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OZET

Follikiiler Stvidaki TSH Degerlerinin Oksidatif Hasar Parametreleri ve in Vitro

Fertilizasyon Uzerine EtKisi

Bu calismada, kontrollii over stimiilasyonu ve sonrasinda oosit aspirasyonu
uygulanmis IVF hastalariin folikiiler sivilarinda bulunan TSH, serbest T3, serbest T4 ve
prolaktin hormonlarinin seviyeleri ile oksidatif hasar ve in vitro fertilizasyon parametreleri
arasindaki iliskiyi arastirdik. Calismamizda, Kocaeli Universitesi Hastanesi Tiip Bebek
Unitesi’nde tedavi goren 62 infertil kadin hasta rastgele secilmis ve folikiil s1v1 drnekleri
kullanilmistir. Alinan folikiil sivilar1 hastalarin dominant folikiillerinden elde edilmistir. Bu
orneklerdeki tiroid stimiilan hormon, serbest T3, serbest T4, prolaktin, nitrik oksit, rediikte
glutatyon ve malondialdehit miktarlari 6l¢iilmiis ve in vitro fertilizasyon parametreleri olan
oosit sayisi, olgun oosit sayisi, déllenmis oosit sayisi, fertilizasyon orani ve embriyo
kalitesi ile iliskisi incelenmistir. Elde edilen bulgular arasindaki iligki istatistiksel olarak
analiz edilmistir. Sonuglarimiz, tiroid stimiilan hormon degerlerinin gebe kalan kadinlarla
gebe kalamayan kadinlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermedigini ortaya
cikarmistir (p=0.345). Gebelik sonucu pozitif olan hastalarda, negatif olan hastalara oranla
nitrik oksit ve serbest T3 seviyeleri anlamli olarak daha diisiikken (sirasiyla; p=0.039,
p=0.012); malondialdehit ve prolaktin seviyeleri anlamli sekilde daha yiiksek ¢ikmustir
(strastyla; p=0.001, p=0.042).

Anahtar Kelimeler: tiroid stimiilan hormon, folikiiler siv1, in vitro fertilizasyon, nitrik

oksit, malondialdehit, glutatyon



ABSTRACT

Effect Of Follicular Fluid TSH Levels On Oxidative Stress Parameters and In Vitro

Fertilization

In this study; we investigated the relationship between TSH, free T3, free T4 and
prolactin hormone levels with oxidative stress and in vitro fertilization parameters in
follicular fluids of IVF patients who have undergone controlled ovarian hyperstimulation
and afterwards oocyte aspiration. 62 infertile women who were treated in Kocaeli
University Hospital IVF Unit were randomly selected and their follicular fluid samples
were used in our study. Follicular fluids were obtained from the dominant follicles.
Thyroid stimulating hormone, free T3, free T4, prolactin, nitric oxide, reduced glutathione
and malondialdehyde levels in these samples were measured and in vitro fertilization
parameters that are oocyte count, mature oocyte count, fertilized oocyte count, fertilization
rate and embryo quality were analyzed. The correlations between these findings were
assessed statistically. Our results revealed that there was no statistically significant
difference between thyroid stimulating hormone levels of pregnant and nonpregnant
women (p=0.345). It was also observed that; in pregnant women nitric oxide and free T3
levels were lower (p=0.039, p=0.012; respectively); malondialdehyde and prolactin levels

were higher (p=0.001, p=0,042; respectively) when compared to nonpregnant women.

Key Words: thyroid stimulating hormone, follicular fluid, in vitro fertilization, nitric

oxide, malondialdehyde, glutathione
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1. AMAC VE KAPSAM

Tiroid hastaliklari, iireme ¢agindaki kadinlarda erkeklere oranla 4 ile 5 kat daha fazladir ve
tiroid disfonksiyonunun siklikla kadinlarda fertilitenin bozulmasiyla iligkili oldugu
saptanmustir (Bjoro ve ark., 2000). TSH, tiroid hormonlar1 ve prolaktin 6lgtimleri

giinlimiizde infertilite degerlendirilmesinde rutin olarak yapilmaktadir.

Tiroid hormonlar1 viicutta biiyiime, gelisim ve metabolizmanin anahtar diizenleyicileridir.
Asirt tiretilmeleri sonucu bazal metabolik hizda artisa neden olduklar1 bilinmektedir.
BMR’deki artisin, basta mitokondrideki elektron transport zinciri (ETZ) olmak lizere
bircok metabolik olay1 uyardigi ve serbest radikal tiretimini arttirarak, oksidan-antioksidan
dengesini etkiledigi rapor edilmistir (Fernandez ve ark., 2006). Yine; NO’, malondialdehit
ve rediikte glutatyonunun yapilar1 geregi organizmanin oksidan-antioksidan dengesiyle

etkilesim i¢inde olmasi1 beklenir.

Oosit kalitesi, kadin infertilitesini belirleyen 6nemli bir faktordiir. Folikiiler sivi; oosit
gelisimi i¢in ¢ok dnemli bir mikrogevredir; oosit kalitesini belirlemede, fertilizasyon ve
embriyogenezde biiyiik rol oynar. Bu mikrogevre, oositlerin i¢inde yasadigi; steroid
hormon, biiylime faktorii, sitokinler, graniiloza hiicreleri ve 16kositleri iceren metabolik
olarak aktif bir sistemdir ve folikiiler olgunlagsma ve graniiloza hiicre fonksiyonlari
acisindan ¢ok 6nemlidir (Fortune JE., 1994).

Arastirmamizin temel amaci; infertil kadinlarda oksidan-antioksidan dengesi ve in vitro
fertilizasyon sonucuyla direkt, indirekt ya da potansiyel olarak iliskisi olabilecek tiroid
stimiilan hormon, serbest T3, serbest T4, prolaktin, nitrik oksit, malondialdehit ve rediikte
glutatyon parametrelerinin, oviilasyon indiiksiyonu yapilmis ve tedavi sonunda oositleri
toplanmis infertil kadin hastalarin folikiiler sivilarinda 6l¢mek; bu parametreler arasindaki

olasi iligkileri ve in vitro fertilizasyon sonuglarina olasi etkilerini degerlendirmektir.



2. GIRIS VE GENEL BIiLGILER

2.1. Tiroid Sistemi

Tiroid sistemi; tirotiropin salgilatan hormon (TRH), tiroid stimiilan hormon (TSH)
ve tiroid hormonlarindan olugmaktadir. Bu ii¢ bilesen saglikli bireylerde birbiri ile uyum
icinde calismaktadir. Hipotalamustan salgilanan TRH, hipofizden TSH salinimini uyarir.
Kandaki TSH artis1 ile birlikte tiroid bezinden tiroid hormonlarinin salinimi uyarilmaktadir.
Tiroid sistemi elemanlar1 arasinda islevsel bir geri bildirim mekanizmasi vardir (Sekil 1) ve
bu mekanizmanin bozulmas: tiroid islev bozukluguna neden olur. Endokrin hastaliklarin

biiyiik bir cogunlugunu tiroid islev bozukluklar1 olusturmaktadir.

Sekil 1.1. Tiroid sistemi geri-bildirim mekanizmasi.
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2.1.1. Tiroid hormonlar1

Tiroid hormonlar1 viicutta hemen hemen her hiicrede etki gosterir. Genel olarak;
bazal metabolik hizi arttiran, protein sentezini etkileyen, ndronal olgunlasmaya yardimci
olan ve viicudun katekolaminlere olan duyarliligini arttiran islevlere sahiptirler. Viicuttaki
hiicrelerin diizgiin gelisimi ve baskalagimi agisindan gereklidirler. Hiicrelerin enerji verici
bilesikleri kullanim mekanizmalari {izerinde etki gostererek de protein, yag ve karbonhidrat
metabolizmalarin1  diizenlerler. Bunun yami sira; kardiyovaskiiler sistem ve iireme

sisteminde birgok fizyolojik etki gosterirler (Murray ve ark., 2003).

Tiroid hormonlari, tiroid bezinde iiretilen iyodinlenmis aminoasit tlirevleri olan T3
(3,3’,5-trityodo-L-tironin) ve T4 (3,3°,5,5’-tetraiyodo-L-tironin)’tiir. T3 biyolojik olarak
aktif olan hormondur ve ¢ogunlukla tiroid disindaki dokularda T4’ten sentezlenmektedir.
T4’tin anlaml1 bir biyoaktivitesi yoktur, hormon onciilii olarak gérev yapmaktadir.

Tiroid hormonu sentezinde iki substrata ihtiya¢ vardir:

I. Tiroglobulin: Molekiil agirligi 660 kDa civarinda olan, sadece 25-30 tanesi
iyotlanan, 133 tirozil kalintisina sahip glikozile bir proteindir. Tiroglobulin
tirositlerin (tiroid bezi hiicreleri) bazal kisminda sentezlenir ve ekstraseliiler
kolloitte depolanmak {izere folikiiler liimene hareket eder. Tekrar hiicreye
girdiginde aktif T3 ve T4 hormonlarina hidrolize olurken, apikalden bazale hareket
eder. Biitiin bu basamaklar TSH tarafindan hizlandirilir. Tiroid stimiile edici
hormon, tiroglobulin geninin transkripsiyonunu da hizlandirmaktadir (Murray ve
ark., 2003).

ii. Iyot: Kaynag besinlerdeki inorganik iyottur. Ince barsaktan emilen iyot, tiroid bezi
ve bobrekler tarafindan dolasimdan uzaklastirilir. Tiroid bezindeki tirosit hiicreleri
tarafindan aktif tagimayla igeri alinir, tiroperoksidaz tarafindan katalizlenen
oksidasyon yoluyla aktif hale getirilir. Oksitlenmis iyot, tiroglobulindeki tirozil
kalintilariyla reaksiyona girer. Aromatik halkanin 6nce 3’ sonra da 5’ konumu
sirastyla MIT ve DIT olusturmak tizere iyotlanir. T4 olusturmak igin iki DIT
molekiili, T3 olusturmak icinse bir MIT ve bir DIT molekiilii birlesir. Tiroglobulin
hidrolizi TSH tarafindan uyarilir (Murray ve ark., 2003).



Sekil 1.2. Tiroksin (T4)
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Sekil 1.3. Triiyodotironin (T3)
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Tiroid hormonlar1 kanda serum proteinlerine bagli olarak taginirlar. Ana tiroid hormon

baglayici protein, tiroksin baglayan globulinlerdir. TBG’e bagli olmayan kisim, biyolojik

aktiviteden sorumlu olan kisimdir.

Kandaki tiroid hormonu seviyeleri geri-bildirim mekanizmasiyla diizenlenir (Sekil 1).
T3 ve T4 seviyeleri, kandaki TSH hormonunun artmasina cevap olarak yiikselir; fakat
kandaki serbest T3’{in artmasi ile pozitif geri bildirim mekanizmasi durur. TSH ve TRH
tizerine etkisi olan negatif geri bildirim mekanizmasi devreye girer. Bu durum, serbest T3
diizeyi belli bir seviyenin altina diisene kadar devam eder ve T3’teki azalma tekrar TSH
salinmasi i¢in gerekli isareti verir. Bu mekanizma, biyolojik olarak aktif olan serbest T3’iin

direkt ya da T4 doniisiimiiyle kana kesintisiz olarak verilmesini saglar.



2.1.2. Tiroid stimiilan hormon

TSH, 6n hipofiz bezindeki bazofil hiicrelerinden sentezlenen ve salgilanan 28-30
kDa arasinda bir glikoproteindir. Tiroid bezinin biiyiimesi ve fonksiyonun
diizenlenmesinde merkezi bir rol oynar. TSH; folikiil stimulan hormon, liiteinizan hormon
ve insan koryonik gonadotropinini igeren glikoprotein ailesinin bir {iyesidir. Bu sinifa bagl
diger hormonlar gibi, TSH da, plazma membran1 reseptorlerine baglanir ve adenilat siklazi
aktive eder. Bunun ardindan meydana gelen cAMP artisiyla birlikte tiroid hormon
biyosentezini arttirir. Bu glikoprotein ailesindeki hormonlarin ortak 6zelliklerinden bir
digeri, a ve B olarak adlandirilan 2 alt birimden olusmalaridir. Hormonlarin a altbirimleri
birbiriyle aynmidir; tiirler arasinda da yiiksek homoloji gosterir. Spesifik biyolojik
aktiviteleri belirleyen ise B altbirimidir; ama [ altbirimi tek bagina aktif degildir.
Reseptoriin taninmasi i¢in her iki alt birimin etkilesim halinde olmasi gerekmektedir

(Murray ve ark., 2003).

TSH, tiroid fonksiyonunun kontroliindeki anahtar proteindir. Anterior hipofizden
TSH sentezi, tirotiropin-salgilatan hormon (TRH) ile uyarilir ve klasik endokrin negatif-
geri besleme mekanizmasinda tiroid hormonuyla inhibe edilir. TSH’1n fizyolojik rolleri,
tiroidin iyodin alimi1 ve organifikasyonu gibi farklilasmis fonksiyonlarmin stimiilasyonu,
iyodotroninlerin {iretimi ve bezden salinmasi, ve tiroidin gelisiminin baglamasidir

(Szkudlinski ve ark., 2002).

2.1.2.1. TSH referans arah@

Serum TSH konsantrasyonunun, tiroid islev bozuklugunun en duyarli belirteci
oldugu diistintilmektedir; ¢linkii, serumdaki TSH ve tiroid hormonlar1 arasinda logaritmik
bir ters iliski vardir. Serbest T4 ya da serbest T3 konsantrasyonlarindaki hafif degisiklikler,
TSH’da biiyiik degisikliklerle sonuglanmaktadir (Spencer ve ark., 1990). Bir
popiilasyondaki TSH referans araligi onemli bir soru isaretidir; ¢linkii her bireyin tiroid
hormon ve TSH konsantrasyonlar1 arasindaki iliski i¢in tek bir ‘denge noktasi’ oldugu
diistiniilmektedir (Andersen ve ark., 2002). Bu nedenle; TSH referans araligi, giiniimiizde,
0zellikle subklinik tiroid hastalig1 olan hastalarla ilgilenen klinisyenler arasinda yogun ilgi

¢eken bir konu haline gelmistir (Goichot ve ark., 2009).



Son 7 yil iginde, TSH’1n st referans sinirini1 tartisan birgok rapor bildirilmistir
(Fatourechi ve ark., 2003; Surks ve ark., 2005; Wartofsky ve ark., 2005; Fatourechi ve ark.,
2007; Biondi ve ark., 2008). Bunlardan birinde, 6zellikle hastanin yasini1 dikkate alarak
kullanilan referans araligini degistirmek gerektigi savunulmaktadir (Surks ve ark., 2007).
Diger yandan, TSH referans araliginin alt simir1 fazla ilgi ¢ekmemis ve bu konudaki

calismalara literatiirde nadir rastlanmistir (Goichot ve ark., 2009).

Giintimiizde kullanilan TSH referans araligi, duyarh testler uygulanarak 0.2-0.4
mlU/L ile 4.0-4.5 mIU/L olarak belirlenmistir. Bunun yani1 sira; etnik 6zelliklerin, yasin,
iyodin aliminin, filebotomi zamaninin ya da testin duyarliligi ve ozgilligiinin TSH

degerlerini etkileyen muhtemel faktorler oldugu disiiniilmektedir.

Son zamanlarda yapilan bazi popiilasyon bazli ¢alismalarda, TSH seviyelerinde
daha dar bir aralik tanimlanmistir. Bu aralik, 0.3 ile 2.5 mIU/L’dir; fakat, TSH degerleri
laboratuvar test metotlarindaki degiskenlikleri iceren endojen ve ekzojen etkilesimlere
maruz olabileceginden dolay1 uzun siiredir kabul gérmiis olan 0.2-4.5 mIU/L araligi gz
ontinde tutulmali ve hastanin klinigiyle birlikte degerlendirilmelidir (Brabant G., 2009).

2.2. infertilite

Infertilite, insanlar1 tibbi ve psikolojik olarak etkileyen klinik bir problemdir. “12
ay boyunca, korunmadan ve yeterli sayida cinsel iliskide bulunulmasina karsin gebelik
olusmamas1” olarak tanimlanmaktadir. Infertilitenin ¢ok farkli nedenleri vardir ve bunlarm
%30’u erkek kaynakliyken, %40-50’sini kadin infertilitesi ve %20-30’unu agiklanamayan
infertilite olusturmaktadir (Duckitt K., 2003).

In vitro fertilizasyon uygulamalar1 ve oviilasyon indiiksiyonu, folikiilogenez ve
luteal faz olaylarin1 anlamada yeni bakis agilar1 getirmistir. Bu yeni bilgiler, oositin,
fertilizasyonun ve embriyo klivajinin dogrudan izlenmesi kadar periferal kan belirtegleri,
ultrason degerlendirmesi, folikiiler s1v1 igerikleri ve hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak
sikluslarin detayli bir sekilde degerlendirilebilmesini saglamistir (DeCherney ve ark.,

1985).



2.3. Tiroid Hastalklari ve Kadin infertilitesi

Tiroid hastaliklar1, tireme ¢agindaki kadinlarda erkeklere oranla 4 ile 5 kat daha
fazla goriilmektedir (Bjoro ve ark., 2000). Tiroid islev bozuklugu siklikla kadinlarda
fertilitenin bozulmasiyla iligkilidir. Tiroid hastaliklarinda hipotalamik-hipofizer-over
ekseninin normal geri besleme mekanizmasinin diizenlenmesinde bozukluk olduguna ve
bunun da, kadinlarda menstriiel anormalliklere ve fertilitede bozukluga neden olduguna
inanilmaktadir; fakat, tiroid stimulan hormonun ya da tiroid hormonlarinin HPO eksenini

nasil bir mekanizma yoluyla etkiledigi tam olarak bilinmemektedir

2.3.1. Hipotiroidi, Kadin Ureme Ekseni ve Kadin Infertilitesi

Hipotroidi, tiroid hormonlarinin sekresyonunun azalmasi ile olusmaktadir ve
siklikla otoimmiin bir siire¢ araciligiyla olusurken, kimi zaman da tiroid operasyonu ya da
radyoaktif iyodin (1) tedavisinin ardindan gelisir. Subklinik hipotiroidi, normal referans
aralig1 igindeki serbest T4 ve yiiksek serum konsantrasyonuna sahip TSH ile tanimlanur.
Klinik hipotiroidinin iireme c¢agindaki kadinlardaki sikligit % 0.5-0.7 iken; subklinik
hipotiroidinin sikligi % 2 ile %4 arasindadir (Hollowell ve ark., 2002; Canaris ve ark.,
2000). infertil kadmlarda yiiksek TSH sikhiginm % 0.7 ile % 4 arasinda oldugu
bildirilmigse de; bu konuyla ilgili yapilan ¢alisma sayisi sinirli kalmigtir (Shalev ve ark.,
1994; Lincoln ve ark., 1999). Hipotiroidinin kadin iireme hormonlar1 tizerindeki etkileri,
esas olarak cinsiyet hormonu baglayici globulinde (SHBG) ve total dstradiolda azalma;
buna bagli olarak da testosteron ve Ostradioliin SHBG’ye baglanmig kismindaki azalma
seklinde gorilir. Bu degisiklikler; hipofiz-over ekseni etkileyebilir. Luteinizan hormon
(LH) artabilir ama yine de normal araliklar igerisinde kalir (Redmond GP, 2004; Koutras
DA, 1997; Krassas ve ark., 1999) ve normal folikiiler gelisim igin gerekli olan pulsatil

gonadotropin salict hormon sekresyonu ve oviilasyon bozulur (Poppe ve ark., 2004).

Hiperprolaktinemi, hipotiroidide en sik rastlanan bulgudur (Redmond GP, 2004).
Yetiskin kadinlarda hipotiroidi, siklus uzunlugu ve kanama miktarinda degisiklere neden
olmaktadir (Thomas R. ve Reid RL., 1987). Anoviilasyon nedeniyle olusan Ostrojen
kirilma kanamasi sonrasinda, menoraji, oligomenore veya amenore siklikla rastlanan
bulgulardir (Krassas ve ark., 1999). 2002’de yapilan bir ¢alismada, 6zellikle de ovulatuar

islev bozuklugu olan infertil kadinlarda, kontrollere oranla daha yiiksek bazal TSH



degerleri oldugu bildirilmistir (Poppe ve ark., 2002). Tirotropin ve tiroid hormon
reseptorleri, insan graniiloza hiicrelerinde gosterilmis ve ayn1 zamanda da, hem T3 hem de
T4 folikiiler sivida tespit edilmistir (Wakim ve ark., 1993; Wakim ve ark., 1994). T4,
gonadotropinlerin, in vitro ortamda graniiloza hiicreleri tarafindan gergeklestirilen
luteinizasyon ve progestin sekresyonu tlizerindeki etkisini arttirmaktadir (Wakim ve ark.,
1995). Bu nedenle; over diizeyinde yetersiz tiroid hormon konsantrasyonu gonadlarin iglev
bozukluguna anlamli bir katki saglayabilir. Tiroid hormonlarinin oosit fizyolojisindeki
rolii, in vitro fertilizasyon tedavisi alan kadinlarda TSH’1n fertilizasyon bozukluguna neden

oldugunu gosteren sonuglarla desteklenmistir (Cramer ve ark., 2003).

2.3.2. Hipertiroidi, Kadin Ureme Ekseni ve Kadin Infertilitesi

Klinik hipertiroidi, hipofizer TSH seviyesindeki azalma ve serum sT3, sT4 ya da
her ikisinde de goriilen artigla tanimlanir. Normal serum T4 ve T3 varliginda sadece TSH
baskilanmissa, bu durum subklinik hipertiroidi olarak adlandirilir. Genel popiilasyonda

hipertiroidi siklig1 % 1.5 civarindadir (Wang ve Crapo, 1997; Bjoro ve ark., 2000).

Tirotoksik kadinlarda SHBG iiretimi anlamli sekilde artmistir; bagh ya da total
Ostradiol seviyesi normalden 2-3 kat daha fazladir ve serbest E2 normal araligin en alt
sinirindadir. Androjenin dstrojene doniisiimii artmistir. LH taban degeri siklikla artmis ve
LH pikinin orta degeri keskinlesmistir; bu da biiyiik olasilikla oviilasyonu engellemektedir.
Tirotoksikozda menstriiel bozukluklara sik¢a rastlanmaktadir (Wang ve Crapo, 1997;
Bjoro ve ark., 2000).

2.3.3. Hiperprolaktinemi

Insan prolaktini, 199 aminoasitten olusan tek zincirli bir polipeptittir ve molekiiler
agirhgr 23 kDa’dur. Prolaktinin, laktogenez, ozmoregiilasyon, iireme, davranis
modifikasyonu ve immiin modiilasyonunu da igeren 300’4 askin tamimlanabilir

biyoaktivitesi vardir (Prabhakar VKB ve Davis JRE, 2008).

Hiperprolaktinemi terimi, dolasimdaki prolaktin seviyelerindeki artisi anlatir.
Klinik olarak en yaygin sekilde goriilen hipofizer hormon anormalligidir. Israrci

hiperprolaktinemi, gonadotropin salgilayict hormonun pulsatil sekresyonunu keser;



luteinizan hormon ve folikiil stimiilan hormon salinimin1 inhibe eder ve dogrudan, gonadal
steroid lretimini bozar. Hiperprolaktinemi, sekonder amenoreli kadinlarin % 30’unda,
amenore ve galaktoreli kadinlarin % 75’inde bulunur (Prabhakar VKB ve Davis JRE,
2008). Yiiksek serum prolaktin seviyelerinin folikiiler olgunlasmay1 ve korpus luteum

islevini bozma etkisi vardir (Nawroth F., 2005).

Klinik primer hipotiroidili hastalarda yiiksek serum prolaktin seviyelerine
rastlanmistir. Hiperprolaktineminin hipofiz ve over iizerindeki etkilerinden dolayi, tedavi
edilmeyen hipotiroidi, ovulatuar disfonksiyonla iligkili olabilir; infertilite ve menstriiel

bozukluklara neden olabilir (Meier ve ark., 2003).

Hiperprolaktineminin ve klinik olarak anlamliliginin, klinik ve subklinik
hipotiroidideki frekansini degerlendiren biiyilk prospektif c¢alismalar yoktur. Ayrica;
varolan sinirl veriler, yiiksek prolaktin konsantrasyonunun Ostrojen terapisi ve noroleptik

ya da antidepresif ilaglar gibi potansiyel sebeplerini dikkate almamistir (Raber ve ark.,
2003).

2.4. TSH, Tiroid Hormonlari, Prolaktin ve Oosit Gelisimi

Tiroid hormonlar1, TSH, prolaktin ve kadin infertilitesi arasindaki iliskiler ¢coklu ve
karmagiktir. Geleneksel olarak; prolaktin ve TSH o&lgtimlerinin, infertil kadinlarin
degerlendirilmesinde onemli etkenler oldugu diistiniilmiistiir (Thomas R ve Redi RL,
1987). Infertil kadinlar arasinda tiroid islev bozuklugunun devamli taranmasmin degeri
cesitli arastirmacilar tarafindan sorgulanmistir ve tiroid fonksiyon testlerinin ovulatuar
disfonksiyonlu infertil kadin grubunun tanimlanmasinda yararl olabilecegi gosterilmistir

(Shalev ve ark., 1994).

2.4.1. Oosit gelisimi

Olgun oosit tiretimi ve steroid hormon biyosentezi, memelilerdeki overlerin baslica
islevleridir. Bu fonksiyonlar, siki hormonal kontrol altindaki karmasik bir siire¢ olan
folikiil gelisimi sirasinda gergeklesir (Greenwald GS ve Roy SK, 1994). Oosit kalitesi,
kadin fertilitesini belirleyen 6nemli bir faktordiir. Folikiiler sivi, oosit gelisimi i¢in ¢ok

onemli bir mikrogevredir; oosit kalitesini belirlemede, fertilizasyon ve embriyogenezde



biiyiikk rol oynar. Oositlerin iginde yasadigi bu mikrogevre, steroid hormon, biiyiime
faktori, sitokinler, graniiloza hiicreleri ve 16kositleri igeren ve metabolik olarak aktif bir
sistemdir; folikiiler olgunlasma ve graniiloza hiicre fonksiyonlar1 agisindan ¢ok 6nemlidir.
Ayn1 zamanda, fertilizasyon oranini ve embriyo kalitesini de etkilemektedir (Agarwal ve
ark., 2005). Embriyo kalitesinin degerlendirilmesi embriyonun morfolojisine gore yapilir.
Embriyo morfolojisinin iki énemli tanimlayict degiskeni, blastomer biiyiikliiklerinin esit
olup olmamasi ve hiicresel fragmantasyonun derecesidir. Embriyo skorlamasi bu
parametrelerle asagidaki gibi yapilir (Hoover ve ark., 1995):

Grade 1: esit blastomer, fragmantasyon yok.

Grade 2: esit blastomer, ¢cok az fragmantasyon var.

Grade 3: esit olmayan blastomerler, orta derecede fragmantasyon var.

Grade 4: esit olmayan blastomerler, asir1 derecede fragmantasyon var.

Olgun bir oositin gelisimi uzun bir siiregtir. O0sit olgunlagsmasi, oosit ve antral
folikiillerdeki oositleri dogrudan c¢evreleyen kiimiiliis hiicreleri arasindaki karmasik
etkilesimleri icerir. Ovulatuar bir folikiile gecis, kiimiiliis hiicrelerinin genislemesini ve
oositin mayotik olgunlagsmasini igerir. Cesitli endokrin, parakrin ve otokrin faktorler over
folikiil gelisimini ve oviilasyonu diizenler. Hipofizer gonadotropinler folikiil gelisimi ve

basgkalagiminin diizenlenmesinde 6nemli rol oynar (Roche JF., 1996).

2.4.2. TSH ve Oosit

LH, FSH ve hCG gibi, TSH da 2 altbirimden olusmaktadir; bunlar alfa ve beta
altbirimleridir. Alfa altbirimi diger hormonlarinkiyle aynidir ama beta altbirimi her
hormona 6zgiidiir (Vaitukaitus ve ark., 1976). Alfa altbirimi LH ve FSH’inki ile aynm
oldugundan, TSH’mn gonadotropik bir hormon gibi ¢alisabilecegi diisiiniilmektedir.

TSH seviyelerinin yiikseldigi hipotiroidi durumlarinda, TSH’1n graniiloza hiicreleri
ve teka hiicreleri gibi over dokular iizerinde etki edebilecegi; boylece, steroidogenezi
etkileyebilecegi ve ardindan HPO ekseninin normal geri besleme diizenini bozabilecegi
hipotezi kurulmustur (De Silva ve ark., 1994). Ayrica; TSH’mn oosit kiimiiliis kompleksi
tizerinde etki edebilmesi ve kiimiiliis genislemesi ile 00sit olgunlagsmasini etkileyebilmesi

mimkindiir.
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2.4.3. Tiroid hormonlari ve oosit gelisimi

Son yillarda, dolasimdaki yeterli miktardaki T3’Gn normal kadin {reme
fonksiyonlarinda primer oneme sahip oldugu artan sekilde netlik kazanmistir. Hem
insanlarda hem de hayvanlarda, T3 seviyelerindeki degisiklikler menstriiel bozukluklara,
fertilitenin bozulmasina ve degismis hipofizer gonadotropin sekresyonuna neden

olmaktadir (Cecconi ve ark., 1999).

Tiroid hormonlar1 omurgalilarda gelisim iizerinde kritik etkilere sahipken, ayni
zamanda T3, ovaryen folikiil gelisimi ve kiimiiliis-oosit kompleksinin olgunlagsmasi igin de
onemli olabilir. T3’iin COC olgunlagsmas1 ya da oviilasyonu molekiiler yoldan etkileme
mekanizmalarini tanimlamak; hem tani igin, hem de in vitro fertilizasyon ve embriyo

transferi i¢in uygun sartlari tanimlamada yararli olabilir (Zhang ve ark., 1997).

Ayrica; T3 ln, in vitro ortamda insan graniiloza hiicrelerindeki steroid biyosentezi
tizerindeki FSH ve LH etkisini direkt olarak degistirdigi gortiilmistiir (Goldman ve ark.,
1993). Bu bulgular; memeli graniiloza ve stromal hiicrelerinde ve son zamanlarda da insan
kiimiiliis hiicreleri ve oositlerinde bircok T3 reseptor mesajct RNA ve T3-baglanan

bolgenin tanimlanmasiyla desteklenmistir (Cecconi ve ark., 1999).

2.5. Tiroid Durumu ve Oksidatif Stres

Tiroid hormonlar1 biiyiime, gelisim ve metabolizmanin anahtar diizenleyicileridir.
Omurgalilarda hipertiroidik bir durumun gelismesi, ¢ogu dokuda O2 tiiketim hizindaki

artisa bagl olarak bazal metabolik hizda artisa neden olmaktadir.

T3’e bagl uzun-siireli sinyal mekanizmasi; enerji metabolizmasinda ve solunum
zincirinde yeralan enzimlerin sentezini indiikleyerek oksidatif fosforilasyon kapasitesinin
artmasina neden olmaktadir. Tiroid hormonlar1 bazal metabolik hiz1 ve spesifik mitokondri
enzimlerini indiikleyerek oksidatif sistemi hizlandirmakta; sonug¢ olarak da, sistemdeki

serbest radikal olusumunu arttirmaktadir (Fernandez ve ark., 2006).
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Tiroid hormonlari, normal fizyolojik durumlarda mitokondrideki oksijen tikketimini
degistirerek bazal metabolik hiz1 etkileyen en 6nemli faktorlerdir; ve, serbest radikallerin
baslica iiretim bolgeleridir. T3’tin ana bilesen oldugu tiroid hormonlart omurgalilarda
bliylime, gelisme ve metabolizmay1 etkileyen ¢ok sayida fizyolojik etki gostermektedir;
buna bagli olarak da, homeostazin ana diizenleyicileri olarak diisliniilebilirler. Diger bir
taraftan; dolasimdaki tiroid hormonu seviyelerinin yiiksek olmasi, tiim organizmada ve
cesitli viicut kisimlarindaki kilo kaybi, yiiksek metabolizma hizi ve viicut sicakligi gibi
olaylar1 etkilemektedir. Plazma membrani, endoplazmik retikulum ve mitokondrinin, tiroid
hormonlarinin etki gdsterdigi potansiyel hiicresel bolgeler oldugu diisiiniilmektedir.
Oksidatif stresin ilk hiicrei¢i hedefi, mitokondrinin membran bilesenleridir (Torun ve ark.,
2009).

2.5.1. Serbest radikaller

Homeostazin ve bdylece de aerobik organizmalarin biitiinliigliniin en biiyiik
tehditlerinden biri, serbest radikaller olarak adlandirilan bir ya da daha fazla eslesmemis
elektrona sahip kimyasal tiirlerdir. Serbest radikaller, in vivo ortamda hiicre igin gerekli
olan normal metabolik olaylarin yan iriinii seklinde olusurlar. Aerobik organizmalar
yasamlar1 i¢in gerekli enerjiyi saglamak i¢in karbon ve hidrojenden zengin substratlar
oksitlemek igin oksijen kullanirlar. Organik molekiiller oksitlendiginde, oksijen arka
arkaya dort elektron transferiyle suya indirgenir; fakat, oksijen ayni1 zamanda tek elektron
transferiyle tek basamakli sekilde de indirgenebilir ve bunun sonucunda siiperoksit anyon
radikali (O2 ") gibi oksijen radikali ve hidrojen peroksit (H202) ve hidroksil radikali (OH")
gibi diger reaktif oksijen tiirleri olusur. ROS, biyomembrandaki ¢oklu doymamis yag
asitlerine, bir peroksidatif reaksiyon zinciri seklinde, proteinlere ve enzimlere, fonksiyonel
Ozelliklerine zarar verecek sekilde ve niikleik asitlere, zincirde kirilmalara ve bazlarda
degisimlere neden olacak sekilde saldirabilir. ROS’un oksidatif etkilerini azaltmak igin,
evrimsel sagkalim siireci, aerobik organizmalarin biyokimyasal bir savunma sistemine
sahip olmalarini saglamistir. ROS olusumu hiicrelerin antioksidan kapasitesini astiginda,

oksidatif hasar meydana gelir (Venditti P. ve Di Meo S., 2005).

Ana hiicresel makromolekiillerin oksidasyonu ve sonucunda molekiiler islev

bozukluguna neden olabilen oksidatif stres, serbest radikallerin asir1 iiretiminden ya da
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cesitli antioksidan savunma sistemlerinin yetersizliginden kaynaklanabilir (Krinsky N.I.,
1992).

Serbest radikal metabolizmas: ile ilgili literatiir coktur ama dokulardaki oksidatif
stresin endokrin kontrolii ile ilgili az bilgi vardir. Tiroid hormonlar ile ilgili olarak da,
oksidatif hasar ¢aligmalar1 ise agirlikli olarak lipid peroksidasyonu, oksidanlar, antioksidan
enzimler ya da glutatyonla ilgilidir (Venditti ve ark., 1997).

Organizmada serbest radikallerin olusturdugu reaksiyonlar radikalin bir diger
radikal ile ya da radikal olmayan ajanlar ile karsilasmasi ile olugur. Serbest radikaller,
birbiri ile karsilastiginda kovalan bir molekiil olusturacak sekilde reaksiyona girerler.
Serbest radikaller organizmada, radikal olmayan bir¢ok hiicre bileseni ile de reaksiyona
girebilir ve bu bilesenlerin yap1 ve islevlerini degistirir. Boylece, serbest radikaller
organizmada molekiiler diizeyde birgok biyolojik etkiye neden olur. Oksidatif hasar
gormiis olan lipidler, proteinler ve DNA biyolojik sistemlerdeki oksidatif stresin

belirtegleridir (Cikim ve ark., 2004).

2.5.2. Lipid peroksidasyonu

Serbest radikaller, hiicrelerin lipid, protein, karbonhidrat ve DNA gibi tim onemli
bilesenlerini etkilemektedir. Serbest radikallerin zararli etkilerinden en onemlisi, ¢oklu
doymamis yag asitlerinin oksidasyonudur. Oksidasyonda hidroksil, singlet oksijen ve
stiperoksit radikalleri ile peroksil ve alkoksil radikalleri rol oynamaktadir. Bu reaksiyon
doymamis yag asitlerinden bir hidrojen atomunun koparilmasi ile baglayip, geride kalan
karbon atomunun iizerindeki paylagilmamis elektronla devam etmektedir. Yalniz kalan bu
elektron, konjiige dienleri olusturmakta, bu bilesik ise oksijenle birleserek peroksil
radikallerinin olusumuna neden olmaktadir. Bu sekilde peroksidasyon baglamakta, en son
olarak siklik peroksitler ve endoperoksitler meydana gelmektedir. Lipid peroksidasyonu
son iriinlerinden birisi de malondialdehittir. Malondialdehit, stabil bir iiriin oldugundan
lipid peroksidasyonunun kiimiilatif bir 6l¢iimii olarak kullanilmaktadir. Serbest radikaller
tim bu etkileri sonucunda oto katalitik etkiyle lipidlerin okside olmasina ve membran

hasarina yol agmaktadir (Cikim ve ark., 2004).
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Sekil 2.1. Lipid peroksidasyonu basamaklari

SN N\ N\ e it e yeg i

l H®  hidroksil radikalivle H gkanlmas

/\_—_f\:r/\—/ kavarstz harbon radikal

molekiillerin yeriden
dilzenlentesi

I'"'\E; Y ] \.'l:f,"r konjiize dien
l oksijen alima

\\‘/:\_/"x /- peroksil radikali
o

l +H®  hidmijen aymlmasi--zincir reaksiyomm

|
o L ]
3 .-":"
\Y’f NN/ lipid hidroperoksit
o ralemelisldehit
O H 4 hidroksinonenal
etan/pentan

2.5.3. Nitrik oksit

Cogu memeli hiicresinde azot i¢eren serbest bir radikal olan ve nitrik oksit olarak
adlandirilan NO°, NO sentezlarla (NOS) NADPH’a ihtiya¢ duyulan bir reaksiyonda L-
arjininden sentezlenir (Hollowell ve ark., 2002). Nitrik oksit, inorganik, kisa omiirlii
(birkac saniye) serbest radikal Ozelligi olan bir gazdir ve yiiksek ¢oziiniirliigline bagl
olarak biyolojik membranlardan serbestce yayilabilir. Fizyolojik konsantrasyonlarda NO’
goreceli olarak reaktif degildir, ve fizyolojik aktivitesi ¢ogunlukla, ¢6ziinebilir guanilat
siklazin hem grubundaki Fe*? ’ye baglanip enzim aktivasyonu ve siklik GMP {iretimine
neden olmasiyla olusur (Ignarro L.J.); fakat, NO" topluca reaktif azot tiirleri (NOX) olarak
bilinen birkag¢ farkli reaktif tiire de doniisebilir. Boylece; NO® siiperoksit ile reaksiyona
girerek giiclii bir oksidan olan peroksinitriti (ONOO ) olusturur. Bu oksidan, birgok

biyolojik molekiile hasar verebilir.
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Sekil 2.2. NO’ sentezi
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2.5.4. Rediikte glutatyon

Insanlarda GSH, dokulardaki prooksidan-antioksidan dengesini saglamada en
onemli endojen antioksidan olarak gorev yapmaktadir (Ebisch ve ark., 2006). Rediikte
glutatyon, sistein iizerinde serbest bir siilfidril grubuna sahip bir tripeptittir. Hiicrenin
sitoplazmasinda, ¢ekirdeginde ve mitokondrisinde oldukca yliksek konsantrasyonlarda
bulunan major bir antioksidandir. GSH, hiicreleri serbest radikaller tarafindan meydana
gelen oksidasyona karst korumakta ve glutatyon peroksidaz ic¢in substrat gorevi
gormektedir. Bu selenyum igeren enzimin, hidrojen peroksiti suya indirgeyerek
antioksidan savunmada 6nemli bir rol oynadigma inanilmaktadir. Cekirdekte bulunan
GSH, o6zellikle DNA tamir mekanizmalarinin siirdiiriilebilmesinde son derece 6nemli olan

protein stilfidrillerinin redoks diizeyinin korunmasini saglar.

Sekil 2.3. Rediikte glutatyonun yapisi

SH
Q O H HH e
- \A
O N
N o
NH- O

GLUTATY OM rESHY
gama-glutamil-sizteinil-glisin
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Glutatyonun oksidatif strese kars1 esas koruyucu ozellikleri asagidaki gibidir:

a. Glutatyon peroksidaz ve glutatyon transferaz gibi oksidatif strese karsi
detoksifikasyon 6zelligi olan enzimlerin kofaktoriidiir.

b. Plazma membrani boyunca aminoasit tasinmasinda gorev alir.

c. Hidrojen peroksit ve lipid peroksitlerini glutatyon peroksidaz araciligiyla
detoksifiye ederken, hidroksil ve singlet oksijeni dogrudan yakalama o6zelligine
sahiptir.

d. Vitamin C ve E gibi antioksidanlarin aktif formlarina geri dénmesini hizlandirir
(Valko ve ark., 2006).

Ayrica; GSH ve zenobiyotikler arasindaki reaksiyonda 6nemli bir dneme sahiptir.

2.6. Oksidatif Stres ve Infertilite

IVE, popiiler bir yardimla tireme teknigidir ve infertilite tedavisinde yaygin olarak
kabul edilmis bir islemdir; fakat, bu teknigin basaris1 sadece % 30 ile %40 arasinda
degismektedir. % 20 ile % 30 arasindaki infertil ¢iftin infertilite nedenleri i¢in belirgin bir
aciklama yoktur. Aciklanamayan infertilitenin patofizyolojisi iizerine yapilmis son
caligmalar, oksidatif stresin altinda yatan faktorlerden biri olabilecegini belirtmistir.

Oksidatif stresin, iireme fonksiyonlarini etkiledigine inanilmaktadir (Oral ve ark., 2006).

ROS’un erkeklerdeki lireme potansiyeli iizerine etkileri diinya ¢apinda kapsamli
sekilde arastirilmistir; fakat, ROS un kadin iireme sistemi tizerindeki muhtemel etkileri ile

ilgili sinirli sayida veri vardir.

2.6.1. ROS ve Kadin infertilitesi

Serbest radikallerin kadin infertilitesindeki rolii hakkinda az sayida veri vardir. /n
vitro fertilizasyon siklusundaki kadinlarda goriilen oksidatif stresle ilgili de az sayida

calisma yapilmistir.

Folikiiler s1v1, oviilasyon 6ncesi olgunlasan oositin mikrogevresinde meydana gelen
metabolik ve hormonal prosesleri yansitan biyolojik bir gerceve olarak varsayilabilir ve
ayni zamanda; IVF’teki fertilizasyon, embriyo klivaji ve gebelik oranlar1 gibi sonug

degiskenlerinin bir belirteci olarak gosterilebilir; ama, folikiiler sividaki oksidatif stres
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parametreleri ve IVF sonuglar1 arasindaki iliski kapsamli sekilde arastirtlmamistir (Das ve
ark., 2006).

Oksidatif stres belirtecleri ve antioksidanlar disi tireme kanalindaki ¢esitli
bolgelerde bulunmustur; bu da ¢esitli fizyolojik fonksiyonlardaki rollerini géstermektedir
(Gardiner ve ark., 1998). Oksidatif stres belirtegleri ayn1 zamanda I\VVF/embriyo transferi
yapilan hastalarin folikiiler sivilarinda da lokalize olmustur. Oksidatif stresin, over
fonksiyonunun fizyolojisinde rolii vardir. Fagositik makrofajlar, parankimal steroidojenik
hiicreler ve endotelyal hiicreler overlerde ROS olusumuna neden olurlar. Steroidogenezde
yeralan teka hiicreleri, graniiloza lutein hiicreleri, ve hilus hiicreleri gii¢lii oksidatif enzim
aktivitesi  gostermektedir. Koruyucu bir enzim olan glutatyon peroksidazin
konsantrasyonunun az olmasi, gametlerin déllenme durumunu etkileyebilir. Katalaz,
glutatyon peroksidaz ve gama-glutamil sentetaz gibi enzimatik antioksidanlarin mRNA
ekspresyonu insan oositlerinde ¢alisilmistir. Ozellikle Cu-Zn-SOD’nin metafaz-11 oositinde
Iyi eksprese edildigi goriilmistiir. Mn-SOD ve glutatyon peroksidazin germinal vezikiil
evresi ve metafaz Il evresinde eksprese edildigi gézlenmis; bu durum, bu enzimlerin oosit
olgunlagsmasinin belirtegleri oldugunu diisiindiirmiistiir (EI Mouatassim ve ark, 1999). Bu
enzimlerin ekspresyonu oositlerin oksidatif strese maruz kaldigim1 ve enzimatik
antioksidanlarin ROS’u etkisiz hale getiren katalistler olarak caligtigin1 gostermektedir.
Canl1 bir oositin olusumu, folikiiler olgunlasma, graniiloza hiicre olgunlasmasi, oviilasyon
ve luteinizasyona neden olan karmasik endokrin, parakrin ve otokrin faktor etkilesimi ile

diizenlenmektedir.

Folikiiler sividaki 0osit ortaminda graniiloza hiicreleri tarafindan iiretilen ve erken
oosit ¢evresinde yiiksek seviyede bulunan Ostrojenler major antioksidan savunma
mekanizmasma katkida bulunmaktadir (Jozwik ve ark., 1999). Ostrojenler, fenolik
hidroksil bir grup tasidiklarindan dolay: oksijen tiiketimini ve serbest radikaller tarafindan
meydana gelen lipid peroksidasyonunu inhibe eden antioksidan bir rol oynamaktadir (Kaya
ve ark., 2004).
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2.6.2. ROS ve IVF

Yardimla iireme tekniklerinin basarisi ya da basarisizligi, altta yatan nedenleri
tanimlamaya ve her birey i¢in uygun, farkl tedavi protokolleri belirlemeye dayanmaktadir.
Stimiilasyona verilen basarili ovaryen cevap, bazal over rezervine bagl olarak elde edilen
oosit sayist ile belirlenir. OS’in agiklanamayan infertilitenin altinda yatan bir faktor oldugu
diisiintilerek, buna over rezervini azaltarak katkida bulundugu disiiniilmiistiir. Bu,
gonadotropin stimiilasyonuna verilen over cevabinin belirlenmesinde yararli belirtegler

olan hormonlarin ovaryen graniiloza hiicrelerden salgilanmasinin azalmasina neden olabilir

(Muttukrishna ve ark., 2004).

ROS, endojen ya da ekzojen sekilde olusabilir; ama, iki sekilde de oosit ve
embriyoyu etkileyebilir. IVF kiiltiir ortami, oositleri ve preimplantasyon embriyosunu
etkileyen ekzojen ROS iiretim yeri olabilir. Serbest radikaller, embriyo metabolizmasinin
bir sonucu olarak olusur. /n vitro kiiltir ortaminda oksidatif stres olusumunun,
fertilizasyon sonrasi gelisim ve yardimla tireme sonuglari iizerinde zararl etkileri olabilir
(Agarwal ve ark., 2005). Embriyo gelisiminde redoks durumu ile iligkili baz1 6zgiin olaylar
vardir. Kiiltlir ortaminda 1. giindeki yiiksek ROS seviyelerinin, ge¢ embriyo gelisimi,
yiksek fragmantasyon ve uzun siiren kiiltiirde morfolojik olarak anormal blastosist
gelisimi ile iligkili oldugu goriilmiistiir. ICSI uygulamasi yapilan hastalarda, 1. giin kiiltiir
ortami ROS seviyeleri ile diisiik fertilizasyon oranlari arasinda anlamli bir korelasyon
bildirilmistir. Ko6tii kaliteli embriyolarin inkiibasyonu, 24 saatlik bir inkiibasyon sonrasinda
preimplantasyon embriyo kiiltiir ortamindaki TAC’taki azalma ile iliskili ¢itkmistir. Bundan
dolayr; kotii kaliteye sahip embriyolarin yiikksek ROS olusumu ile iliskili olabilecegi
diistintilmiistiir (Das ve ark., 2006).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Olgularin secimi

Bu calismaya; Eyliil 2008 ve Ekim 2009 tarihleri arasinda, Kocaeli Universitesi
Hastanesi Tiip Bebek Unitesi’ne tedavi igin bagvuran infertil ciftler arasindan rastgele
secilen 62 kadin hasta dahil edildi. Hastalarin hepsinden yumurta toplama islemi sirasinda
folikiil sivilarmin bu tezde kullanilacagini bildiklerine ve buna razi olduklarina dair
bilgilendirilmis onam alindi. Hastalarin folikiil sivilarinda TSH, serbest T3, serbest T4 ve
prolaktin degerlerinin dl¢iimii icin 6rnekler Kocaeli Universitesi Merkez Laboratuvari’na
gonderildi. Orneklerdeki malondialdehit, nitrik oksit ve glutatyon o6l¢iimleri Kocaeli

Universitesi Tibbi Biyokimya A.D. laboratuvarinda yapildi.

3.2. Orneklerin alinmasi

Gonadotropinlerle uygulanan oviilasyon indiiksiyonu sonunda uygulanan oosit
toplama islemi sirasinda, hastanin dominant iki folikiiliinden elde edilen folikiil sivilari
3000 rpm’de santrifiij edilerek igindeki eritrositler uzaklastirildi ve berrak siipernatan,
eppendorflara béliinerek -20°C’de saklandi. Igerisine kiiltiir medyumu karismis ya da

hemolizli olan 6rnekler ¢alismaya dahil edilmedi.

3.3. Kullamilan Cihazlar, Reaktif Kitler ve Kimyasallar

Cihazlar:

Spektrofotometre Hitachi U-1800
Isitmali manyetik karistiric Heidolph MR 3001
Vortex Nive NM 110
Sicak su banyosu Niive BM 402
Buzdolabi1 Bosch

Santrifiij Niive NF 800R

pH metre Consort C533
Otomatik mikropipetler Eppendorf

Hassas terazi AND GR-200
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Reaktif kitler:

TSH kiti

St3 kiti

St4 Kiti
Prolaktin Kiti

Kimyasallar:

SDS (Sodyum dodesil siilfat)
TBA (Tiyobarbiitirik asit)
TEP

Asetik asit

n-Biitanol

Piridin

Cinko siilfat (ZnSO4)
Sodyum hidroksit (NaOH)
Glisin

Stlfanilamid

HCI

N-naftiletilen diamin (NED)
Bakar siilfat

Stlfiirik asit

Sodyum borat (Na2B4Q7)
Metafosforik asit
Na-EDTA (titripleks)
NaCl

Na,HPO,

Sodyum sitrat

DTNB

GSH

KCI

Kadmiyum

Cobas - Roche
Cobas - Roche
Cobas - Roche
Cobas - Roche

Sigma L4509

Sigma T5500

Sigma T9889

Sigma SK.R.27225
Sigma 537993

Sigma SK.S.P57506
Riedel-deHaén 14455
Riedel-deHaén 06203
Sigma G8790

Sigma S-9251
Riedel-deHaén 30721
Sigma N-9125

Merck A810587 504
Merck K28584813 049
Sigma S-9640

Sigma M5043
Sigma E4884
Riedel-deHaén 13423
Sigma 04276

Sigma 71498
Sigma D8130
Sigma 49750
Sigma SK.R.12636
Fluka Chemika 00623
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4. METOTLAR
4.1, HORMON OLCUMLERI

4.1.1. TSH 6l¢iimii

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda
elektrokemiliiminesans yontemiyle, Cobas marka ticari TSH kiti kullanilarak Roche E170

cihazinda ¢alisildi. Konsantrasyonlar pIU/ml olarak verildi.

4.1.2. fT3 dlciimii

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda
elektrokemiliiminesans yontemiyle, Cobas marka ticari sT3 kiti kullanilarak Roche E170

cihazinda ¢aligildi. Konsantrasyonlar pg/ml olarak verildi.

4.1.3. fT4 olgiimii

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda
elektrokemiliiminesans yontemiyle, Cobas marka ticari sT4 kiti kullanilarak Roche E170

cihazinda calisildi. Konsantrasyonlar ng/dl olarak verildi.
4.1.4. Prolaktin dlciimii

Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Merkez Laboratuvari’nda
elektrokemiliiminesans yontemiyle, Cobas marka ticari prolaktin kiti kullanilarak Roche
E170 cihazinda calisildi. Konsantrasyonlar ng/ml olarak verildi.
4.2. Folikiil Stvist MDA Ol¢iimii

Folikiiler sivi MDA diizeyleri Ohkawa ve arkadaslannin gelistirdigi yOntem
kullanilarak ol¢iildii (Ohkawa ve ark. 1979). Bunun igin, folikiiler sivida lipid

peroksidasyonunun son {iriinii olarak olusan malondialdehitin tiyobarbitiirik asit ile

reaksiyona girmesi esasina dayanan bu yontem kullanildi.
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Kullamlan Ayiraclar:
a) SDS (Sodyum dodesil siilfat):
0,405 gr SDS, 5 ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

b) TBA (Tiyobarbiitirik asit):
0,12 gr TBA, 15 ml distile suya eklendi ve kaynar su banyosunda ¢oziildii.

c) MDA Calisma Standarti:
TEP distile suda ¢ozdiiriilerek 50 nmol/ml’lik stok standart hazirlanmig olur. Bu stok
standart ¢Ozeltiden ardigik diliisyonlarla 40, 30, 20, 10 ve 5 nmol/ml’lik standartlar

hazirlandi.
d) Asetik asit cozeltisi:
20 ml glasiyel asetik asite 80 ml distile su eklenerek hazirlandi. pH=3,5 yapmak i¢in 10 N

NaOH ¢ozeltisi kullanildi.

e) n-Biitanol/Piridin:

150 ml biitanol tlizerine 10 ml piridin eklenerek hazirlandi.

Calisma Prosediirii:

Cozeltiler: Kor Standart Deney
Folikiiler sivi — — 0,2 ml
MDA Calisma Standarti 0,2 mi —

SDS(%8,1) 0,2 ml 0,2ml 0,2 ml
Asetik Asit (% 20, pH=3,5) 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml
TBA (% 0,8): 1,5 ml 1,5 ml 1,5 ml
Distile Su 0,8 ml 0,8 ml 0,8 ml

Cozeltilerin hepsi eklendikten sonra ¢ok iyi vortekslenerek karigtirildi ve 60 dakika

kaynar su banyosunda bekletildikten sonra musluk suyu ile sogutuldu.

Distile Su 1ml 1ml 1ml

Biitanol / piridin (15:1) 5mi 5ml 5ml
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Biitanol/piridin ¢ozeltisi eklenip vortekslendikten sonra 5 dakika oda 1sisinda 2500 g
'de santrifiij edildi. Spektrofotometre 532 nm 'ye ayarlanarak havaya karsi absorbans
sifirland1. Once kor tiipiiniin {ist kismindaki biitanol fazinin absorbansi okutulurak
absorbans sifirlandi. Daha sonra deney tiiplerin {ist kismindaki biitanol fazlarinin

absorbanslar1 okutularak sonuglar pumol/l (uM MDA) olarak hesaplandi.

4.4. Folikiil Stvis1 NO’ Ol¢iimii

NO’; biyolojik sistemlerde tiretildikten sonra, 2-30 sn gibi ¢ok kisa bir siirede nitrit
(NO2 ) ve ardindan nitrata (NO3 ) oksitlenir (Ignarro ve ark., 1993). Nitrat formu, NO

tirevlerinin en kararli halidir.

2NO"+1/2 Qpmrmmrmem- NOz ™ + 1/2 Qg-nnrmn- NOs

NO kararli bir yapida olmadigindan dolay:r direkt olarak olglilmesi zordur. Bu
ylizden NO" seviyelerini belirlemek i¢in numunede bulunan nitrati nitrit formuna
indirgenmekte ve ortamdaki nitrit lgiilerek toplam nitrit ve nitrat tayin edilmektedir. Bu

da ortamda bulunan NO" 'yu yansitmaktadr.

Kullanilan reaktifler:

1. Cinko siilfat (ZnSO4) c¢ozeltisi: Cinko siilfat distile suda c¢oziilerek, son

konsantrasyon 75 mmol/L’ye ayarlandi.

2. Sodyum hidroksit (NaOH) cozeltisi: Sodyum hidroksit distile suda ¢oziilerek, son

konsantrasyon 55 mmol/L’ye ayarlandi.

3. Glisin-NaOH c¢ozeltisi: Glisin distile suda ¢oziilerek, son konsantrasyonu 200
mmol/L olacak sekilde ayarlandi. Ardindan; 4 M NaOH ile pH’s1 9.7 ye ayarlandi.

4. Siilfanilamid: 5 gr siilfanilamid, 3 M sicak HCl igerisinde eritildi ve son hacim 500

ml’ye tamamlandi.
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5. N-naftiletilen diamin (NED) ¢ozeltisi: 100 mg NED, distile suda ¢oziilerek son

hacim 500 ml’ye tamamlandi.

6. Griess reaktifi: Siilfanilamid ve N-naftiletilen daiminin bire bir karistirilmasiyla

hazirlandi. Bu karisim deneyden hemen Once taze olarak hazirlandi ve koyu renkli sisede
bekletildi.

7. Bakar siilfat c¢ozeltisi: Bakir siilfat distile suyla ¢oziilerek 100 mmol/L’lik

konsantrasyona getirildi.

8. Siilfiirik asit cozeltisi:  Siilfirik asit distile suda ¢o6ziilerek 200 mmol/L’lik

konsantrasyona ayarlandi.

9. Sodyum borat (Na2BsO7) c¢ozeltisi: Sodyum borat, distile suda ¢oziilerek son

konsantrasyon 10 mmol/L olacak sekilde ayarlandi.

10.  Standart cozeltiler: Stok sodyum nitrit ve nitrat ¢ozeltileri (1 mM) 10 mM sodyum
borat i¢inde ¢oziilerek 100, 50, 20, 10, 5 uM konsantrasyonlarinda standart c¢ozeltiler

hazirlandi.

Arastirmamizda total NO' tayini icin numune olarak folikiil sivis1 kullanildi. Tlk
olarak deproteinizasyon islemi yapildi. Bunun i¢in; 0,25 ml numune iizerine 6nce 0,5 ml
¢inko siilfat ardindan 0,5 ml sodyum hidroksit ilave edildi. Karisim vortekslendikten sonra
5000 g’de 15 dakika santrifiij edildi. Santrifiigasyon sonrasi elde edilen siipernatan

rediiksiyon isleminde kullanildu.

24 saat H2S0s icinde bekletilen kadmiyum, 2 defa distile su ile yikandi. Daha sonra
icindeki su bosaltilarak beklemeden igine bakir siilfat ¢ozeltisi eklendi. Sise yaklagik 15
dakika, bakir siilfat renksiz hale gelene kadar karistirildi. Kadmiyum tanecikleri koyu
renge doniistii. Ardindan, bakir siilfat bosaltildi ve hava ile temasimi (oksitlenmesini)

engellemek i¢cin kadmiyum i¢ine glisin-NaOH ¢o6zeltisi eklendi.

Her numune i¢in bos bir deney tiipiine aktiflenmis kadmiyumdan yaklasik 2 gr

koyuldu. Tekrar hava ile temasini engellemek igin tizerine 1 ml glisin-NaOH, 500 pl distile

24



su ve deproteinize edilmis numune ve standartlardan 500 pl koyuldu. Daha sonra tiipler
151k almayan bir yerde 1,5 saat bekletildi. Bu siire iginde 15 dakikalik araliklarla tiipler
hafif¢e ¢alkalanarak numunelerin igindeki NO3 ’{in NO2 ’ye doniisiimii saglandi. 1,5 saat
sonunda tiipler 3000 g’de 3 dakika kadar santrifiij edildi.

Ardindan; tliplerden alinan 1 ml siipernatan ile 1 ml griess reaktifi temiz bir deney
tiiptine koyuldu ve 151k almayan bir ortamda 30 dakika kadar inkiibe edildi. Meydana gelen
renkli sollisyonlarin 545 nm’deki absorbanslar1 oOl¢iildii. Standartlardan elde edilen
sonuglara gore standart egri grafigi ¢izildi. Grafigin egimine gore numunelerdeki total NO

(nitrit +nitrat) konsantrasyonlari hesaplandi. Konsantrasyonlar pmol/l olarak verildi.

4.5. Folikiil Stvis1 GSH Olg¢iimii

Folikiiler stvi GSH diizeylerinin Ol¢iilmesi i¢in Ellman metodu kullanildi (Ellman,
1959). Folikiiler sividaki serbest siilfidril gruplarinin Ellman ayiract ile olusturdugu rengin

absorbans1 spektrofotometrik olarak okunarak glutatyon miktari belirlendi.

Kullanilan Ayiraglar:

a) Proteinsizlestirme Cozeltisi:
1,67 gr metafosforik asit, 200 mg Na-EDTA (titripleks) ve 30 gr NaCl 100 ml distile su

icinde ¢oziilerek hazirlandi.

b) Na,HPO0, Cozeltisi:
42,59 gr Na;HPO, 1000 ml distile su i¢inde ¢dziilerek hazirlandi.

c) Ellman Renk Ayiraci:
0,1 gr sodyum sitrat ve 4 mg DTNB 10 ml distile su i¢inde ¢oziilerek hazirlandi.

d) Glutatyon Standarti:

5 mg GSH tartilarak 5 ml distile su i¢inde ¢Oziinerek stok standart hazirlandi. Bu stok
¢ozelti kullanilarak 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625 ve 0,0312 mg/ml’lik standart ¢ozeltiler

hazirlandi.
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Calisma Prosediirii:

Cozeltiler

KCI Cozeltisi (0,15 M)
Folikiiler s1v1

Glutatyon (GSH) Standart1

Proteinsizlestirme Cozeltisi

Biitiin tiipler 3000 rpm'de 10 dakika santrifiij edildi ve sonraki asamada siipernatanlar

kullanildi.

Stipernatan

NapHPO, Cozeltisi (0,3 M)
Ellman Renk Ayiraci

Kor Standart Deney
2ml 1,5ml 1,5ml
— 0,5 ml
— 0,5 ml —
3ml 3aml 3ml

0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
2ml 2ml 2ml
0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

Spektrofotometre 412 nm'ye ayarlanarak kor cozeltisi ile absorbans sifirlandi.

Numune absorbanslar1 okundu ve sonuglar pmol/ L olarak tanimlandi.

4.6. istatistiksel Analiz

Arastirmanin istatistiksel analizinde SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social

Sciences) paket programi kullanildi. Tiim verilerin normal dagilima uygunluk testleri

yapildi. Strekli degiskenler Mann-Whitney U testi ile karsilagtirildi. Pearson korelasyon

analizi ile stirekli degiskenler arasi korelasyon analizleri yapildi. Her analizde p<0.05

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Giiglii korelasyonlarda p<0.01 istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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o1

. BULGULAR

Gebe kalan kadinlarin folikiil stvilarindaki TSH seviyeleri ortalamasi
(FFTSH = 4.45+6.2) ile gebe kalamayan kadinlardaki TSH seviyeleri
ortalamas1 (ffTSH = 2.64+2.05) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p= 0.345) (Cizelge 2).

Gebe kalan kadinlarin folikiil stvilarindaki sT3 seviyeleri ortalamasi
(ffsT3 = 3.23+0.34), gebe kalamayan kadinlarin folikiil sivisindaki sT3
seviyelerinden (ffsT3 = 3.75+1.97) istatiksel olark anlamli sekilde daha
diisiiktii (p=0.012) (Cizelge 2).

Gebe kalan kadinlarin folikiil sivilarindaki sT4 seviyeleri ortalamasi

(ff sT4 = 1.1+0.16) ile gebe kalamayan kadinlardaki sT4 seviyeleri
ortalamasi (ff sST4 = 1.16+0.16) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
yoktu (p=0.151) (Cizelge 2).

Gebe kalan kadinlarin folikiil sivilarindaki prolaktin seviyeleri ortalamasi
(fFPRL=54.14+23.66), gebe kalamayan kadinlarin folikiil sivisindaki
prolaktin seviyelerinden (ffPRL=42.15+17.7) istatiksel olarak anlamli
sekilde daha yiiksekti (p=0.042) (Cizelge 2).

Gebe kalan kadmlarin folikiil sivilarindaki MDA seviyeleri ortalamasi
(FIMDA=1.16+0.57), gebe kalamayan kadinlarin folikiil sivisindaki MDA
seviyelerinden (ffMDA=0.7+0.5) istatiksel olarak anlamli sekilde daha
yiiksekti (p=0.001) (Cizelge 2).

Gebe kalan kadinlarin folikiil sivilarindaki NO seviyeleri ortalamasi
(FINO=33.67+£12.23), gebe kalamayan kadinlarin folikiil sivisindaki NO
seviyelerinden (ffNO=41.11£15.1) istatiksel olarak anlamli sekilde daha
diistiktti (p=0.039) (Cizelge 2).
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Gebe kalan kadinlarda folikiiler sivi MDA seviyeleri ile GSH seviyeleri
arasinda giiglii negatif bir korelasyon oldugu gézlendi (r= - 0.463, p=0.015)

(Cizelge 3).

Gebe kalan hastalarda folikiiler sivi TSH hormon seviyeleri, ST3 ve sT4 ile
negatif korelasyona sahip ¢ikti (sirasiyla; r = -0.474, p=0.012; r=-0.665,
p=0.000) (Cizelge 3).

Tiim hastalara bakildiginda; folikiiler stvi TSH seviyeleri ile sT3 korelasyon

gostermezken, sT4 ile TSH arasinda giiclii negatif bir korelasyon izlenmistir

(swrastyla; r=-0.167 p=0.196; r=-0.440 p=0.000) (Cizelge 4).

Yine tiim hasta grubunda; folikiiler sivi prolaktin seviyeleri ile MDA

seviyeleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmiistiir ( r= 0.260, p=0.041)
(Cizelge 4).

Folikiiler sivi TSH ve prolaktin degerleri, serum TSH ve prolaktin degerleri
ile pozitif korelasyon gosterirken (sirasiyla; r=0.963, p=0.000; r=0.469,
p=0.000), folikiil sivilarindaki sT3 ve sT4 degerleri serumla korelasyon
gOstermemistir (sirasiyla; r= 0.025, p=0.846, r=-0.119, p=0.359) (Cizelge
5).

Folikiil sivisi TSH degerleri 2.5 mIU/L’nin altinda olan kadnlarla 2.5
mlIU/L ve ilizeri olan kadinlarin in vitro fertilizasyon parametreleri ve

oksidatif hasar parametreleri arasinda anlamli fark goriilmemistir (Cizelge

6).

Folikiil sivisindaki NO seviyeleri ve in vitro fertilizasyon parametreleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriillmemistir (Cizelge 7).

Folikiil sivisindaki MDA seviyeleri ve in vitro fertilizasyon parametreleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriillmemistir (Cizelge 8).
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Folikiil sivisindaki serbest T3 seviyeleri ve in vitro fertilizasyon

parametreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir

(Cizelge 9).

Folikiil stvisindaki prolaktin seviyelerinin elde edilen toplam oosit sayis1 ve
olgun oosit sayisiyla giiglii pozitif bir korelasyon gosterdigi (sirasiyla;
r=0.390, p=0.002; r=0.394, p=0.002); fakat diger in vitro fertilizasyon
parametreleriyle anlamli bir korelasyona sahip olmadigi gdzlenmistir
(Cizelge 10).

Folikiil sivisindaki TSH seviyeleri ve in vitro fertilizasyon parametreleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriillmemistir (Cizelge 11).
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Cizelge 1. Calismadaki biitiin hastalarin tanimlayici istatistikleri

N Minimum Maksimum | Ortalama Standart
sapma

Hasta yas1 62 22 41 32.32 4.945
FFTSH 62 0.05 26.35 3.43 4.42
FF T3 62 2.50 14,91 3.52 1.507
FF T4 62 0.71 1.53 1.13 0.167
FF PRL 62 18.42 104.40 47.37 21.18
Serum TSH 62 0.06 24.41 3.21 3.77
Serum fT3 62 2.19 6.50 3.22 0.59
Serum fT4 62 0.59 16.50 1.39 1.95
Serum PRL 62 6.7 128.4 37.36 27.49
FF MDA 62 0.11 2.64 0.902 0.572
FF NO’ 62 19.80 73.80 37.87 14.31
FF GSH 62 0.001 0.024 0.0067 0.0044
Oosit sayisi 62 1 45 11.97 8.512
Olgun oosit 62 0 35 9.08 7.120
sayis1
Doéllenmis oosit 62 0 27 6.7 5.3
sayisl
Transfer edilen 62 0 4 2.7 1.1
embryo sayisi
Grade 1 62 0 4 1.44 1.1
embriyo sayisi
Grade 2 62 0 4 0.87 0.95
embriyo sayisi
Grade 3 62 0 4 0.34 0.77
embriyo sayis1
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Cizelge 2. Gebe kalan ve kalamayan hastalar arasindaki hormon, oksidatif hasar ve in vitro

fertilizasyon parametrelerinin karsilagtirtlmasi

Gebe kalanlar Gebe kalamayanlar | P degeri
(N=27) (N=35)

Hasta yasi 32.30+4.738 32.34+5.167 0.898
FFTSH 4.4499+6.198 2.6406+2.05 0.345
FFfT3 3.23224+0.340 3.7469+1.968 0.012
FFfT4 1.0889 +0.163 1.1613+0.16503 0.151
FF PRL 54.1448+23.666 42.1497+17.670 0.042
MDA 1.1615 +0.566 0.7026+0.497 0.001
NO’ 33.67+12.23 41.1143+15.106 0.039
GSH 0.0082+0.0053 0.0056+0.0031 0.076
Oosit sayist 12.15+6.91 11.83+9.66 0.447
Olgun oosit sayist 9.30+5.71 8.91+8.12 0.381
Déllenmis oosit 7.26+4.486 6.26+5.878 0.160
sayist

Grade 1 embriyo 1.89+1.050 1.09+1.011 0.004
sayis1

Grade 2 embriyo 0.63+0.926 1.06+0.938 0.039
sayist

Grade 3 embriyo 0.30+0.542 0.37+0.910 0.697
sayis1

Fertilizasyon orani 81.84+ 3.74 70.77 £4.86 0.137

p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 3. Gebe kalan hastalarda hormon ve oksidatif stres parametrelerinin korelasyonu

TSH fT3 fT4 PRL NO’ MDA | GSH
TSH Pearson cor. 1 - 474* -,665** | - 117 -,079 -,065 -,200
Sig. (2-yonlii) ,012 ,000 562 ,695 , 749 318
N 27 | 27 27 27 27 27 27
fT3 Pearson cor. -, 474* 1 ,444* 111 ,186 257 -,154
Sig. (2-yo6nli) ,012 ,020 581 ,354 ,195 442
N 27 27 | 27 27 27 27 27
fT4 Pearson cor. -,665** | 444* 1 -,033 -,150 -,097 077
Sig. (2-yo6nlii) ,000 ,020 ,870 ,455 ,630 , 702
N 27 27 27 27 27 27 27
PRL Pearson cor. -,117 111 -,033 1 174 ,336 -,154
Sig. (2-yonlii) 562 581 870 ,384 ,087 443
N 27 27 27 27 27 27 27
NO" Pearson cor. -,079 ,186 -,150 174 1 ,340 -,104
Sig. (2-yo6nlii) ,695 ,354 455 ,384 ,082 ,605
N 27 27 27 27 27 27 27
MDA Pearson cor. -,065 ,257 -,097 ,336 ,340 1 -,463*
Sig. (2-yo6nli) 749 ,195 ,630 ,087 ,082 ,015
N 27 27 27 27 27 27 27
GSH Pearson cor. -,200 -,154 077 -,154 -,104 -,463* |1
Sig. (2-yonlii) ,318 442 ,702 443 ,605 ,015
N 27 27 27 27 27 27 27

** Korelasyon p< 0.01 seviyesinde anlamlidir.

* Korelasyon p< 0.05 seviyesinde anlamlidir.
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Cizelge 4. Folikiiler stvidaki hormon ve oksidatif stres parametrelerinin korelasyonu

TSH fT3 fT4 PRL NO’ MDA | GSH
TSH Pearson correlation 1 -,167 - 440** | 057 -,117 ,027 -,058
Sig. (2-tailed) ,196 ,000 ,661 ,364 ,833 ,654

N 62 62 62 62 62 62 62
fT3 Pearson correlation -, 167 1 ,164 -003 | -137 | -,050 | -,168
Sig. (2-tailed) ,196 ,202 ,983 ,289 ,702 ,192

N 62 62 62 62 62 62 62
fT4 Pearson correlation -, 440** ,164 1 -,050 ,195 -,105 ,073
Sig. (2-tailed) ,000 ,202 ,700 ,129 416 574

N 62 62 62 62 62 62 62
PRL Pearson correlation ,057 -,003 -,050 1 ,057 | ,260* | -,086
Sig. (2-tailed) ,661 ,983 ,700 ,659 ,041 ,509

N 62 62 62 62 62 62 62
NO" Pearson correlation -,117 -,050 ,195 ,057 1 -012 | -121
Sig. (2-tailed) ,364 ,702 ,129 ,659 ,925 ,350

N 62 62 62 62 62 62 62
MDA Pearson correlation ,027 -,168 -,105 ,260* | -,012 1 -,231
Sig. (2-tailed) 833 ,192 416 ,041 ,925 ,071

N 62 62 62 62 62 62 62

GSH Pearson correlation -,058 -, 137 ,073 -,086 | -121 | -231 1

Sig. (2-tailed) ,654 ,289 574 ,509 ,350 ,071
N 62 62 62 62 62 62 62

*# Korelasyon p< 0.01 seviyesinde anlamlidir.

* Korelasyon p< 0.05 seviyesinde anlamlidir.
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Cizelge 5. Folikiiler sivi TSH, fT3, fT4, PRL seviyelerinin serum TSH, fT3, fT4, PRL

seviyeleriyle korelasyonu

Serum Serum | Serum | Serum FfTSH | FffT3 | FffT4 Ff
TSH fT3 fT4 PRL PRL
Serum TSH
Pearson cor. 1 -,156 -,072 -,047 ,963** -,159 | -,409** ,094
Sig. (2-yonli)
N ,226 577 ,716 ,000 ,218 ,001 469
62 62 62 62 62 62 62 62
Serum fT3
Pearson cor. -,156 1 (21%* -,032 -,184 ,025 -,089 ,054
Sig. (2-yonlii)
N 226 ,000 ,803 ,152 ,846 492 679
62 62 62 62 62 62 62 62
Serum fT4
Pearson cor. -,072 [ 721%* 1 -,131 -,069 -,050 -, 119 ,189
Sig. (2-yonlii)
N 577 ,000 311 ,592 ,701 ,359 ,140
62 62 62 62 62 62 62 62
Serum PRL
Pearson cor. -,047 -,032 | 131 1 -,095 ,076 ,046 ,469**
Sig. (2-yonlii)
N 716 ,803 311 461 ,559 ,720 ,000
62 62 62 62 62 62 62 62
Ff TSH
Pearson cor. ,963** -,184 -,069 -,095 1 - 167 | -,440** ,057
Sig. (2-yonlii)
N ,000 ,152 ,592 461 ,196 ,000 ,661
62 62 62 62 62 62 62 62
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Cizelge 5 Devamm

FffT3

Pearson cor. -,159 ,025 -,050 ,076 -,167 1 ,164 -,003

Sig. (2-yonli)

N 218 ,846 , 701 ,559 ,196 ,202 983
62 62 62 62 62 62 62 62

FffT4

Pearson cor. -,409** | -,089 -,119 ,046 -,440** ,164 1 -,050

Sig. (2-y6nlii) ,001 492 ,359 720 ,000 ,202 ,700

N 62 62 62 62 62 62 62 62

Ff PRL

Pearson cor. ,094 ,054 ,189 ,469** ,057 -,003 -,050 1

Sig. (2-y6nlii) 469 ,679 ,140 ,000 ,661 ,983 ,700

N 62 62 62 62 62 62 62 62

** Korelasyon 0.01 seviyesinde anlamlidir.
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Cizelge 6. Folikiiler sivi TSH < 2.5 mIU/L ve TSH > 2.5 mIU/L olan hastalarin in vitro

fertilizasyon parametrelerinin karsilastirilmasi

TSH<2.5 mIU/L TSH>2,5 mIU/L P degeri
(N=34) (N=28)

Oosit sayisi 10.24 £6.7 14.07+10.03 0.144
Olgun oosit sayisi 7.65£5.75 10.82+8.26 0.127
Transfer edilen 2.47+1.24 2.93+0.85 0.177
embriyo sayisi

Grade 1 embriyo 1.29+1.219 1.61+0.916 0.203
sayisl

Grade 2 embriyo 0.88+1.038 0.86+0.848 0.850
sayisl

Grade 3 embriyo 0.29+0.676 0.39+0.875 0.677
sayisl

FF malondialdehit 0.918+0.624 0.884+0.512 0.870
FF NO’ 38.47+14.75 37.14+13.99 0.723
FF GSH 0.0066+0.0039 0.0069+0.005 0.977
FF PRL 42.66+17.50 53.1+24.03 0.101
Fertilizasyon orani 71.08 +30.68 81.08+16.4 0.459

p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.
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Cizelge 7. Folikiiler sividaki NO™ seviyelerinin ve in vitro fertilizasyon parametrelerinin

korelasyonu

Ff Oosit | Olgun | Dollenmis | Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Fertilizasyon
NO® |sayis1 | oosit Oosit embriyo | embriyo | embriyo | Oram
sayisl1 | Sayisl sayisl sayisi sayisi
Ff NO’
Pear.
Cor. 1 ,002 -,063 -,069 -,206 ,049 ,139 -, 147
Sig. ,988 ,624 595 ,108 ,703 282 255
N 62 62 62 62 62 62 62 62

Korelasyon p<0.05 seviyesinde anlamlidir.

Cizelge 8. Folikiiler sividaki MDA seviyelerinin in vitro fertilizasyon parametreleri ile

karsilastirilmasi
Ff MDA | Gradel | Grade2 | Grade3 | Oosit Olgun Fertilizasyon
embriyo | embriyo | embriyo | sayisi oosit orani
Sayisi sayisi sayisi sayisi
Ff MDA
Pearson
correlation 1 ,235 -,099 ,003 -,039 -,092 ,210
Sig. ,066 ,444 ,979 , 7165 479 ,101
N 62 62 62 62 62 62 62

Korelasyon p<0.05 seviyesinde anlamlidir.
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Cizelge 9. Folikiiler sividaki serbest T3 seviyelerinin in vitro fertilizasyon parametreleri ile

korelasyonu

FFfT3 | Oosit Olgun Gradel | Grade 2 | Grade 3 | Fertilizasyon
sayisl oosit embriyo | embriyo | embriyo | orani
Sayis1 Sayis1 Sayisi Sayis1
FffT3
Pearson cor. |1 -,158 -, 150 -, 234 ,040 -,024 -, 220
Sig. ,219 ,219 ,067 , 756 ,851 ,086
N 62 62 62 62 62 62 62

Korelasyon p<0.05 seviyesinde anlamlidir.

Cizelge 10. Folikiiler sividaki prolaktin seviyelerinin in vitro fertilizasyon parametreleri ile

korelasyonu

Ff PRL | Oosit Olgun Grade 1| Grade 2 | Grade 3 | Fertilizasyon
sayi1sl 0osit embriyo | embriyo | embriyo | orani
Sayis1 Sayisi Sayis1 Sayisi
Ff PRL
Pearson cor. 1 ,390*%* | ,394** ,208 -, 149 211 ,074
Sig. ,002 ,002 ,105 ,249 ,100 ,568
N 62 62 62 62 62 62 62

*Korelasyon p<0.01 seviyesinde anlamlidir.
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Cizelge 11. Folikiiler sividaki TSH seviyelerinin in vitro fertilizasyon parametreleri ile

korelasyonu

Ff TSH | Oosit Olgun Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Fertilizasyon
sayi1sl oosit embriyo | embriyo | embriyo | orani
sayisl sayisl sayisl sayisl
Ff TSH
Pearson cor. 1 177 ,164 ,063 -, 021 -,076 ,065
Sig. ,170 202 ,625 874 559 ,616
N 62 62 62 62 62 62 62

Korelasyon p<0.05 seviyesinde anlamlidir.

Cizelge 12. Folikiiler sividaki GSH seviyelerinin in vitro fertilizasyon parametreleri ile

korelasyonu

Ff GSH | Oosit Olgun Grade 1 | Grade 2 | Grade 3 | Fertilizasyon
sayi1sl 0osit embriyo | embriyo | embriyo | orani
Sayis1 Sayis1 Sayisi Sayis1
Ff GSH
Pearson cor. ,042 ,022 111 -,032 -,072 -,063
Sig. , 748 ,863 ,392 ,805 578 ,624
N 62 62 62 62 62 62 62

Korelasyon p<0.05 seviyesinde anlamlidir.
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6. TARTISMA

In vitro fertilizasyon uygulamalarinda oositin kalitesinin kapsamli sekilde
degerlendirilmesi zamanla 6nem kazanmaktadir. Oosit se¢iminde bugiine kadar kullanilan
yontemler morfoloji kriterleriyle smirli kaldigindan ve tatmin edecek derecede
olmadigindan, oosit Kkalitesini degerlendirmede yeni yontemler bulma yoluna

gidilmektedir.

Bazi aragtirmacilar; graniiloza hiicreleri ve oositlerde gen ekspresyonu caligsmalari
yapmiglar ve oosit kalitesini belirlemede yardimei olabilecek bir takim spesifik molekiiler
belirtegler bulma yoluna gitmislerdir. Bu tekniklerin ¢ogu zor tekniklerdir ve insan
oositleri lizerinde ¢aligsmalar yapmak beraberinde birgok etik problem getirmektedir. Bu
yiizden; klinik pratige uygulanabilirlikleri imkansiz goriinmektedir. Folikiiler s1vi, hem kan
folikiiler bariyerinden gecen plazma igerigi hem de graniiloza ve teka hiicrelerinin
sekretuvar aktivitelerinin bir uriiniidir (Fortune JE., 1994). Bu nedenle; folikiiler sivinin
biyokimyasal ozelliklerinin oosit kalitesini ve bunu takip eden dollenme ve embriyo

gelisimini belirlemede kritik bir rolii oldugu diisiiniilmektedir.

Folikiiler stvi, in vitro fertilizasyon uygulamalarindan oosit toplama islemi sirasinda
oositle birlikte aspire edildiginden kolaylikla elde edilebilir. Bu nedenle; biyokimyasal
incelemeler i¢in olduk¢a uygun bir ornektir. Oosit metabolizmasinin tiim biyokimyasal
belirteclerini i¢erdigi diistiniilerek, folikiiler siv1 {izerinde bir ¢ok parametre incelenmistir.
Bu parametreler; hormonlar, biiylime faktorleri ve sitokinler, reaktif oksijen tiirleri,

proteinler, aminoasitler ve sekerler gibi biyokimyasal belirteglerdir (Revelli ve ark., 2009).

Gonadotropinler, folikiiler sivida galisilmis baslica hormonlardir. FSH, hCG ve
LH’nim yiiksek konsantrasyonlarinin oosit olgunlagmasini baglattig1 ve dollenme olasilig
daha yiiksek oosit gelisimine katkida bulundugu bildirilmistir (Revelli ve ark., 2009). TSH,
tiroid hormonlart ve prolaktin seviyeleri infertil kadinlarin izleminde rutin olarak
uygulanmaktadir. TSH’in gonadotropik bir hormon gibi c¢alisabilecegi hipotezini
dogrulayan bir calismada; TSH’m, in vitro ortamda sigan graniiloza hiicrelerinde
progesteron {iiretimini uyardigr gozlenmistir (Grasso Sr. P. ve Crisp TM., 1985). Eger

TSH’1n in vivo ortamda graniiloza hiicrelerini ya da oosit kiimiiliis kompleksini etkileme
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fonksiyonu varsa, folikiiler sivi iginde de bulunmasi gerektigi diigiiniilmiistiir. TSH’1n
insan folikiiler sivisinda bulundugu, serum ve folikiiler sivi seviyelerinin pozitif sekilde
korelasyon gosterdigi gosterilmistir (De Silva ve ark., 1991). Bizim ¢alismamizin sonuglari
da; De Silva ve ark.’larinin ¢alismasiyla dogru orantili sonuglar vermistir. Calismamizdaki
hasta grubunda, serum TSH seviyeleri folikiiler sividaki TSH seviyeleri arasinda giiglii

pozitif bir korelasyon gézlenmistir (Cizelge 5).

Tedavi oncesi TSH seviyeleri ve IVF sikluslarinin sonuglar1 arasindaki iliskiyle
alakali az sayida ¢alisma bildirilmistir. Cramer ve ark., fertilizasyon bozuklugu goriilen
oosit iiretimi gozlenen kadinlarda TSH seviyelerinin anlamli sekilde daha yiliksek oldugunu
bulmustur (Cramer ve ark.,, 2003). Bizim ¢alismamizin sonuglarmma gore; TSH
seviyeleriyle, dollenmis oosit sayis1 ve fertilizasyon orani arasinda anlamli bir iliskiye
rastlanmamistir (Cizelge 11). Yine kiigciik ¢apli bir calismada, in vitro fertilizasyon
uygulamasi sonrasi klinik gebelik goriilen kadinlarda gebe kalamayanlara oranla daha
yiiksek TSH seviyelerine rastlanmigtir (Zollner ve ark., 2001). Bizim sonuglarimiza gore;
gebe kalan hastalarla, gebe kalamayanlar arasinda TSH ve sT4 seviyeleri arasinda anlamli
bir fark gozlenmemisken; ST3 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmistir. Bu hastalar, embriyo kalitesi agisindan karsilastirildiginda da; grade 1 ve
grade 2 embryo sayilar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu saptanmistir
(Cizelge 2). Embriyo kalitelerinin karsilagtiritlmasi sonucu elde edilen veriler beklenilenle
uyumluluk gostermektedir; clinkii, embriyo kalitesi klinik gebelikle dogrusal bir iliski

gosterir.

Son zamanlarda yapilan bazi popiilasyon bazli anket ¢aligmalari, TSH seviyelerinde
daha dar bir aralik tanimlanmistir. Bu aralik, 0.3 ile 2.5 mIU/L’dir (Brabant G., 2009).
Hasta grubumuzda; bu st referans degerini sinir deger kabul ederek olusturdugumuz iki
grup arasinda yaptigimiz karsilastirmali analizde, iki grubun déllenme oranlari arasinda

anlamli fark bulunamamistir (Cizelge 6).

Bizim c¢alismamizda, inceledigimiz infertil hasta grubunda, beklenen sekilde,
folikiiler sividaki TSH degerleri ile ST3 ve sT4 degerleri arasinda anlamli negatif bir
korelasyon goriilmiistiir. Bu negatif korelasyon; bu hormonlarin birbirleri iizerindeki

negatif geri-besleme etkilerinden kaynaklanmaktadir.
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Sicanlarda yapilmis bazi immiinohistokimyasal c¢alismalar, folikiiler siv1
icerisindeki prolaktinin, hem folikiiler hiicreler hem de olgunlasan oositler iizerinde etkili
olabilecegini gostermistir (McNatty ve ark., 1974). /n vitro ortamda, kiiltiir ortamma
eklenen prolaktinin, oositlerin inseminasyon sonrasi morula ve blastokist asamalarina
kadar ilerleme oranlarmi arttirdigi gézlenmistir (Yoshimura ve ark., 1989). Folikiiler sivi
prolaktin seviyelerinin incelendigi bir ¢alismanin sonuglarina gore, prolaktinin oosit
olgunlagsma siirecindeki sitoplazmik modifikasyonlara pozitif etki ettigi distniilmustiir
(Lindner ve ark., 1988). Bizim hasta grubumuzda folikiiler sividaki prolaktin seviyeleri,
toplam oosit sayis1 ve olgun oosit sayisi ile gii¢lii pozitif bir korelasyon gostermisken;
embriyo gelisimi (embriyo kalitesi) ile korelasyon gostermemistir (Cizelge 10). Prolaktin
seviyeleri giliniimiizde hala ¢ok uygun bir oosit kalitesi belirteci olarak kabul
edilmemektedir; ¢iinkii, prolaktin seviyelerinin fertilizasyon ve gebelikle iliskisinin anlamli
bulundugu bazi ¢alismalar digerlerince dogrulanmamustir (Lee ve ark., 1987; Messinis IE
ve Templeton AA, 1987; Reinthaller ve ark., 1987).

Bizim g¢alismamizda, gebe kalan hastalarla, gebe kalamayan hastalarin folikiiler
sividaki prolaktin seviyeleri karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmistir (Cizelge 2). Prolaktin seviyelerinin oosit sayisi ve olgun oosit sayisi ile giiclii
pozitif bir korelasyon gostermis olmasi dikkate alinarak E2 ile iliskisine bakildiginda,
folikiiler siv1 prolaktinin ayn1 ¢evredeki E2 seviyeleriyle de pozitif korelasyon gosterdigi
sonucuna varilmistir. Iyi embriyo kalitesi, gebelik sonucuna etki eden en Onemli
parametrelerden biridir. Gebe kalan kadinlarda prolaktin seviyelerinin daha yiiksek ¢ikmasi
fakat prolaktin seviyelerinin embriyo kalitesi ile iliskili ¢ikmamasi, prolaktinin embriyo
kalitesinden ¢ok implantasyon iizerinde etki ediyor olabilecegini diisiindlirmektedir.
Bunun yani sira; tiim hasta grubunda folikiiler s1v1 prolaktin seviyeleri ve malondialdehit

seviyeleri arasinda anlamli pozitif bir korelasyon oldugu saptanmustir (Cizelge 3).

Oksidatif stres parametreleri tizerindeki hormonal etkiler bir¢ok laboratuvarin
arastirma konusu olmustur. Bu ¢alismalarda, metabolizma hiz1 {izerindeki onemli etkileri
olan tiroid hormonlar1 baglica hormonal parametreler olarak incelenmistir. Tiroid
hormonlarinin ROS ve RNS iiretimi tizerindeki etkileriyle ilgili literatiir her ne kadar az da
olsa; hipertiroidik hallerde radikal {iretiminin arttigina dair giiclii kanitlar vardir. Yapilmisg
caligmalarin birgogunda, farkli dokularin (kan, kalp, karaciger, beyin) hipertiroidik ve

hipotiroidik hallerindeki baslica lipid peroksidasyonu olmak tizere bir¢cok oksidatif stres
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parametresi ¢alisilmistir. Lipid kompozisyonunun bozulmus tiroid durumlarinin belirgin
bir 6zelligi oldugu goriilmistir (Hoch F.L., 1988). Farkli sonuglar elde edilmis birkag
rapor haricinde eldeki tiim veriler, tiroid hormonlarinin hedef dokulardaki oksidatif stresi
indiikledigi yoniindedir (Venditti P. ve Di Meo S., 2006). Gredilla ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢aligmanin  sensitivite sonuclari, hipertiroidik  hayvanlarin  lipid
peroksidasyonuna daha yatkin olduklarin1 gostermis ve rediikte glutatyonun tiroid
fonksiyonunun bir fonksiyonu olarak degismedigini gostermistir (Gredilla ve ark., 2000).
Bunun ardindan gelen bazi ¢alismalar da, tiroid hormonunun sigan hipotalamusunda NOS
geni ekspresyonunu arttirdigini ve insan vaskiiler endoteli ve sigan fagositik hiicrelerinde

NO- iiretimini arttirdigini bildirmistir (Venditti P. ve Di Meo S., 2006).

Bizim g¢alismamizda, folikiiler sividaki TSH, sT3 ve sT4 hormonlar1 ve oksidatif
stres belirtecleri olan nitrik oksit, malondialdehit ve rediikte glutatyon arasinda anlamli bir
iligki saptanamamistir. Yalnizca; folikiiler sividaki prolaktin seviyelerinin folikiiler sivi
malondialdehit seviyeleriyle anlamli bir korelasyona sahip oldugu saptanmustir (Cizelge 4).
Bu sonug; gebe kalanlarda kalamayanlara oranla folikiiler sivi prolaktin ve malondialdehit

seviyelerinin anlamli olarak daha yiiksek ¢ikmasiyla uyumluluk gostermektedir (Cizelge
2).

Folikiiler sivinin serbest radikal ve antioksidan igerigi son yillarda 6nem kazanmis
bir konudur. Agarwal ve ark., 2004°te, oksidatif stresin hem dogal hem de yardimla tireme
tizerinde etkisi oldugunu gostermistir. Oksidatif stres parametrelerinin kadin iireme
kanallariin ¢esitli bolgelerinde bulundugunun anlasilmasi ¢esitli fizyolojik fonksiyonlarda
rol oynadigini diisiindiirmiistiir. Bir ¢ok ¢alismada, ROS’un infertiliteye neden olan ¢esitli
faktorlerdeki  etkileri  calisgilmig;  Ozellikle de, agiklanamayan  infertilitenin
patofizyolojisinde oksidatif stresin rol oynayabilecegi diisiiniilmiistiir (Agarwal ve ark.,
2005). Oviilasyonda, graniiloza hiicrelerinin yogun metabolizmasiin folikiil duvarindaki
cok sayida makrofaj ve nétrofil graniilositleriyle beraber, aktif bir serbest radikal tiretim

bolgesi oldugu diisiiniilmektedir (Jozwik ve ark., 1999).

43



Jozwick ve ark., serumdaki ve preovulatuar folikiiler sivi oksidatif stres
belirteg¢lerinin miktarlarin1  karsilagtiran c¢alismalarinda, folikiiler sivida daha diisiik
seviyelerde bulunduklar1 sonucuna varmiglardir. Serumda yapilan oksidatif hasar
caligmalarindaki oksidatif stres belirtecleri ile kiyaslandiginda, bizim calismamiz
sonucunda elde ettigimiz folikiiler sivi MDA, NO ve GSH konsantrasyonlari
ortalamalarinin Jozwick ve ark.’nin sonuglartyla korele sekilde daha diisiik ¢iktigi

goriilmiistiir (Cizelge 1).

Serbest radikallerin hiicre biitiinligli iizerindeki zararli etkileri disiiniildiigiinde,
IVF sonuglart ve peroksidasyon iirlinleri arasinda negatif bir korelasyon beklenmistir;
fakat, bu konuyla ilgili yapilmis ¢alismalarin bir ¢ogu, birbiriyle uyumlu olmayan sonuglar
vermistir. Appasamy ve ark. tarafindan 2008’de yapilan bir ¢alismada, folikiiler sividaki
ROS seviyelerinin IVF yapilan hastalardaki gebelik oraniyla pozitif bir korelasyonu
oldugunu bulmustur. Bu gozlem, sinirli miktarda oksidatif stresin embriyo gelisimi igin
gerekli oldugunu disiindiirmektedir. Pasqualotto ve ark.’nin 2004’te yapmis oldugu
calismanin sonuglar1 da Appasamy ve ark.’nin sonuglariyla ayn1 yonde c¢ikmistir; gebe
kalan kadinlarda gebe kalamayanlara oranla daha yiiksek LPO seviyelerine rastlanmistir.
Bu sonuglarin aksine; Oral ve ark., folikiiler stvi MDA seviyeleri ve fertilizasyon oranlari
arasinda anlamli bir iliski bulamamistir (Oral ve ark., 2006). Jozwick ve ark. da, IVF
sonuglart ve farkli oksidatif stres konsantrasyonlari arasinda anlamli bir iliskiye
rastlamamistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak, farkli TBARS konsantrasyonlarinin oositlerin
tireme potansiyelleri tizerinde etkisi olmadig1 sonucuna varmistir. S. Das ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismanin sonuglari, folikiiler sividaki ROS ve LPO seviyeleri ile embriyo

kalitesi arasinda negatif bir korelasyon oldugunu gostermistir.

Bizim ¢alismamizin sonuglarina gore, gebe kalan hastalarla kalamayanlar arasinda,
folikiiler stvi MDA seviyeleri arasinda anlamli bir fark gozlenmistir. Gebe kalan hastalarin
folikiiler sivilarindaki MDA seviyeleri digerlerine oranla anlamli olarak yiiksek ¢ikmuistir;
(Cizelge 2) fakat, tek bagina MDA nin embriyo kalitesiyle arasinda anlamli bir korelasyon
saptanmamustir (Cizelge 8). Bulgularimiz; 2004’te Pasqualotto ve ark. tarafindan yapilan
bir ¢alisma ile uyumluluk gostermektedir. Bu g¢alismadaki hasta grubunda, gebe kalan
kadinlarda daha yiiksek lipid peroksidasyonu (LPO) ve TAC seviyeleri ile karsilagilmistir
ama LPO seviyeleri embriyo kalitesini tahmin etmeye yaramamistir. Gebelik oranlart ile

lipid peroksidasyonu seviyeleri pozitif korelasyon gostermistir (Agarwal ve ark., 2005).
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Graniiloza hiicreleri NO- sentazin endotelyal izoformuna sahiptir ve aktif sekilde
NO’ sentezler (Lee ve ark., 2000). Son yillarda; NOnun folikiiler mikrogevredeki roliinii
anlamak amacghi bircok ¢alisma yapilmistir. NO™ serbest radikali, gonadotropin
stimiilasyonu sonrasi folikiiler sivida tespit edilmistir; fakat, NO" stabil olmayan bir gaz
oldugundan, NO° konsantrasyonu gostergesi olarak nitrit/nitrat konsantrasyonu
Olgiilmektedir. Lee ve ark.; olgun oosit elde edilen folikiiler sividaki nitrit/nitrat
konsantrasyonunun anlamli sekilde daha diisiik oldugunu ve yiiksek folikiiler sivi
nitrit/nitrat konsantrasyonlarmin etki ettigi embriyolarda daha fazla fragmantasyon ve daha
diisiik implantasyon oranlarinin gozlendigi sonucuna varmistir. Bu sonuglarla pozitif
olarak iligkili sekilde; Barrionuevo ve ark., olusturduklari IVF modelinde, folikiiler sivi
NOs/NO2" seviyelerinin olgun oositlerin fertilizasyon potansiyeli ile giiglii bir ters iligkisi

oldugunu gostermistir.

Bu veriler 1s1ginda; yiiksek folikiiler sivi konsantrasyonlarinda, NO™nun oosit ve
embriyo sonuglarini tahmin etmede yararh bir prediktor olabilecegi diistiniilmiistiir. Elde
edilmis olan bu veriler; oositi ¢evreleyen mikrogevrede asirt NO' liretiminin, folikiil i¢inde
fertilizasyon Oncesi apoptozu uyarabilecegini ve bdylece, oosit gelisimini etkiledigini
onermektedir. Bunun aksi sekilde; intrafolikiiler seviyelerin IVF sonuglariyla korelasyon

gostermedigi gozlendiginden, NO™ degerlendirmesi sasirtict olabilir (Manau et al, 2000).

Bizim ¢alismamizda, gebe kalan hastalarla gebe kalamayan hastalar
karsilastirlldiginda, gebe kalamayan hastalarda anlaml sekilde NO® seviyelerinin yiiksek
¢iktigi gozlenmistir (Cizelge 2). Bu sonug; NOnun yiiksek konsantrasyonlarinin gebelik
sonucu lzerinde negatif bir etkisi olabilecegi varsayimiyla uyumludur; fakat, NO’
seviyelerinin, oosit sayisi, olgun oosit sayisi, dollenme oranlari ve embriyo kaliteleri ile
iligkileri ayr1 ayr1 incelendiginde, bu parametrelerin higbiriyle arasinda anlamli bir iligki
saptanmamigtir (Cizelge 7). Dolayisiyla; NO”nun gebelik {izerine yaptig1 etkinin oosit ya
da embriyo kanaliyla degil, implantasyondaki diger parametreler araciligiyla olabilecegi

akla gelmektedir.
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Folikiiler stvinin ROS seviyesini dengede tutmak i¢in, oosit ve embriyoyu korumak
icin serbest-radikal yakalayicilari igerdigi gosterilmistir (Joswik ve ark., 1999; Pasqualotto
ve ark., 2004). GSH, dokulardaki prooksidan-antioksidan dengesini saglamada en 6nemli
endojen antioksidan olarak gorev yapmaktadir. Hayvan calismalarindan elde edilen
sonuclara gore, oositteki GSH konsantrasyonlarinin sperm c¢ekirdek dekondansasyonu
sirasinda disiilfit baglarin1 azaltmada ve PN olusumu, dekapasitasyon, zigotik sentrozom
olusumu ve pronukleus yerlesiminde onemli oldugunu gdstermistir. Qositlerin in vitro
olgunlagmasi sirasinda ortama eklenen GSH’in normal fertilizasyon ve embriyo gelisimini
gelistirdigi gézlenmistir. Bunun yani sira da; in vitro fertilizasyon islemlerinde kullanilan
oosit ve embriyo kiiltiir ortamlarindaki GSH ve GSH-olusturan bloklarin fertilizasyon

oranlarini ve embriyo gelisimini arttirdigi gézlenmistir (Ebisch ve ark., 2006).

Oyawoye ve ark., 2003’te yaptiklar1 bir ¢alismada, TAC seviyesi azaldik¢a
fertilizasyon potansiyelinin de azaldigim1 gormiislerdir. Ardindan; basarili sekilde
dollenmis oositlerin folikiiler sivilarinda TAC seviyesinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bu
yiizden; diisiik total antioksidan kapasitesinin diisiik fertilizasyon potansiyelinin bir

belirteci oldugu diistiniilmektedir (Oyawoye et al., 2003).

Bizim c¢aligmamizin sonuglarina gore; folikiiler sividaki GSH seviyeleri ile
dollenme orani ve embriyo kaliteleri arasinda anlamli bir korelasyona rastlanmamistir
(Cizelge 12). Gebe kalan kadinlarla kalamayanlardaki GSH seviyeleri karsilastirildiginda

da; iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Cizelge 2).

46



7. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmamizin sonunda; tedavi sonrast gebe kalan kadinlarin folikiil sivilarindaki
NO, MDA, sT3 ve prolaktin seviyeleri gebe kalamayan kadinlarin folikiil sivilarinda
bulunanlardan istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir. Fakat basli basina prolaktin disindaki
diger degiskenlerin oosit kalitesi ve embriyo kalitesi ile anlamli bir iligkisi olmadigi
goriilmiistiir. Sadece prolaktinin elde edilen toplam oosit sayis1 ve olgun oosit sayisi ile
pozitif korelasyon gosterdigi gozlenmistir. Bu durum, oviilasyon indiiksiyonu sirasinda

kullanilan gonadotropinlerin etkisiyle prolaktin artis1 arasindaki iligkiye bagli olabilir.

Infertilite tedavisinde kullanilan farkli ilaglar ve farkli protokoller vardir. Kullanilan
farkli ilaglarin aragtirmamizda Ol¢tliglimiiz parametreler tizerinde farkl: etkileri olabilir. Bu
calismadan elde edilen veriler 1s181inda, bir sonraki asamada, ayni parametrelerin farkli

protokollerdeki iliskisi karsilastirilabilir.

Gebelik sonucu degerlendirilirken sperm faktorii dikkate alinmamis; sonuglar

dogrudan embriyo kalitesi ve gebelik iizerinden degerlendirilmistir.

Literatiire bakildiginda; hormonel parametreler ve oksidatif hasar parametreleri
cogunlukla hasta serumunda g¢alisilmistir; folikiil sivisinda yapilan ve bu parametrelerin
hepsinin ayn1 anda bakilip analiz edildigi baska bir calisma bulunamamigstir. Kullanilan
ornek tiiri ve parametre sayisinin ¢alismamiza orijinallik kattigin1 diistinmekteyiz. Bu
caligmanin sonucunda elde edilen verilerin, daha fazla 6rnekle yapilacak daha kapsaml

calismalara zemin olusturacagina inanmaktayiz.
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