FAREDE ANTIOKSIDANLAR IVF SONUGLARINI VE EMBRYO GELISIMINIi OLUMLU ETKILIYOR

GIRIiS: Memelilerde implantasyon dncesi embryolar bulunduklari ortamdan oldukga fazla
etkileniyorlar. insanda, ART sirasinda, zararli Reaktif Oksijen Radikalleri (ROS) gametlerin toplanmasi,
kiiltdrd ve manipllasyonunda her evrede oldukca fazla miktarda ortaya ¢cikmakta. In vivo olarak
gametler tarafindan olusturulan disiik dozda ROS gamet fonksiyonu ve gelisimi agisindan gerekli olsa
da in vitro olusan ROS, 6zellikler atmosferik kiiltir sartlarinda disiik embryo kalitesi ve viabilitesi ile
iliskilendirilmistir. Ornegin insan embryolarinda yiiksek oranda tespit edilen H202 hiicre apoptosisi
ile iliskilidir.

Duslk oranda 02 iceren embryo kiiltiirlerinde, (tipik olarak %5), 02 diizeyi tuba uterina ve uterin
kavite ortamina daha yakin oldugundan embryo gelisimi ve viabilite oranlari daha yuksektir. Bu
kiltdrler kullanilarak olusturulan embryolarda canli dogum orani da daha fazladir. Bunun aksine
atmosferik sartlarda embryo béliinmesi gecikmekte ve embryo gen ekspresyonunda azalma
gozlenmektedir. Bu embryolarda ROS daha yilksek oranlarda bulunmaktadir.

Kadin reproduktif sisteminde disik konsantrasyonda 02 bulunmasinin yani sira gesitli antioksidan
maddeler de salinmaktadir. Ayni sekilde erkek reprodiiktif sisteminde ve seminal sivida da
antioksidanlar bulunmaktadir. Spermlerin ART icin hazirlanmasi sirasinda yliksek oranda ROS
olusmakta ve bu spermler immatir olduklarindan ayrica antioksidan iceren seminal sividan da yoksun
olduklarindan oksijen radikallerinden daha fazla zarar gérmektedirler.

Antioksidanlardan L-Karnitin, epididimis sivisinda bulunur ve sperm motilitesini arttirir, spermin
fertilizasyon icin olgunlagsmasina yardimci olur ve sperm hiicrelerini apoptosise karsi korur. Oositlerde
MII’deki oosit sayisini arttirir. Embryo kiltiriinde de daha disiik DNA hasari ile iliskilidir.

Alfa Lipoik Asit, sperm motilitesini arttirir; oksidatif strese dolayisiyla DNA hasarina karsi, ve
apoptotik genlerin aktivasyonunu engelleyerek hiicre 6limiine karsi da koruyucudur.

N-Asetil Sistein, hiicre icin en 6nemli antioksidanlardan biri olan glutatyonun sentezinde hiz kisitlayici
basamakta gorev alir. Glutatyon, fertilizasyon icin spermin kapasitasyonu icin gereklidir. Ayni
zamanda sistein zona pellucida’da yapisal degisiklige yol acarak fertilizasyon kapasitesine katkida
bulunur.

Embryo kiltlir ortaminda bulunan, L-Karnitin, Alfa Lipoik Asit ve N-Asetil Sistein’in fare embryolarinin
gelisiminde ve viabilitesinde olumlu etkilerinin oldugu anlasiimistir. Bu etki hem atmosferik hem de
fizyolojik konsantrasyonlarda 02 altinda goriilmekle birlikte atmosferik kosullarda daha fazla
gorilmastir.

Materyal Ve Method:

Pronukleer oositin toplanmasi icin 3-4 haftalik F1 virgo disi fareye ekzojen gonadotropin 48 saat
sonrasinda da hCG verilerek, 12 haftalik F1 erkek fare ile giftlesmesi saglanmistir. Vajene konulan
tikag ile giftlesmenin gergeklestigi dogrulanmistir. hCG sonrasi 22. saatte prontikleer oositler
toplanarak hyaluronidaz iceren GMOPS mediumunda iki kez yikanmis, 48 saat albimin iceren G1
mediumunda bekletildikten sonra G2 mediumuna alinmistir.



IVF icin oositler 3-4 haftalik F1 disi hibrid fareden hCG injeksiyonundan 15 saat sonra toplanarak
kaltur igin albimin iceren parafin yagi, %6 CO2 altindaki 37°C’deki oosit IVF mediumunda inkiibe
edilmistir. Spermler ise 8-12 haftalik F1 erkek fareden alinarak kapasitasyonun gergeklesmesi icin 1
saat sperm Ivf mediumunda tutulmus ve konsantrasyonu tespit edilmistir. Her oosit kiimesine 1-2
milyon motil sperm eklenerek fertilizasyonun gelismesi icin 4 saat beklenmis sonrasinda embryolar
IVF mediumu ve G1 mediumu ile yikanarak kilttrlere random olarak yerlestirilmistir.

Antioksidan iceren ve icermeyen ortamda gerceklesen IVF ile olusan embryolari olusturan gametlerin
kiltire edildikleri mediumlara goére ayrilmasiyla 4 grup elde edildi. Ayrica antioksidan iceren ve
icermeyen kiltlrlerden elde edilen oosit ve spermler ile, antioksidansiz ortamda IVF yapilmasiyla da
4 grup elden edildi.

Analiz:

Embryolar ayri ayri kiltlre edildikten sonra 4 saat G1 mediumunda ve sonra 48 saatte G2
mediumunda inkiibe edildiler. inkiibasyon boyunca 15 dakika araliklarla gériintii alindi. Déllenmeden
blastokist olusumuna, blastokistten trofoblast ve emrbryoblast ayrimina kadar tiim morfokinetik
olaylar kaydedildi. Blastokistlerin sayimi spesifik boyama yontemiyle yapildi. Trofoblastlar propidium
iyot ile boyandi embryoblast boyanmadan kaldi ve tiim hiicre ¢ekirdekleri bisbenzimid ile boyanarak
flioresan mikroskop ile incelendi.

intraselliiler H202 seviyelerini 6lgmek igin ise yine fliioresan mikroskop kullanildi. Proniikleer
oositlerdeki H202 peroksiflor 1 ile reaksiyona girerek mikroskopide goriiniir hale geldi.

istatistik: hiicre sayilari ve zaman ile ilgili analizler one-way ANOVA ve ardindan Bonferroni ¢oklu
karsilastirma testi ile analiz edildi. Kontrol gruplari icin ise student’s t-test uygulandi.

Sonuglar:

Antioksidanlarin herhangi bir evrede IVF mediumunda bulunmasi, fertilizasyon hizina ve blastokist
olusma ylzdesine etkide bulunmamistir. Antioksidanlarin yalnizda embryo kdltiir ortamina
eklenmesi, trofoblast, embryoblast ve dolayisiyla blastokist hiicre syisinda belirgin artis saglamistir
(p<0.01). Ayni sekilde antioksidanlarin sadece IVF mediumunda bulunmasi da embriyoblast,
trafoblast ve sonucunda blastokist hiicre sayisinin fazla olmasiyla sonuglanmistir. Antioksidanlarin
hem ebryo kiltir ortaminda hem de IVF mediumunda bulunmasi ise hiicrelerin sayisinda artisa ek
olarak gelisim siirecinin hizinin artmasi ile sonuglanmistir. Ve bu etki iki hiicre béliinmesi evresinden
blastokist evresine kadar gézlenmistir (p<0.01).

Gamet kiltlrlerinde antioksidanlarin bulunmasi, fertilizasyon hizi ve blastokist olusma ylizdesinde bir
fark olusturmamistir. Yalnizca sperm IVF ortaminda antioksidanlarin bulundugu embryolar hem oosit
hem de sperm ortaminda antioksidan embryolarla karsilastirildiginda, blastokist total hiicre sayisinda
bir fark saptanmamistir. Yalnizca oosit IVF mediumunda antioksidan bulunan embryolarin ise
trofoblast, embryoblast ve dolayisiyla blastokist hiicre sayisinin fazla oldugu gézlenmistir. Benzer
sekilde hem oosit hem sperm IVF mediumunda antioksidanlar bulunan embryolarin da hiicre
sayisinin daha fazla oldugu gézlenmistir. Ayrica yalnizca oosit IVF ortaminda antioksidanlar bulunan
embryolar ve hem oosit hem sperm IVF ortaminda antioksidanlar bulunan embryolarin gelisim
strecinin daha hizli oldugu gézlenmistir. Yalnizca sperm IVF ortaminda antioksidanlar bulunan



embryolar hicbir ortamda antioksidan bulunmayan ambryolarla karsilastirildiginda ise hiz farki
saptanmamistir.

Antioksidanlarin bulundugu ortamda 4 saat inkiibe edilen prontiikleer oositlerde bulunan H202
diizeyleri, kontrol grubu le karsilastirildiginda belirgin olarak daha disik izlendi (p<0.001). Ayrica
Toplanma sirasinda 20 dakika siire ile antioksidanlar ile birlestirilen pronikleer oositlerin blastokist
hiicre sayisinda 6nemli fark izlendi.

Tartisma:

Gunldmiuzde kullanilmakta olan G1 ve G2 IVF mediumlarinda lipoik asit haricindeki antioksidanlar
rutin olarak bulunmamaktadir. Bu ¢alismada gamet toplanmasi ve fertilizasyon sirasinda kullanilan
mediumlarda, antioksidanlarin bulunmasinin, erken hiicre béliinmesi evresinden blastokist olusum
evresine kadar her asamada embryo gelisimine katkida bulundugu gésterilmistir. Ozellikler
atmosferik kosullarda (%20 02 altinda)galisilan merkezlerde bu yarar belirgin olarak gézlenmektedir.

Yalnizca sperm IVF ortaminda antioksidanlarin bulunmasinin blastokist hiicre sayisina ve gelisme
hizina katkida bulunmadigi gézlense de; sperm motilitesinin arttigl, membran bitinliginin
korundugu saptnamistir. Bununla birlikte kullanilan IVF protokoli geregi sperm hiicreleri oositlere
gore daha kisa sire antioksidanlara maruz kalmistir. Ayrica kullanilan sperm hiicreleri geng fertil
erkek fareden alinmistir ve infertil erkegi temsil etmemektedir. Calisma antioksidanlarin sperm
Gzerindeki faydal etkilerini ortaya koyamamakla birlikte oositlerle birlikte sinerjistik etkisinin ortaya
ciktigini géstermistir.

Ayrica ¢alismada antioksidanlarla 4 saat inkiibe edilen proniikleer oositlerin H202 diizeylerinin
antioksidan kullanilmadan inkiibe edilen oositlerden daha disiik oldugu gosterilmistir. Bu da
inkGibasyon sirasinda azalmis oksidativ stresi yansitmaktadir. Koyunlarda yapilan ¢alismalarda, in vitro
oldunlastirma ortamina L-karnitin eklenmesinin glutatyon diizeylerinde artisa ve oksijen radikalleri
seviyelerinde duslse yol actig1 goriilmistiir. Embryodaki yiksek glutatyon seviyeleri embryo
kalitesinde artis ile birliktelik géstermektedir. Bu ¢ antioksidanin da intraselltler H20 seviyesini
diuslirdigli tamamen ortadan kaldirmadigi bilinmelidir, hiicrelerin haberlesmesinde, gamet
fonksiyonlarinin ve gelisiminin siirdlirilmesinde diisi dozda oksijen radikallerinin varhgi 6nemlidir.

Sonu olarak antioksidanlarin IVF sirasinda ve embryo kiiltiiri sirasinda ortamda bulunmasi, hiicre
sayisinda artisa, embryo gelisimine ve gelisim hizina katkida bulunmakta; ayni zamanda H202
seviyelerinde azalmaya sebep olmaktadir. Bu bulgular antioksidanlarin insanda IVF siirecine katkida
bulunabilecegine ve embryo viabilitesini arttirabilecegine isaret etmektedir.



