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Amag: Grantiloza hicreleri oosit beslenmesi ve olgunlagmasi, kapasitas-
yon ve akrozom reaksiyonu gibi oosit-sperm etkilesimi olaylari tzerine
6nemli bir role sahiptir. Bu nedenle, graniiloza hticreleri ile ilgili calismalar,
oositin saglikli gelismesi ve fertilizasyon igin de dnemlidir. Calismada ovu-
latuar faktor (OF, infertil) ve erkek faktori nedeniyle (EF, saghkl bireyler)
in vitro fertilizasyon (IVF) Unitesine basvuran hastalarin oosit-kiimlis
kompleksinden elde edilen graniiloza hiicrelerinde, in vitro ortamda liqui-
ritigenin 'in (LQ) etkilerinin immunositokimyasal olarak incelenmesi amag-
lanmugtir.

Gereg ve Yontem: Calismada OF ve EF nedeni ile istanbul Universitesi Tip
Fakultesi tip bebek IVF Unitesine basvuran hastalar alindi. 5 EF ve 5 OF
hastasindan alinan graniiloza hiicreleri kilttr ortaminda EF, EF- Dimetil
sulfoksit (DMSO), EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ gruplarina ayrildi.
Hucreler uygulama sonrasi |6semi inhibitor faktor reseptor (LIFR) immiino-
sitokimyasal boyamasi yapilarak Aperio ImageScope analiz programiyla
boyanma siddeti ve hiicre morfolojisi bakimindan incelendi.

Bulgular: OF ve OF-DMSO gruplarinin graniiloza hiicrelerinde LIFR immii-
nositokimya boyanma siddeti, EF ve EF-DMSO gruplarina gére anlamli
olarak azalmistir. EF-LQ ve OF-LQ gruplarinin, graniloza hicrelerinde LIFR
immunositokimya boyanma siddeti bakimindan diger gruplarla karsilasti-
rildiginda aralarinda anlamli bir artis oldugu saptanmistir. OF ve OF-DMSO
gruplarinin graniloza hicrelerinde, apoptotik hiicre morfolojisini yansitan
bulgular goézlenirken, EF-LQ ve OF-LQ gruplarinda ise hi¢ veya daha az
olarak gozlenmistir.

Sonug: LQ-gruplarinin graniiloza hiicrelerinde LIFR imminositokimya
boyanma siddeti algoritmalari, 6zellikle OF ve OF-DMSO gruplarina gore
yuksek saptanmis ve apoptotik hiicre morfolojisi tizerine olumlu etkileri
gozlenmistir. Bu sonuglar, LQ ‘nun IVF Unitelerinde alternatif bir medyum
ajani olarak kullanilabilecegini dusiindirmektedir. Bu nedenle LQ ‘nun
klinikde kullanilabilmesiyle ilgili daha kapsamli galismalara ihtiya¢ duyul-
maktadir.

Anahtar kelimeler: infertilite, Kiimiilis-graniiloza hiicreleri, Lésemi inhibi-
tor faktor reseptor, Liquiritigenin

ABSTRACT

Objectives: Granulosa cells have an important role in oocyte nutrition and
maturation, oocyte-sperm interaction events such as capacitation, and
acrosome reaction. Therefore, studies with granulosa cells are also
important for the healthy development of the oocyte and fertilization. The
aim of this study was to investigate the effects of liquiritigenin (LQ) in vitro
on granulosa cells that were obtained from the oocyte-cumulus complex
of patients who were treated in the in vitro fertilization (IVF) unit due to
ovulatory factor (OF, infertile) and male factor (MF, healthy).

Materials and Methods: This study included patients who were treated in
the IVF unit of the Istanbul University Faculty of Medicine due to OF and
MF. Granulosa cells obtained from 5 MF and 5 OF patients were divided
into MF, MF-Dimethyl sulfoxide (DMSOQ), MF-LQ, OF, OF-DMSO and OF-LQ
groups in culture medium. After the application, the cells were stained
with the leukemia inhibitory factor receptor (LIFR) immunocytochemical
staining and the staining intensity was examined with the Aperio
ImageScope analysis software and cell morphology.

Results: The LIFR immunocytochemistry staining intensity in the granulosa
cells of the OF and OF-DMSO groups was significantly decreased when
compared to the MF and MF-DMSO groups. The LIFR staining intensity in
the granulosa cells of the MF-LQ and OF-LQ groups were determined to be
significantly higher than the other groups. In the granulosa cells of OF and
OF-DMSO groups, the findings reflected apoptotic cell morphology, but
showed no or less apoptotic cell morphology in the MF-LQ and OF-LQ
groups.

Conclusions: In granulosa cells of LQ-groups, LIFR immunocytochemistry
staining intensity algorithms were obtained as significantly higher than in
the especially the OF and OF-DMSO groups, and showed the positive
effects on apoptotic cell morphology. These results suggest that LQ may
be used as an alternative medium agent in IVF units. Therefore, more
comprehensive studies are needed for the clinical use of LQ.

Keywords: Infertility, Cumulus-granulosa cells, Leukemia inhibitory factor
receptor, Liquiritigenin
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GiRiS

infertilite modern toplumlarda lireme yas grubundaki ciftlerde
yaygin olarak gériilen bir problemdir (1). Diinya Saghk Orgiitii,
infertiliteyi 12 ay veya daha fazla diizenli korunmasiz cinsel ilis-
kiye ragmen klinik gebelik elde edilememesi durumunda ortaya
¢tkan tireme sistemi hastalig olarak tanimlamaktadir (2). in-
fertilite vakalarinin yaklasik % 40-50 si kadin faktérlerine bagh
olarak meydana gelmektedir (3). Gebeligin saglanmasi veya
canh dogum igin kaliteli gamet, embriyo ve implantasyon igin
uygun maternal gevreye ihtiyag vardir (4). Biitlin bu sartlarin
saglanmasi igin, farmakolojik ve cerrahi tedaviler (cogunlukla
endoskopi) ile yardimci ireme tekniklerinde buytk ilerlemeler
kaydedilmistir. Ancak, basari oranlarinin artmasina ragmen ge-
belik oranlari istenilen diizeylere ulasamamuistir (5). Bu durum
oositin icinde bulundugu intrafolikiler ¢evrenin, fiziksel ve kim-
yasal kosullarini 6n plana gikarmaktadir. Oositin etrafini gevre-
leyen kiimUlis hiicreleri, oosit maturasyonuna yardim ederken,
zararl gevresel etkilerden de oositi korurlar. Son yillarda yapilan
arastirmalar oosit ve gevresindeki folikller somatik hiicreler
arasindaki iliskiye dikkat gekerek, kiimdlUs ve grantiloza hiicre-
lerinin, oositin reprodiktif potansiyeline ve canhhgina katkida
bulundugunu gostermektedir (6). Antral folikiildeki graniloza
hiicreleri bulunduklari bolgeye gore farkli fenotipler gosterir.
Distan ice dogru mural, antral ve kiimulis graniiloza hiicreleri
oositi cevrelerler ve her biri oosite ve ¢evredeki teka hiicrele-
rine yakinhklarina gére farkli 6zellikler gosterirler. Kimulls gra-
niloza hiicreleri diger graniiloza hiicrelerine gore daha disik
oranda LH reseptorl ve aromataz enzimi igerirken, oosit igin
gerekli olan metabolik destegi saglarlar (7).

Strese bagli artan reaktif oksijen radikalleri (ROS) ‘nin, infertilite
patogenezinde anahtar bir rol oynadigi tanimlanmistir (8). Hiic-
redeki oksijen tiketimi dnemli 6lgliide oksidatif fosforilasyon-
la gergeklestigi icin, ROS Uretiminin blyik ¢cogunlugu normal
fizyolojik kosullar altinda bu yolla Uretilir. Ancak, bu Urtinlerin
asiri Gretilmesi oksidanlar ve antioksidanlar arasindaki dengeyi
bozar. Membran lipid peroksidasyonu, proteinlerin oksidasyonu
ve DNA hasarina neden olarak oosit, embriyo ve implantasyo-
nu negatif etkiler (9). Bunun yani sira hiicre fonksiyonlarini da
bozarak hicrelerin apoptoza gitmesine neden olur ve oosit ma-
turasyonu, ovulasyon ve fertilizasyon gibi sireglerin bozulmasi
sonucunda infertiliteye neden olur (10). Hicre iginde Uretilen
ROS ‘lar oldukga karmasik ve birbirleriyle iliskili antioksidan
sistemleri tarafindan kontrol edilir (11). Ayrica diyetle alinan
antioksidanlar da hiicreleri oksidatif stresin neden olabilecegi
hasarlardan korumaktadir (12).

Hicre kilturinde kullanilan kaltir medyumlari oosit igin cok
o6nemlidir. Bu medyumlar bir yandan hiicreler igin gerekli olan
substratlari saglarken bir yandan da uygun pH ve osmolarite
gibi cevresel kosullarin olusmasina katkida bulunurlar (13). An-
cak hiicre igi Uretilen ROS ’larin yani sira kullanilan medyum ve
tamponlarin da spontan olarak ROS icerdigini gdsteren ¢alis-
malar bulunmaktadir (14-15). Bu durum bazi IVF Unitelerinde
gebelik ve implantasyon oranlarinin diisiik olmasini agiklayabilir.
Kaltir medyumlarinda reaktif oksijen radikallerinin Gretimini
kontrol eden antioksidan takviyelerin kullanimi oosit hasarini
onleyerek IVF lnitelerinde daha iyi sonuglarin elde edilmesini
saglayabilir.
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Oositin lipid rezervleri ve ¢ok sayida mitokondrileri ile gok iyi
bir organizasyona sahip olmasi, maturasyonu igin gerekli olan
yuksek enerji ihtiyacini karsilamasina yardimci olur (16). Ancak
bu organizasyon tek basina yeterli degildir. Oosit maturasyonu
sirasinda metabolik enerji ihtiyacini karsilamak igin ¢evresin-
deki kimalus hicreleri ile iyi diizenlenmis bir isbirligi icindedir
(17). Oosit ve kiimulus hiicreleri arasindaki metabolik isbirligi
cesitli uzantilar, gap junctionlar ve parakrin faktorler araciligiyla
saglanir (Sekil 1). Boylece eneriji igin gerekli maddelerin, yapisal
komponentlerin ve iyonlarin olgunlagsmakta olan oosite gegisi
saglanir (18).

o Bazal Lamina

& Gap Junction

o Dis Mural Graniiloza Hiicreleri
o ¢ Mural Graniiloza Hiicreleri

o Kiimiiliis Graniiloza Hiicreleri

Zona Pellusida

Sekil 1: Antral folikilde oositi gevreleyen graniloza hiicrelerinin
sematik bir gizimi. Kim{lUs hiicrelerinin zona pellusidaya dogru
cesitli uzantilar génderdigi gorilmektedir.

LIF, interldkin 6 ailesinin bir Gyesidir (19). Vicuttaki birgok doku
ve hicre tipi (izerinde ¢esitli etkiler gosterebilen pleiotropik
salgilanan bir sitokindir. Etkisini hiicre ylizey reseptori olan
LIFR "ye baglanarak gosterir ve folikll gelisimi, embriyo gelisi-
mi, blastokist implantasyon, ortodontik dis hareketi ve kanser
gelisimi olmak Uzere birgok fizyolojik ve patolojik stregte rol
oynamaktadir (20). Ayrica LIF ‘in graniloza hiicrelerinin farkli-
lasmasi Gizerine de etkileri oldugu gosterilmistir. (21). Kimulus
graniloza hicrelerinin oosit ile yakin iliskisi oositin kalitesi agi-
sindan da bilgi verebilir. Bu nedenle, graniiloza hicrelerinde
LIFR "'nin boyanma paterni ve yogunlugu, folikiil matlrasyonu
ve disfonksiyonunu daha iyi anlamamiza yardimci olabilir.

Glycyrrhiza radix ‘ten izole edilen LQ geleneksel Cin tibbinda
oldukga yaygin olarak kullanilan bir flavonoiddir. Anti-inflama-
tuar, antioksidan, anti-alerjik, anti-timor ve Ostrojenik olmak
Gzere birgok aktiviteye sahiptir (22-25). Son yillarda LQ “in ROS
kaynakh hiicre hasarina karsi, antioksidan etkisi oldugu cesitli
calismalarda gosterilmistir (26-28). Fakat graniloza hicreleri
Uzerindeki etkisi ile ilgili bir arastirma heniz yapilmamistir. LQ
‘nun IVF merkezlerinde, basta graniloza hiicreleri ve oositin
saglikli gelisimi ve basarili bir implantasyon igin, alternatif bir
medyum ajani olarak kullanilip kullanilamayacagini aragtirmak
amaciyla, insandan elde edilen graniiloza hicreleri Gzerinde, LQ
‘nun etkilerinin hiicre morfolojisiyle ve LIFR imminositokimya-
sal boyamasiyla degerlendirilmesi amaglanmistir.
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Gereg ve Yontem

Calisma istanbul Universitesi istanbul Tip Fakdiltesi Klinik Aras-
tirmalar Etik Kurulu ‘'nun 10/05/2019 tarih ve 09 sayili toplan-
tisinda kabul edilmistir. Calismada 18-35 yas arasi OF ve erkek
faktorii EF nedeni ile istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi Hastane-
si tlip bebek Unitesi infertilite klinigine basvuran hastalar yazili
onamlari alinarak dahil edildi. 5 EF ve 5 OF olmak lizere toplam
10 hastadan alinan oositlerden elde edilen kiimilis-graniloza
hicreleri incelenmek Gzere deneyde kullanildi.

Ovaryan stimiilasyon ve oosit toplanmasi

Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) agonist ve antagonist-
leriile yapilan ovaryan stimillasyonu sonrasi 18 mm ’ye ulasan
en az iki adet folikiil olustugunda oosit maturasyonu igin re-
combinant insan koryonik gonadotropini (hCG) uygulandi. Takip
eden 36. saatte sedasyon anestezisi altinda yumurta toplama
(OPU) islemi yapildi. Elde edilen kiimlls-oosit komplekslerine
birbirinden ayrilmalari igin dentidasyon islemi uygulandi. Elde
edilen kimulus hicreleri % 10 fetal bovine serum (Gibco, In-
vitrogen Life Technologies, Paisley, UK), % 1 penisilin ve strep-
tomisin (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) eklenmis DMEM/
F12 medyumuna (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) alind1.

Hiicre kiltiiri

Alinan kiimulus-graniloza hiicreleri, falcon tiipte 2000 RPM
devirde 10 dakika santrifij edildi. Ardindan tlpun Ustlnde ka-
lan stipernatan uzaklastirilarak pellete 1 ml medyum eklendi.
Pellet pipetaj ile homojenize edildikten sonra 6 ’lik kiiltlr kuyu-
cuklarina ekilerek primer hiicre kiiltliri meydana getirildi ve 37
°C nemli atmosfere sahip %5 CO2 varligindaki inklibator icinde
blyutuldu. EF ve OF grubu hastalardan alinan ve kiiltiire edilen
hicreler toplamda 6 gruba ayrildi. 24 saat sonra EF grubundaki
hiicrelere medyum eklenirken EF-DMSO grubundaki hiicrelere
16 pL DMSO (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) ve EF-LQ gru-
bundaki hicrelere 40 uM LQ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
eklendi. 24 saat sonra OF grubundaki hiicrelere medyum ekle-
nirken OF-DMSO grubundaki hiicrelere 16 uL DMSO ve OF-LQ
grubundaki hiicrelere 40 uM LQ (Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA) eklendi. Hiicreler 48. saatte 0.25 % ‘lik tripsin enzimi (Sig-
ma-Aldrich) ile kaldirildi. Hiicreler 2000 RPM devirde 10 dakika
santrifij edilmesinin ardindan tlptin Gstinde kalan sipernatan
uzaklastirildi. PBS ile yikandiktan sonra tekrar 2000 RPM devir-
de 10 dakika santrifij edildi. Ardindan % 0,1 ’lik tripan mavisi ile
esit miktarda hicre soliisyonu karistirilarak sayma kamarasinda
sayildi ve canh-6li hiicre oranlari belirlendi.

immiinositokimyasal boyama

24 kuyucuklu kultur kaplari icerisine yerlestirilen yuvarlak la-
mellerde dretilen hicreler LIFR antikoru (C:19, sc-659, tavsan
poliklonal, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ve
immunositokimya kiti (ScyTek, UltraTek AGL125) kullanilarak
boyandi. Lameller sirasiyla PBS ve % 0,5 triton X-100 soliisyonla-
rinda oda isisinda muamele edildi. PBS ile yikamadan bloklama
sollisyonunda 5 dakika bekletildi. Daha sonra lameller primer
antikora (1/100 dilusyon) yerlestirilerek bir gece + 4 °C 'de bek-
letildi. Ertesi giin PBS ile yikama yapilarak, biotinli antipolivalent
sekonder antikor soliisyonunda 25 dakika oda isisinda bekletil-
di. Daha sonra, PBS ile yikama yapilarak streptavidin peroksidaz
sollisyonunda 25 dakika oda isisinda bekletildi. Lameller PBS
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yikandiktan sonra, AEC kromojeni ile muamele edildikten sonra
Mayer ‘in hematoksileni zit boyama yapildi. Daha sonra, lamel-
ler su bazli kapatici ile kapatilarak, 15tk mikroskobunda (Olympus
BX61 mikroskop baglantili DP72 Olympus kamera sisteminde)
fotograflandi ve incelendi.

Aperio ImageScope gorintl analiz programiyla kesitlere renk
dekonvoliisyon islemi uygulandi. Renk dekonvoliisyon islemi
sonrasinda elde edilen algoritmalar istatistiksel olarak degerlen-
dirildi. Her grupta yer alan boyamalardan (n=5) x 20 blyttmede
elde edilen 3 ayri goriintlye renk dekonvoliisyon islemi uygu-
landi (29). Renk dekonvollsyon islemi sonrasinda elde edilen
algoritmalar istatistiksel olarak degerlendirildi.

istatistik

istatistik analizler igin SPSS (Statistical Package for Social Scien-
ces) programi kullanildi. Elde edilen sonuglar, tek yonlii varyans
analizi (one-way ANOVA) ve post-hoc Tukey testleri kullanilarak
degerlendirildi. istatistik analizler sirasinda giiven araligi p <0.05
anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

EF, EF-DMSO, EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ gruplarinin, tri-
pan mavisi boyamasiyla canli hiicre sayimlari istatistiksel olarak
analiz edildi. EF ile EF-DMSO ve EF-LQ gruplari arasinda canli
hiicre sayimlari arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p= 0,9997,
p=0,7282, Tablo 1). OF ve OF-DMSO gruplari ile EF, EF-DMSO
ve EF-LQ gruplari arasinda canl hiicre sayimlari arasindaki fark
anlamhydi (p<0.001, Tablo 1). OF-LQ grubu ile OF ve OF-DMSO
gruplari arasindaki fark anlamli (p<0.001, Tablo 1), EF, EF-DMSO
ve EF-LQ gruplari arasindaki fark ise anlaml bulunmadi (p=1,
p=1 ve p=0,6664, Tablo 1).

Tablo 1: EF, EF-DMSO, EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ
gruplarmin canli hiicre sayimlarini gosteren tablo. EF
grubuyla karsilastirildiginda anlamli farkhlik gosteren gruplar
*** jsareti ile belirtilmistir (p< 0,001).

8

7

o

S «

Canli Hiicre Oranlari

EF-DMSO

EF EF-LQ

OF

OF-DMSO OF-LQ

Aperio ImageScope goriinti analiz programi ile LIFR antikoru
boyanma siddetine bakildiginda EF ile EF-DMSO gruplari arasin-
da anlamli bir fark bulunmadi (p= 1 ve Tablo 2). EF ve EF-DMSO
gruplari arasinda AEC kromojeniyle kirmizi renkte isaretlenen
LIFR immuinositokimya boyanmasinda bir fark gézlenmedi (Sekil
2A ve 2B). EF ile EF-LQ grubu arasindaki LIFR antikoru boyan-
ma siddetine bakildiginda aralarindaki fark anlaml bulundu
(p<0.001, Tablo 2).
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Tablo 2: EF, EF-DMSO, EF-LQ, OF, OF-DMSO ve OF-LQ
gruplarinin, Aperio ImageScope goriintl analiz programi
kullanilarak, LIFR immunositokimyasal boyanma siddetini
gosteren tablo. EF grubuyla karsilastirildiginda anlamh farkhlik
gosteren gruplar *** jsareti ile belirtilmistir (p< 0,001).
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EF-LQ grubunun LIFR imminositokimya boyanma siddetinin
EF grubuna gore daha koyu ve yogun bir boyanma gostererek
arttig) gdzlendi (Sekil 2C). immiinositokimyasal olarak OF grubu
ile OF-DMSO grubu arasinda LIFR antikoru boyanma siddetine
bakildiginda anlaml bir fark bulunmadi (p= 1, Tablo 2). OF ve
OF-DMSO gruplarinin boyanma siddeti EF grubuna gore daha
soluktu (Sekil 2D ve 2E). OF grubu ile OF-LQ grubu arasindaki
fark ise anlamli bulundu (p<0.001, Tablo 2). EF grubu ile OF
grubunun LIFR antikoru boyanma siddetine bakildiginda, ara-
larindaki fark anlamliyken (p<0.001, Tablo 2), OF-LQ grubu ile
aralarindaki fark anlaml degildi (p= 0,4047, Tablo 2). OF-LQ
grubunun LIFR immiinositokimya boyanmasi, OF ve OF-DMSO
gruplarina gére daha koyu ve yogun bir boyanma gosterdi (Se-
kil 2F).

LIFR immuinositokimya ve hematoksilen zit boyamasiyla 1sik
mikroskobunda, kiimiilis graniloza hiicrelerinin morfolojik de-
gisiklikleri incelendi. OF ve OF-DMSO gruplarinda dejenerasyon
morfolojisi gbsteren graniiloza hiicreleri, piknotik niikleusa ve
LIFR imminositokimya boyamasiyla daha soluk boyanmis bir
sitoplazmaya ve nukleusa sahipti. Sitoplazmasinda apoptozisin
belirtilerinden biri olan apoptotik cisimler ve gesitli blytiklik
ve miktarda vakuoller iceren graniiloza hiicreleri saptandi (Se-
kil 2A ve B).

EF ve EF-DMSO grubuna ait graniloza hiicreleri, genelde oval
veya yuvarlak bigimli LIFR immiinositokimya boyamasiyla pozitif
boyanmis bir sitoplazmaya ve niikleusa sahipti. EF ve EF-DMSO
gruplarina ait fuziform, triangular veya ig sekilli graniiloza hiic-
relerinin, siki kiimeler olusturdugu gozlendi. OF ve OF-DMSO
gruplarina gore daha az miktarda apoptotik cisim ve vakuol
icerdikleri gozlendi (Sekil 2D ve E).

EF-LQ grubu ve OF-LQ graniiloza hiicrelerinin, diger gruplarina
gbre apoptotik cisimcik ve vakuol iceren hticre sayisinin daha
az, vakuol boyutlarinin da daha kiiglk ve az sayida oldugu go-
ralda (Sekil 2C ve F).
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Simdiye kadar yapilan galismalar, artan ROS’un lireme potansi-
yelini olumsuz yonde etkiledigini ve graniiloza hiicre 6limuni
indukledigini gostermektedir (30-31). Granuloza hiicre 6lima
folikller oositleri besleyici maddelerden, biiyiime ve sag kalim
faktorlerinden ayirir ve 6stradiol biyosentezini azaltir (32-33).
Bitln bunlara bagl olarak ovaryen bozukluklar ve infertilite
ortaya cikar. Antioksidanlarin, diger molekdllerin oksidasyonunu
yavaslatabildigi veya 6nleyebildigi ve hiicresel hasara neden
olabilecek serbest radikallerin Gretimini azaltma potansiyeli
tasidigi dustintilmektedir (30-34).

Oosit ve kiimiilus hiicrelerinin metabolik isbirligi oosit gelisi-
minde ve kalitesinde kritik bir rol oynar. Son on yilda, kiimalis
ve oosit kompleksinin metabolizmasinin anlasilmasinda 6nemli
ilerlemeler kaydedilmistir. Boldura ve ark. domuz oositlerinin
kaltir olgunlagma ortaminda antioksidan takviyesinin apoptotik
ve dollenme sirasinda germ hiicrelerinin stabilitesini saglayan
genlerin ekspresyonu Uzerine etkisini degerlendirmislerdir. Ros-
marinik asit ve askorbik asit ile desteklenmis ortamda yetistiri-
len domuz oosit ve kiimills hiicre kompleksi tizerinde antiok-
sidan takviyesinin faydali etkiler gésterdigini bulmuslardir (35).
Saini ve ark. da kegi embriyolarinda eksternal folik asit takviyesi-
nin oosit ve kiimilis hiicre olgunlagsmasini, blastosist gelisimini
ve folat tasiyicilarinin ekspresyonu arttirdigini ve ROS Uretini
azaltigini géstermislerdir (34). Cesitli calismalarda da melatoni-
nin ‘in embriyo Uretimini desteklemek igin olgunlasma ortami-
na verilen oosit Gzerindeki etkisini galismislardir. Calismalarda
melatonin ‘in in vitro maturasyon ortamini destekledigini ve
kiimulls hicre gen ekspresyonunu etkiledigini ve partenogene-
tik blastokistlerin gelisimini azalttigini gostermislerdir (36-37).
Qian ve arkadaslar, kiimulis hiicre-oosit komplekslerinde, asiri
ROS uretiminin neden oldugu zararl etkilerden kaginmak igin
antioksidan enzim ailesine ait olan peroksiredoksin 4 (Prdx4) ‘G
eksprese eden bir adenoviris ile enfeksiyonu sonrasi H,0, ‘nin
neden oldugu degisikliklerin 6nemli 6lgtide ortadan kalktigini
gostermislerdir (38).

Calismada antioksidan aktivitesi ile ROS kaynakli apoptozis ve
hiicre hasarina karsi embriyo, hepatosit, néron ve osteoblas-
tik hiicreler lzerinde sitoprotektif etkileri oldugu gosterilen LQ
flavonoidini kullandik (26, 39-41). LQ, anti-hiperlipidemik, anti-
enflamatuar, anti-alerjik ve 6strojenik etkiler dahil olmak tizere
cesitli biyokimyasal ve farmakolojik 6zelliklere sahiptir. LQ ‘in,
antioksidan aktivitesi ile ROS kaynakli hiicre hasarina karsi ko-
ruyucu etkileri oldugu gosterilmistir (42). Bu ylizden g¢alismada
infertil hastalardan elde edilen graniloza hiicrelerinin kaltir or-
taminda LQ flavonoidini kullandik. OF-LQ ve EF-LQ grublarindaki
hastalarin graniloza hiicrelerinde LQ flavonoidinin kullaniimasi,
hem OF ve OF-DMSO hem de EF ve EF-DMSO grublarindaki
apoptotik morfoloji gosteren hiicrelerde azalma gosterdi.

LIF, basarili bir implantasyon icin gerekli olan dnemli bir sito-
kindir ve etki gosterebilmek igin LIF-R ile baglanmaktadir. Abir
ve ark. ‘larinin yaptigi calismada, insan folikiillerinde graniiloza
hicrelerinde LIF ve LIFR ekspresyonlarinin folikll gelisiminde
onemli rol oynadigini belirtmislerdir (19). Nilsson ve ark. LIF
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Sekil 2: LIFR imminositokimya boyanma siddeti bakimindan gruplara ait graniiloza hiicrelerinde 151k mikroskobu fotograflari gorul-
mektedir. A: EF grubu ve B: EF-DMSO grublari arasinda LIFR imm{inositokimya boyanma siddeti bakimindan bir fark gézlenmedi.
C: EF-LQ grubunun LIFR immunositokimya boyanma siddetinin A: EF grubuna gore arttigi gozlenirken, D: OF ve E: OF-DMSO grup-
larinin boyanma siddeti daha soluktu. F: OF-LQ grubunun LIFR immiinositokimya boyanmasi ise D: OF ve E: OF-DMSO gruplarina
gore daha koyu bir boyanma gosterdi. D: OF ve E: OF-DMSO gruplarinda artis gosteren apoptotik cisimcikler okbaslari ile gosteril-

mistir. Bar 20 um. Oklar ile gosterilmistir.

ve LIFR ‘nin sigan ovaryumunda folikil gelisimi Gzerine etki
gosterdigini saptamislar (43). Cesitli calismalarda in vitroda
embriyo Uretiminde kiimulus hicrelerinin, parakrin ve/veya
otokrin tarzda hareket eden zengin bir LIF-LIFR sistemi kaynagi
oldugunu ve saglikli blastokist gelisiminde gorev aldiklari gos-
terilmistir (44-45). Calismada EF-LQ ve OF-LQ gruplarinin, gra-
nlloza hicrelerinde LIFR imminositokimya boyanma siddeti
diger gruplarla karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir artis
oldugu saptanmistir.

Kaliteli oositin kullanilmasi IVF sonuglarini olumlu yénde etki-
lemektedir. Ancak saglikli oositlerin segimi ve basarili bir imp-
lantasyon hala 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Kimdlas-
graniloza hucreleri oosit igin gerekli olan besinlerin ve sinyal
molekillerinin Gretilmesini saglarlar (46). Bu sebeple kimilUs-
graniiloza hicrelerinin oositin ve mikro gevrenin iyilestirilmesi
amaciyla kullaniimasi indirekt olarak IVF sonuglarina katki sag-
layabilir. Bu ¢alismada LQ 'nun ovulatuar faktorli infertil hasta-
larin kiimilis-graniiloza hiicreleri lizerinde hem LIFR sentezini
artirmasi hem de apoptotik hiicre morfolojisi Gzerine olumlu
etkileri oldugu gésterilmistir. On ¢alisma niteliginde olan bu
galismanin sonuglarina gére, LQ ‘nun IVF merkezlerinde basaril
implantasyon sonuglari igin alternatif bir medyum ajani olarak
kullanilabileceginden dolayi, daha kapsamli galismalarin yapil-
masi gerektigi sonucuna varilmistir.
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