatiirdeki c¢alismalarda bizim bulgularimizin aksine sigara
dumani ile embriyo klivaj oran1 arasinda negatif korelasyon bulunmustur.

Hughes ve ark.’nin, 297 IVF-ET siklusunda sigaranin etkilerini inceledikleri
calismada, embriyo klivaj oranlarinin icilen sigara sayist ile korele olarak azaldigini

buldular (196).

Baska bir calismada, insan sperminde bulunan DNA kiriklarinin insidansini
ve semen analiz parametreleri ile tesbit edilen DNA hasari ile IVF’deki fertilizasyon
arasindaki iligkiyi saptamak amaciyla 298 semen 6rnegi incelediler. Sigara icen (35
erkek hasta) dan elde edilen spermlerdeki DNA kirik orani (4.7 + 1.2) sigara icmeyen
( 78 erkek hasta) gruptan elde edilen spermlerdeki DNA kirik oranindan (1.1 + 0.02;
p=0.01) daha fazlaydi. DNA kirik yiizdesi ile fertilizasyon oram ve embriyo klivaj
orani arasinda negatif bir iligki oldugunu belirttiler(96). Bizim c¢alismamizda Hughes
ve ark (196), Sun ve ark.’dan (96) farkli olarak sigara dumanina maruz birakilan disi
ve erkek farelerde klivaj oranimin kontrollere gore degismedigini saptadik (Bkz.

Tablo. IV.2.).

Maximovich ve ark.’nin, IVF programina basvuran 340 hastada sigaranin
etkilerini inceledikleri calismada embriyo transferi ile sonu¢lanan oositin toplandigi
sikluslar goz Oniine alindiginda (n=253), embriyo transferi basina gebelik olusma
orani acisindan, sigara icenlerle icmeyenler arasinda anlamli fark gosteremediler
(%35, %31) fakat sigara i¢en grupta diisiik olusma orani igmeyen gruba gore anlaml
diizeyde fazla bulundu.( %73, %24),(P=0.01) (197).

Weigert ve ark, IVF_ET tedavisi uygulanan 834 hastayr bir anket
calismasiyla degerlendirdiler. Hastalar, uygulanan stimulasyon protokoliine gore
kombine stimiilasyon ( I.grup: CC+HMG ), ultra short protokol ( II. Grup: GnRH -a
+ HMG ya da FSH ), ve Ill. Grup long down regulation protokol olarak
siniflandirildi. Sigaranin oosit sayisi, embriyo skoru ve bazal hormon degerleri
tizerindeki etkisi arastirdilar. Genel olarak sigara icen hastalarin, sigara icmeyen
hastalara gore, daha az oosit iiretme egiliminde (p=0.0931) ve anlamh sekilde diisiik
embriyo skoruna (p=0.0379) sahip oldugunu saptadilar. Kullanilan stimulasyon
protokoliine gore incelendiginde ise: Grup 1 stimiilasyon protokolii uygulanan sigara

icen hastalar sigara icmeyenlere gore belirgin sekilde (p=0.023) daha diisiik embriyo
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skoru ve daha az oosit iiretimi (p=0.0113), daha az fertilizasyon oram (p=0.0072) ve
daha az embriyo transfer orani (p=0.0067) gosterdiler. Embriyo transferi yapilan
giinde daha ince endometriuma sahiplerdi (p=0.0366). Calismada fertilizasyon ve
gebelik oranlar arasinda sigara icen ve igcmeyen gruplarda anlamli derecede fark
saptanmamasina ragmen Ozellikle klomifen sitrat stimiilasyonu sonrasi anlaml
derecede degismis hormonal parametreler ve negatif olarak etkilenmis oosit
parametreleri bulundu. Dolayisiyla sigara i¢en hastalar i¢in GnRH-a + HMG ile olan
protokoliin daha uygun oldugunu ve IVF-ET tedavisi 6ncesinde sigaranin iireme ve
hormonal sistem {izerindeki kompleks etkilerinden kurtulmak ic¢in sigaranin
birakilmasini 6nerdiler (198).

Neal ve ark retrospektif olarak IVF (n:97) , ya da ICSI tedavisi (n:128 ) alan
225 hastay1 incelediler. Hastalar sigaraya maruziyetlerine gore gruplandirildi. Buna
gore 39 hasta sigara kullanan (18 IVF, 21 ICSI) 40 tanesi pasif i¢ici (16 IVF, 24
ICSI) ve 146 tanesi sigara maruziyeti bulunmayan (63 IVF 83 ICSI) hastaydi.
Caligsmanin klinik sonuglarina bakildiginda hastalarin  yasi, stimulasyon igin
kullanilan FSH miktari, hCG enjeksiyonunun yapildigi giindeki estradiol seviyesi,
alman oosit sayisi, niikleer matiirite, transfer edilen embriyo sayis1 ve
krioyoprezarvasyon i¢in uygun olan embriyolar acisindan 3 gurup arasinda
istatistiksel acidan higbir farklilik bulamadilar. Sigara kullanan (%57), pasif igici
(%58) ve sigara maruziyeti bulunmayan (%63) gruplarindaki fertilizasyon oranlari
benzer bulundu. 48 ve 72. saatte yapilan kiimiilatif embriyo skoru
degerlendirmesinde embriyo kalitesinde higbir farklilik olmamasina ve transfer
edilen embriyolarin kalitesinde de higbir farklilik bulunmamasina ragmen sigara
kullanan (%19.4), pasif icici (%20) ve sigara maruziyeti bulunmayan (%48.3)
gruplart arasinda embriyo transferi basina diisen gebelik orami agisindan belirgin
farklilik (p<0.001) bulundugunu belirttiler (60).

Van Voorhis ve ark.’nin, 18 sigara icen ve 36 sigara icmeyen hastada
sigaranin ovulasyon indiiksiyonu iizerindeki etkisini inceledikleri caligmada, sigara
icmeyenlerle esit miktarda gonadotropin uygulanmasina ragmen sigara igenlerin
daha diisitk oranda serum Ostradiole sahip olduklarini, daha az follikiile sahip
olduklarin1 ve bu hastalardan daha az oosit toplandigimi siklus basina daha az

embriyo elde edildigini saptadilar (199).
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Baska bir calismada, YUT tedavisi alan 499 hasta iizerinde sigaranin ovarian
fonksiyon ve fertilite iizerine etkisini incelediler. Calismada sigara i¢meyen
hastalarla karsilastirildiginda, hem aktif icici hastalar hem de sigaray1 birakmis olan
hastalar, gonadotropinin stimule ettigi ovaryan fonksiyonlarda azalma gosterdi.
Artan sigara maruziyeti serum estradiol konsantrasyonlari, toplanan oosit sayilart ve
elde edilen embriyo sayilarinda azalmayla iligkili goriildii. Ortalama olarak her on-
paket yil sigara kullamiminda 2.5 daha az matiir oosit ve 2.0 daha az embriyo elde
edildigini bildirdiler (80).

Bazi caligmalar babanin sigara icme aliskanliginin sperm fonksiyonu ve erken
embriyo gelisimi iizerindeki etkilerine odaklanmislardir (87).

Kapawa ve ark.’min (87) erkegin sigara kulanmasiin testikiiler fonksiyon,
spermin fertilizasyon kapasitesi, implantasyon i¢in blastokist gelisme kapasitesini
arastirdiklan ¢aligmada 10 hafta boyunca A grubu (n:20) ratlar sigara dumanina , B
grubu (n:20) ratlar tiitsii dumanina maruz birakildilar C grubu (n:20) kontrol grubunu
olusturdular. Sonug olarak IVF tedavi sikluslarinda ,Grub A da ,fertilizasyon orani
(%30), klivaj oram1 (%23), blastokist gelisim orani (%2-8; 96-108 saat) idi, Grub B
de fertilizasyon orami (%86), klivaj oran1 (%64), blastokist gelisim orami (%10-25;
96-108 saat),idi Grup C de fertilizasyon oram (%82), klivaj oram1 (%66), blastokist
gelisim orani (%9-23; 96-108 saat ) idi. Sonug olarak Grup A da fertilizasyon orant,
klivaj orani, blastokist gelisim oran1 daha azdi. ICSI sikluslarinda gruplar arasinda
fertilizasyon orani, klivaj orani, blastokist gelisim orani arasinda fark saptanmadilar.
Grup A da IVF tedavisinde fertilizasyon oraninin, daha diisiik bulunmas1 sigara
dumaninin spermin kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu iizerinde bozucu etkisi
sonucunda spermin zona pellusida penetrasyonunun azalmasina bagladilar. Sigara
icen erkek hastalarda ICSI'nin spermin fertilize etme kapasitesi, sonrasinda klivaji
ve blastokist gelisimini etkilememesi nedeniyle uygun bir tedavi oldugu diisiindiiler.
(87). Bizim calisjmamizda da sigara dumanina maruz kalan disilerde fertilizasyon
orant (%36) embriyo gelisim orami (%32) azalirken klivaj oran1 (%88) degismedi.
Dolayisiyla sigara dumani disilerde fertilizasyon orami ve embriyo gelisim oranini
etkilemektedir. Erkek farelerin sigara dumanina maruz kalmasiyla fertilizasyon orani
(%68.7) embriyo gelisim oram (%62.5) yiizde olarak azalirken istatisteksel olarak

anlamdi diizeyde degildi. Klivaj oran1 (%90) degismedi. Ancak hem erkek hemde
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disi farelerin sigara dumanina maruz kalmasi durumunda fertilizasyon orani (%20.6),
embriyo gelisim oram (%17.2) daha da azalirken, klivaj orami (%83.3) degismedi
(Bkz. Tablo. IV.2.). Bu bulgular bize Kapawa ve ark.’lar1 (87) ile benzer olarak
erkegin sigara dumanina maruz kalmasinin ile fertilizasyon ve embryo gelisim
oranlarint etkiledigini diislindiirmektedir. Literatiirdeki bazi calismalarda sigara
dumaninin, spermdeki anoploidi sikliginin artisi, diisiik seminal plazma antioksidan
diizeyleri ve sperm DNA’sinda oksidatif hasar artist ile iligkili oldugu
diisiiniilmiistiir. Matiir sperm olduk¢a diisiik hiicre tamir mekanizmasina sahip
oldugundan sigara dumanina maruz kalmanin sonucu olarak biriken oksidatif stres
mitokondrial ve niikleer DNA hasarim indiikleyebilir. Kadinlarda sigara dumaninda
bulunan toksik maddelerin etkisi ile oosit kalitesi bozulmakta ayrica degisen genetik
ve epigenetik faktorlerin aktarilmasi ile iliskili olarak embriyo gelisim oranlarinda
azalma olabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamiz fertilize olan oositlerin klivajinda
sorun olmadigim gostermektedir. Bu bulgu bize siiperovulasyonla elde edilen
oositlerin birbirinden farkli etkilenmekte olduguna isaret etmektedir. Ayrica zona-
sperm birlesmesinde sigara dumanin olumsuz etkisinin daha belirgin oldugu
sOylenebilir. Dolayisiyla IVF endikasyonlu da olsa sigara icen eslerde ICSI
planlanmasinda 6ngorii olusturulabilir.

Calismamizda Balb-c farelerde  antioksidan (E vitamini) kullaniminin
fertilizasyon oram iizerindeki  etkilerini inceledik. Fertilizasyon oranlarina
baktigimizda kontrol grubumuzda (1. grup) (%85), Vitamin E alan disilerde (9. grup)
(%81.2) , erkeklerde (3. grup) (%73.9), hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1
grupta  (11.grup)(%43.7) olarak  bulduk. Gruplarnn istatistiksel  olarak
karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore fertilizasyon oranini, Vitamin E alan
disilerde (P=1.00, P>0.05NS) ve erkeklerde (P=0.467, P>0.05NS) degismezken , hem
disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta istatistiksel olarak azalmis saptadik
(P=0.014, P<0.05") (Tablo IV.10, Tablo IV.11).

Calismamizda Balb-c farelerde  antioksidan kullaniminin klivaj orani
tizerindeki etkilerine baktik. Kontrol grubumuzda (1. grup) (%88), olan klivaj orani,
Vitamin E alan disilerde (9. grup) (%92.3), erkeklerde (3. grup) (%88.2), hem disi
hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta (11.grup) (%71.4) olarak bulundu. Gruplari

istatistiksel olarak karsilagtirdigimizda kontrol grubuna gore klivaj orani, Vitamin E



82

alan disilerde (P=1.00, P>0.05"° ) ve erkeklerde (P=1.00, P>0.05"° ) degismezken
,ayrica hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupla kontrol grubu arasinda
istatistiksel olarak fark saptamadik (P=0.552, P>0.05™%),(Tablo IV.10, Tablo IV.12).

Calismamizda Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin embriyo gelisim
oran lizerindeki etkilerine baktik. Embriyo gelisim oranlar1 kontrol grubumuzda (1.
grup) (%75), Vitamin E alan disilerde (9. grup) (%75), erkeklerde (3. grup) (%65.2),
hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta (11.grup) (%31.2) olarak bulundu.
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore embriyo
gelisim orani, Vitamin E alan disilerde (P=1.00, P>0.05™) ve erkeklerde (P=0.526,
P>0.05™), degismezken , hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta
istatistiksel olarak azalmis saptadik (P=0.017, P<0.05*),(Tablo IV.10, Tablo 1V.13).

Caligmamizda Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E) kullaniminin 3. giinde
gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi orani iizerine etkilerini inceledik. Toplam
embriyo sayisina gore 3.giinde, kontrol grubunda (1.grup) (%26 ) olan grade I
saglikli embryo gelisimi; Vitamin E alan disilerde (9. grup) (%33.3) ( P>0.05™),
erkeklerde (3. grup) (%33.3) ( P>0.05"°) olarak bulundu. Gruplar istatistiksel
olarak karsilastirdigimizda kontrol grubuna gore, Vit E alan disilerin ve erkeklerin
Grade I embriyo gelisimi oran1 arasinda anlamh fark saptamadik (P>0.05"),(Tablo
IV.10, Tablo).

Vitamin ve minerallerin iireme fonksiyonu {iizerindeki etkileri yogun
arastirmalara konu olmustur. Ozellikle vitamin A prekiirsorii olan Beta karotenin
tireme fonksiyonu {zerindeki etkileri arastirlmistir. Ayrica Vitamin E ve
Selenyumun, kalsiyum, fosfor ve Vitamin D’nin dietle aliminin iireme fonksiyonu
tizerine olumlu etkileri gosterilmistir (153). Biz de ¢aligmamizda antioksidan 6zelligi
olan E vitamininin fertilizasyon parametreleri lizerine olabilecek etkilerini deneysel
olarak hayvan modelinde gostermeyi amagladik.

Kessopoulou ve ark. ROS’un erkek fertilitesi iizerindeki etkilerinin
antioksidan olarak kullanilan vitamin E tarafindan diizeltilebilecegini plasebo
kontrollii randomize cift kor bir calismada gosterdiler. Bu c¢alismada saglikli kadin
partnere sahip semenlerinde yiiksek oranda ROS bulunan 30 saghkl erkek
kullandilar. Hastalar1 randomize olarak iki gruba ayirdilar. Her hastaya iic ay

siiresince 600 mg/giin vitamin E (Ephynal 300 mg tb ) ya da plasebo tedavisi
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verdiler. Spermatozonin in vitro fonksiyonundaki diizelme semen analizi, motilite
degerlendirilmesi, ROS iiretimi, zona baglanma testi, ve gebelik oranlar
karsilastirilarak arastirildi. Artan vitamin E kan diizeyi ile zona baglanma oraninda
artis oldugunu gozlediler (24).

Geva ve ark. (200) IVF programinda olan hastalarda antioksidan tedavinin
spermatozoalar ve fertilizasyon oranlar tizerindeki etkilerini prospektif olarak
aragtirdilar. Daha o6nceki IVF siklusunda diisiik fertilizasyon orant bulunan
normospermik erkek goniillilere 200 mg/giin oral yolla 3 ay siireyle vitamin E
vererek lipid peroksidasyon potansiyelleri spermatozoalarin ultramorfolojik analizi
ve siklus bagina fertilizasyon oranina baktilar. 1 aylik Vitamin E tedavisi sonrasinda
siklus bagina fertilizasyon orani; 19.3 +/- 23.3 den 29.1 +/- 22.2 ye yiikseldigini
tesbit ettiler. Bizim ¢alismamizda Geva ve ark.’ndan (200) farkli olarak farelere, 10
hafta siireyle, intraperitoneal olarak 50 mg/kg/giin dl-alfa tokoferol asetat ( E
vitamini ) verdik. Tedavi sonrasi erkek farelerde, fertilizasyon orani (%73.9), klivaj
orani (%88.2), embriyo gelisim orani (%65.2) kontrol grubuyla benzer bulundu (Bkz.
Tablo. IV.10.). Ayrica tedavi alan disi farelerde de benzer etki gozlendi. Geva ve
ark.’(200). morfolojik analizde vitamin E tedavisinin subselliiler organelleri
etkilenmedigini gosterdiler. Sonug olarak erkeklerde bir aylik vitamin E tedavisinin
fertilizasyon  oranimm1  subselliller diizeyde degisiklik  yapmadan, lipid
peroksidasyonunu azaltarak diizelttigini belirttiler .

Keskes ve ark. 54 goniillii infertil erkek hastada yaptigi calismada semen
orneklerini MDA diizeyleri sperm kalitesi ve vitamin E diizeyi yOniinden
karsilastirdilar. Bu calisma da 28 hastaya 3 ay boyunca 400 mg vitamin E 225 pg
selenium verdiler. Geriye kalan hastalara ayni siirede 4.5 mg /giin Vitamin B
verdiler. Vitamin E ve selenyum takviyesi vitamin B ile karsilastirildiginda MDA
diizeylerini azalttigim1 ve sperm motilitesinde iyilesme sagladigini buldular. Bu
nedenle erkek infertil hastalarin tedavisinde semen kalitesini arttirmak icin vitamin E
ve selenyum tedavisinin faydali oldugunu onerdiler (201).

Bununla birlikte, erkek subfertilite tedavisi olarak oral antioksidan
uygulamasinin etkinligi hala siiphelidir Rolf ve ark lari, astenoozoospermisi ya da
oligoasenozoospermisi olan 31 hastada Vitamin C ve vitamin E vererek randomize,

plasebo kontrollii ¢ift kor calisma yaptilar ve yiiksek doz antioksidan tedavinin
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infertilite {izerine etkilerini arastirdilar. 56 giin siiresince; gruplardan birine (n-15)
800 mg vitamin E ve 1000 mg vitamin C , digerine (n-16) plasebo verdiler. Vitamin
C ve vitamin E’nin konvansiyonel semen parametreleri (ejakulat voliimii, pH ,renk
motilite, morfoloji ) ve 24 saat sperm yasam siiresi iizerinde diizeltici etki yapmadigi
sonucuna vardilar (25).

Calismamizda sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan
(vitamin E) kullaniminin fertilizasyon oranmi iizerindeki etkilerini inceledik.
Fertilizasyon oranlarina baktigimizda sadece sigara dumanina maruz birakilan
kontrol grubumuzda (6. grup) (%20,6), sigara dumaniyla beraber Vit. E alan
disilerde (14. grup) (%20), erkeklerde (8. grup) (%19,3), hem disi hem de erkegin
sigara dumaniyla beraber Vit. E aldigi grupta (16.grup) (%5) olarak saptandi.
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda, disilerin sigara dumaniyla beraber

SNS

VitE aldign grupta fertilizasyon oraninda (Z=0,06, P>0,05""), erkeklerin sigara

dumanmiyla beraber Vit E aldig1 grupta (Z=0,13, P>0,05"), hem disi hem de

erkeklerin sigara dumaniyla beraber Vit E aldig1 grupta ( P>0,05™

) kontrol grubuna
gore istatistiksel anlamli fark saptamadik (Tablo IV.6, Tablo IV.7).

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin klivaj oram iizerine etkilerini inceledik. Sadece sigara dumanina maruz
birakilan grupta (6. grup) (%83,3) olan klivaj orani, sigara dumaniyla beraber Vit-E
alan disilerde (14. grup) (%60) ve erkeklerde (8. grup) (%83) olarak saptandi.
Gruplan istatistiksel olarak karsilastirdigimizda sigara dumanina maruz birakilan
kontrol grubuna gore, sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve erkeklerin
klivaj oranlar arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05"%),(Tablo IV.6, Tablo IV.8).

Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin embriyo gelisim orami {izerine etkilerini inceledik Embriyo gelisim
oranlar1 sadece sigara dumanina maruz birakilan grupta (6. grup) (%17,2), sigara
dumaniyla beraber Vit-E alan disilerde (14. grup) (%12) ve erkeklerde (8. grup)
(%16,1) olarak saptandi. Gruplar istatistiksel olarak karsilastirdigimizda sadece
sigara dumanina maruz birakilan kontrol grubuna gore, sigara dumaniyla beraber Vit
E alan disilerin ve erkeklerin embriyo gelisim oranlarn arasinda anlamli fark

saptamadik (P>0.05NS),(Tablo IV.6, Tablo 1V.9).
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Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin 3. giinde gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi orani iizerine
etkilerini inceledik. Toplam embriyo sayisina gore 3.giinde, sadece sigara dumanina
maruz birakilan grupta (6. grup) (%20) olan grade I saglikli embriyo gelisimi, sigara
dumaniyla beraber Vit-E alan disilerde (14. grup) (%66.6) ( P>O.05NS), erkeklerle
elde edilen grupta (8. grup) (%20) (P>0.05"") olarak bulundu. Gruplar istatistiksel
olarak karsilastirdigimizda sadece sigara dumanina maruz birakilan kontrol grubuna
gore, sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve erkeklerin Grade I embriyo
gelisimi orani arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05NS),(Tab10 1V.6).

Sigara icimi sirasinda ¢ok sayida serbest radikal ve reaktif oksijen drnekleri
tiretilir. Serbest radikaller hiicrelerde membran lipidleri, proteinler, karbonhidratlar
ve DNA iizerine ¢ok sayida farkli molekiiller yoluyla oksidatif hasara neden
olmaktadir (202).

Bazi ¢alismalarda oral antioksidanlar sigara tiryakilerindeki ve erkek faktorlii
infertilite hastalarindaki sperm kalitesini arttirmiglardir. Aym1 zamanda semeninde
yikksek diizeyde ROS bulunan saghikli erkekler ile gecmiste yapilan IVF
sikluslarindan diisiik fertilizasyon oran1 gosteren fertil normospermik erkeklerdeki
fertilizasyon potansiyelini arttirmiglardir (22,23,24,25).

Dawson ve ark.’min agir sigara igicilerde antioksidan tedavisinin sperm
kalitesi tizerindeki etkisini inceledikleri ¢calismada, 75 hastaya (20-35 yas arasi hasta)
1 ay siiresince 200 mg/giin, 1000 mg /giin askorbik asid ya da plasebo tedavisi
verdiler. 3 tedavi grubu arasinda tedavi oncesi doneme gore sperm kalitesi {izerinde
iyilesme olup olmadigini arastirdilar plasebo alan grupta sperm kalitesinin
degismedigini askorbik asit 1000 mg/giin alan grupta 200 mg/giin alan gruba gore
serum ve seminal plazma askorik asit diizeyindeki artigla korole sekilde sperm
kalitesinin iyilestigini saptadilar. Sonug¢ olarak agir sigara igicilerin 200mg/giiniin
tizerinde askorbik asit kullandiklar1 zaman sperm kalitesinin iyilestigini one siirdiiler
(22).

Kadinlarda uygulanan oral antioksidan tedavisiyle iliskili cok az veri
bulunmaktadir. Erkeklerde oldugu gibi oral antioksidanlarin over, follikiil sivisi, tuba
uterina gibi hedef sahalara ulasip ulasmadigi belirsizdir. Bununla birlikte, nikotin

metabolitlerini kapsayan toksik maddeler bu bolgelere ulagsmaktadirlar; boylece
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follikiiler savunmalarin asildig1 ve optimal ilaglar ve dozlar bilinmemesine ragmen
antioksidan tedavisiyle kompanse edilen belirli sartlarin bulundugunu 6ne siirmek
mantiklidir (26).

Igarashi, oral yolla giinlik 400 mg askorbik asit verilmesinin anovulatuar
kadinlarda klomifenin ovulasyon indiikleyici etkisini artirdig1 tesbit etmistir (203).

Antioksidan tedavinin, oosit yaslanmasinin, hiicre dig1 ortamda (in vitro)
fertilizasyon hiicresel fragmentasyon ve blastokist donemine kadar gelisim
tizerindeki negatif etkisini engelledigi bildirilmektedir (156).

Kiiltir medyumunun ROS yakalayicilan, disiilfit azaltan reaktifler veya
divalent katyon selasyon ajanlariyla zenginlestirilmesinin in vitro hayvan embriyo
gelisimi icin Onemli olduguna dikkat c¢eken kayda deger miktarda kanit
bulunmaktadir. Ornegin, ¢esitli ¢calismalarda suplementasyonun, fare embriyosunun
iki hiicreli blogunu korudugu; domuz ve sigir embriyolarindaki erkek proniikleer
olusumunu ve blastokist gelisimini tetikledigi ve fare embriyosu oosit ¢atlama
oranlarini arttirarak yavas sogutma teknikleriyle yiiriitiillen dondurma-¢6zme islemine
gosterilen direnci arttirdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, insanlarla yapilan ¢calisma
sayist daha azdir ve bu calismalar yogun sekilde spermatozoalari ele almislardir.
Vitamin E gibi antioksidanlarla  zenginlestirilen  kiiltir =~ medyumunun,
poliformoniikleer Iokositler ile defektif spermatozoanin yarattign ROS’un neden
oldugu motilite kaybini nétralize ettigi ve sperm-oosit fiizyonunu arttirdigi bazi in
vitro c¢alismalarla gosterilmistir. Medyuma vitamin E veya diger antioksidanlar
eklenerek, dansite gradyent sperm hazirlama metotlariyla ROS {ireten hiicrelerin
uzaklastirilabilecegi bildirilmistir. Bununla birlikte giintimiizde yardimci iireme
laboratuarlarinda dansite gradyent hazirlama metotlar1 rutin sekilde kullaniliyor
olmasina ragmen in vitro insan sperm Ornekleri i¢in en uygun suplement tipini veya
etkisini tanimlayacak higbir genis skalali prospektif calisma bulunmamaktadir
(26,204,205,206,207,208,209,210,211).

Calismamizda, erkek ve disi farelere antioksidan (E vitamini) verildiginde
kontrol grubuna gore fertilizasyon, klivaj, embriyo gelisim oranlarini istatistiksel
anlamli diizeyde etkilemedigini gordiik. Ancak hem erkek hem de disi farelerin E
vitamini aldig1 grupta fertilizasyon (%43.7) ve embriyo gelisim oraninda (%31.2)
istatistiksel anlamh diizeyde azalma saptadik (P<0.05*) (Bkz. Tablo. IV.10.).
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Olumsuz etkilerini saptadigimiz ~ antioksidan kullanimina ilgili sonuglarimiz;
antioksidanlarin normal dozlarda gozlenen antioksidan etkilerini, yiiksek dozlarinda
aksine, oksidan etki gostermesine paralel goziikmektedir. Bu bilgiler 1s18inda normal
dozlar halinde, ancak uzun siireli (10 hafta) kullanmamiz, yagda eriyen bir vitamin
oldugu i¢in idrar esik diizeyi olmayan bu ajanin depolanmasi nedeniyle yiiksek doz
E vitamini ile gbzlenen oksidan etkiyi gosterdigini isaret etmektedir.

Sigara dumaninin fertilizasyon parametreleri {iizerine olas1 etkilerini,
engellemek amaciyla E vitamini verdigimiz gruplart degerlendirdigimizde;
calismamizin sonuglarina gore sigara dumanina maruz kalan erkek ve disi fareler ile,
sigara dumani ile beraber antioksidan olarak Vitamin E verilen gruplar
karsilastirildiginda, fertilizasyon orani , klivaj orani, embriyo gelisim orani agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulumadik (Bkz. Tablo. IV.6.). Bu bulgular bize,
sigara dumanminin IVF parametreleri iizerine olan olas1 etkisinin E vitamini
kullanimiyla etkilenmedigini diisiindiirmektedir.

Sonu¢ olarak bazi1 c¢alismalarda, oral antioksidan kullaniminin sigara
tiryakilerinde, erkek faktorlii infertilite hastalarinda, semeninde yiiksek diizeyde
ROS bulunan erkeklerde, IVF sikluslarindan diisiik fertilizasyon oram gosteren fertil
normospermik erkeklerde olumlu ektileri gosterilmistir. Ancak ozellikle kadinlarda
uygulanan oral antioksidan tedavisiyle ilgili veriler yetersiz goziikkmektedir. Bununla
birlikte giiniimiizde yardimci {ireme laboratuvarlarinda antioksidan kullanimi
konusunda in vitro insan sperm Ornekleri icin en uygun suplement tipini veya etkisini
tanimlayacak hicbir genis skalali prospektif calisma bulunmamaktadir. Dikkat
edilmesi gereken bir nokta da antioksidan tedavisi iki ucu keskin bir kilica
benzemektedir. Bir yanda istenilen etkiler, diger yanda antioksidan olarak kullanilan
tedavinin doz asiminda olusan istenmeyen etkiler vardir. Antioksidan kullanimi ile
ilgili en uygun supplement tipini ve etkisini belirlemek amaciyla genis skalali
prospektif calismalara ihtiya¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Literatiirde, yapilan ¢ok sayida caligmada gosterildigi tizere, sigara dumani,
gebelik olusumunun gecikmesi, gametogenezisin veya fertilizasyonun etkilenmesi,
implantasyon bozukluklarn veya gebeligin subklinik kaybi1 gibi bir¢ok etkiden

sorumludur. Hem kadinlar hem de erkeklerde sigaranin birakilmasim
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cesaretlendirmek ve sigara dumanina maruz kalinmasini Onlemek infertiliteye

yonelik koruyucu bir yaklasim olarak 6nemlidir.

VIL SONUC VE ONERILER

1. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin
fertilizasyon oranlarn {izerine etkilerini inceledik. Disilerin sigara dumanina maruz
kaldigr grupta fertilizasyon oran1 kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmaktaydi (P=0.002, P<0.01"). Erkeklerin sigara dumanina maruz birakildig
grupta fertilizasyon oraninda kontrol grubuna gore anlamlhi diizeyde degisiklik
olmazken (P=0,422, P>0.05NS), hem disi hem de erkeklerin sigara dumanina maruz
birakildigi grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma (P=0.000,
P<0.001"") saptadik.

2. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin klivaj
orani iizerine etkilerini inceledik. Disilerin, erkeklerin ve hem disi hemde erkeklerin
sigara dumanina maruz kaldig1 gruplar arasinda klivaj oranlarinda kontrol grubuna
gore anlaml fark saptamadik (P>0.05™°).

3. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin
embriyo gelisim orami iizerine etkilerini inceledik. Disilerin sigara dumanina maruz
kaldig1 grupta embriyo gelisim oram1 kontrol grubuna gore anlamli derecede
azalmaktayd1 (Z=3,20, P<0.01"). Erkeklerin sigara dumanina maruz birakildig
grupta embriyo gelisim oraninda, kontrol grubuna gore anlamli diizeyde degisiklik
olmazken (Z=0,81, P>0.05NS), hem disi hem de erkeklerin sigara dumanina maruz
birakildigi grupta kontrol grubuna gore anlamli derecede azalma (Z=4,83,
P<0.001"") saptadik.

4. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde sigara dumaninin 3.
giinde gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi orami iizerine etkilerini inceledik.
Disilerin ve erkeklerin sigara dumanina maruz kaldigi gruplar arasinda 3. giinde
gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi oraninda kontrol grubuna gore anlamli fark

saptamadik (P>0.05™).
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5. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin fertilizasyon orami {iizerindeki etkilerini inceledik. Disilerin sigara
dumaniyla beraber VitE aldig1 grupta fertilizasyon oraninda (Z=0,06, P>0,05™%),
erkeklerin sigara dumaniyla beraber Vit E aldig1 grupta (Z=0,13, P>0,05™°), hem disi
hem de erkeklerin sigara dumaniyla beraber Vit E aldig1 grupta ( P>0,05) kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli fark saptamadik.

6. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin klivaj oram iizerine etkilerini inceledik. Sadece sigara dumanina maruz
birakilan kontrol grubuna gore, sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve
erkeklerin klivaj oranlar1 arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05NS).

7. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin embriyo gelisim oram {izerine etkilerini inceledik Sadece sigara
dumanina maruz birakilan kontrol grubuna gore, sigara dumaniyla beraber Vit E alan
digilerin ve erkeklerin embriyo gelisim oranlar arasinda anlamli fark saptamadik
(P>0.05"%).

8. Sigara dumanina maruz birakilan Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E)
kullaniminin 3. giinde gelisen saglikli Grade I embriyo gelisimi orani iizerine
etkilerini inceledik. Sadece sigara dumanina maruz birakilan kontrol grubuna gore,
sigara dumaniyla beraber Vit E alan disilerin ve erkeklerin Grade I embriyo gelisimi
orani arasinda anlamli fark saptamadik (P>0.05™).

9. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin fertilizasyon orani iizerindeki
etkilerine baktik. Kontrol grubuna gore fertilizasyon oranini, Vitamin E alan
disilerde (P=1.00, P>0.05™%) ve erkeklerde (P=0.467, P>0.05"°) degismezken , hem
disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta istatistiksel olarak azalmis saptadik
(P=0.014, P<0.05") .

10. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin klivaj orani iizerindeki
etkilerine baktik. Kontrol grubuna gore klivaj orani, Vitamin E alan disilerde
(P=1.00, P>0.05" ) ve erkeklerde (P=1.00, P>0.05"° ) degismezken ,ayrica hem
disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupla kontrol grubu arasinda istatistiksel
olarak fark saptamadik (P=0.552, P>0.05™%).

11. Balb-c farelerde antioksidan kullaniminin embriyo gelisim orani

tizerindeki etkilerine baktik. Kontrol grubuna gore embriyo gelisim orani, Vitamin E



90

alan disilerde (P=1.00, P>0.05") ve erkeklerde (P=0.526, P>0.05"), degismezken ,
hem disi hem de erkegin Vitamin E aldig1 grupta istatistiksel olarak azalmis
saptadik (P=0.017, P<0.05").

12. Balb-c farelerde antioksidan (vitamin E) kullaniminin 3. giinde gelisen
saglikli Grade I embriyo gelisimi orani {izerine etkilerini inceledik. Kontrol grubuna
gore, Vit E alan disilerin ve erkeklerin Grade I embriyo gelisimi oram arasinda
anlaml fark saptamadik (P>0.05NS).

13. Literatiirde, yapilan ¢ok sayida calismada gosterildigi iizere, sigara
dumani, gebelik olusumunun gecikmesi, gametogenezisin veya fertilizasyonun
etkilenmesi, implantasyon bozukluklar1 veya gebeligin subklinik kaybi gibi bircok
etkiden sorumludur. Hem kadinlar hem de erkeklerde sigaranin birakilmasini
cesaretlendirmek ve sigara dumanina maruz kalinmasini Onlemek infertiliteye
yonelik koruyucu bir yaklasim olarak 6nemlidir.

14. Antioksidan tedavisi iki ucu keskin bir kilica benzemektedir. Bir yanda
istenilen etkiler, diger yanda antioksidan olarak kullanilan tedavinin doz agiminda
olusan istenmeyen etkiler vardir. Antioksidan kullanimi ile ilgili en uygun
supplement tipini ve etkisini belirlemek amaciyla genis skalali prospektif ¢aligmalara

ihtiyag¢ vardir.
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